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l. RESUMEN 

En el presente trabajo, se estudiaron los núcleos en interfase de las células del epiblasto y de las células 
que se originan de las tres capas embrionarias: las células epiteliales· derivadas del. ectodermo, las 
células del epitelio intestinal originadas del endodermo y de las células de la notocorda de origen 
mesodérmico, en muestras de embnón de ave (Ga/lus domesticus), a partir de fases muy tempranas. Se 
analizaron las modificaciones observadas en la estructura nuclear durante la diferenciación y 
maduración de los epitelios, mientras que en los núcleos de las células de la notocorda se estudiaron las 
cambios relacionados con los procesos de maduración y envejecimiento. El avance del desarrollo de los 
embriones se identificó siguiendo la serie morfológica de Hamburger y Hamilton (1951), en muestras 
fijadas desde las 13 horas de incubación hasta la eclosión y procesadas para microscopía electrónica, 
aplicando la técnica de contraste preferencial para estructuras ribonucleoproteicas (RNPs) nucleares 
(Bernhard,1969). Se analizó el comportamiento de las estructuras RNP de los diferentes núcleos, por 
medio de mediciones morfométricas realizadas sobre imágenes impresas, mediante el programa de 
computo CLOE diseñado particularmente para el análisis de estas estructuras. 

Anteriormente· se determinó que durante la diferenciación del embrión de ave, las características 
ultraestructurales del núcleo interfásico de células nerviosas (Vázquez-Nin y col., 1980,1983) y 
musculares (Zavala y col., 1992) reflejan fluctuaciones de las estructuras ribonucleoproteicas (RNPs) y 
que, particularmente el incremento de los gránulos pericromatinianos (GPCs) es un evento que coincide 
con la maduración neuronal y el establecimiento de conexiones sinápticas y con la inervación de la 
fibra muscular. 

Los núcleos de las células del epiblasto a las 13 horas de incubación, en embriones del estadio 3 de 
Hamburger y Hamilton (1952), presentan estructuras constantes y abundantes; sin embargo, el patrón 
de distribución de las partículas ribonucleoproteicas (RNPs) se modifica en el nucleoplasma de las 
células de las capas embrionarias de las etapas posteriores, como se aprecia en los núcleos de los 
diferentes tipos de células estudiadas con EDTA, según la técnica de Bemhard (1969). En los-núcleos 
del ectodermo, del mesodermo y del endodermo de las etapas tempranas del desmollo, los GPCs se 
distribuyen ampliamente, los gránulos intercromatinianos (GICs) abundan en el nucleoplasma, no 
forman cúmulos y se organizan entre el entramado de las fibrillas intercromatinianas (FICs). Los 
núcleos de las etapas avanzadas, presentan FICs dispersas y grupos de GICs. Los GPCs se reconocen 
en la periferia de grumos de cromatina que se definen claramente como elementos de bajo contraste 
alrededor del nucleolo y en contacto con la envoltura nuclear, en un patrón que se va estableciendo 
gradualmente y coincide con la descripción del núcleo interfásico de las células diferenciadas de los 
vertebrados (Monneron y Bernhard, 1969). 

La frecuencia de GPCs de los núcleos de los tejidos estudiados se modifica en etapas sucesivas de la 
diferenciación, según se determinó en la cuantificación realizada en el estadio HH3, en los núcleos del 
epiblasto. En los núcleos del ectodermo, de la notocorda y del endodermo de diferentes edades, las 
mediciones se iniciaron a partir del estadio HH9, finalizando la evaluación en los núcleos estudiados en 
muestras de piel e intestino en pollos recién nacidos. Por sus características particulares, se analizaron 
los núcleos de muestras del tejido notocordal, tomando como límite la etapa HH36, en que el desarrollo 
de los discos vertebrales en formación, interfiere con la conservación adecuada y dificulta el corte. 



El nivel de GPCs es bajo en las células de la capa superficial de la piel, durante la mayor parte del 
desarrollo y muestra un leve incremento en la etapa de recién nacidos, en relación con la maduración 
funcional de las células superficiales aplanadas. · 

En notocorda se presenta un nivel elevado de GPCs a las 30 h de incubación (HH9), que antecede al 
inicio de la síntesis de proteínas específicas de la notocorda y que es coincidente con la inducción de la 
placa neural. Terminada la capacidad inductiva de este órgano, se presenta un decremento que se 
mantiene hasta el estadio HH36 en el décimo día de incubación. 

En intestino los GPCs son más abundantes que en las otras células estudiadas desde las primeras etapas 
de diferenciación del epitelio. Las células epiteliales intestinales de los recién nacidos presentan el 
mayor índice de frecuencia de GPCs, superando al observado en piel y en notocorda. Este aumento es, 
como en las otras células coincidente con la maduración funcional. Por otra parte, los resultados indican 
que las modificaciones observadas en la frecuencia de RNPs son independientes del comportamiento de 
volumen nuclear y nucleolar de cada tipo celular. 

Las modificaciones en frecuencia y distribución de las RNPs en los núcleos de los tres tejidos 
estudiados se relacionan con cambios en el patrón de distribución de la cromatina, según se observó en 
las muestras contrastadas con ácido fosfotúngstico (PTA). En los núcleos de los estadios tempranos 
(HHl 1), predomina la configuración laxa y gradualmente forma grumos dispersos en el nucleoplasma y 
en la periferia del nucleolo. Conforme avanza el desarrollo, aumenta el grado de condensación de la 
cromatina. 
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11. INTRODUCCION. 

La primera descripción del núcleo fué publicada en 1833 por Robert Brown, quién lo consideraba 

como un pequeño "glóbulo" de material relativamente denso y aislado' (Mirsky y Osawa, 1961). Un 

siglo después, la existencia "casi" común del núcleo celular fué utilizada como criterio determinante 

para la separación de los seres vivos. Sugerida en 1937 por Edouard Chatton, la dicotomía propuesta 

para la aplicación de dos términos, procarióntico y eucarióntico derivados de las raíces griegas pro 

antes, karion núcleo y eu verdadero (citado por Margulis y Schwartz,1982; Sogin,1989) modificó la 

agrupación de los organismos en categorias que contemplan el grado de diferenciación morfofuncional, 

revolucionando los sistemas de clasificación que separaban artificialmente tipos de organismos por sus 

características · superficiales, planteados con serias limitaciones desde tiempos de Linneo 

(Whittaker, 1969). 

La descripción detallada de la célula en general, el aislamiento y análisis de diferentes estructuras y 

productos nucleares contenidos en una doble membrana fosfolipídica y Ja caracterización de complejos 

desoxirribonucleoproteicos y ribonucleoproteicos asociados a una matriz de proteínas, logrados por el 

desarrollo de técnicas precisas, fueron los principales argumentos de apoyo al sistema actual para 

considerar en el grupo de los procariontes a los organismos que presentan el material genético disperso 

y no presentan envoltura nuclear, como se observa en las bacterias y algas azulverdosas. En este grupo 

el DNA, el RNA y los ribosomas se encuentran en un compartimiento común y no presentan 

mitocondrías, cloroplastos, ni otros organelos, a diferencia de los eucariontes que están representados 

por los protoctistas, hongos, plantas y animales, que son organismos formados por células en las cuales 

el componente genético está localizado dentro de una estructura compleja que separa al DNA y RNA 

nuclear, de la fracción de RNA citoplásmico y de Jos ribosomas que transcriben la información de 

pequeñas moléculas de RNAm que atraviesan los poros de la envoltura (Whittaker,1969). 

Los estudios bioquímicos y morfológicos de eventos como la duplicación y transcripción del DNA o el 

procesamiento del RNA en el interior del núcleo y la traducción del RNAm en el citoplasma, subrayan 

la importancia de la envoltura nuclear como estructura dinámica y sugieren la posibilidad de que el 

aislamiento ha ejercido presión de selección sobre los ácidos nucleicos y representa un mecanismo de 

regulación genética en la evolución de organismos multicelulares altamente diferenciados (Cavalier

Smith, 1975). 
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Dependiendo del organismo al que pertenecen y su grado de diferenciación, diferentes autores sugieren 

que los núcleos de las células especializadas se distinguen, por su concentración de DNA y el grado de 

compactación de la cromatina (Mirsky y Osawa,1961; Bloom y Fawcetf,1975), por el tipo de nucleolo 

(Risueño y Medina,1986) y por la distribución de las ribonucleoproteínas (RNP), estructuras complejas 

formadas por RNA y proteína (Fakan y Odartchenko, 1980; Jiménez-García y col., 1989). 

En los estudios sobre la caracterización ultraestructural de los núcleos de diferentes tipos celulares de 

mamíferos (Monneron y Bernhard, 1969) y de células de organismos de varios grupos de la escala 

zoológica (Jiménez-García y col.,1989), se ha considerado que algunos componentes RNPs son 

constantes y están relacionados con los procesos de transporte, almacén y procesamiento de RNA 

premensajero y pre-ribosomal. El análisis comparativo de la estructura nuclear revela el establecimiento 

de patrones conservados para cada grupo (hongos, plantas y animales), pero también señala importantes 

diferencias en la disposición de las estructuras RNPs y de la cromatina dentro del grupo de los 

protoctistas, como resultado de posibles modificaciones evolutivas a nivel transcripcional y 

postranscripcional (Jiménez-García y col., 1989). 

Se ha considerado que las transformaciones estructurales están relacionadas con cambios que suceden 

en el núcleo durante la expresión de los genes, en general y durante la diferenciación y maduración de 

tipos celulares particulares, en parte como resultado de la transcripción parcial de secuencias de DNA a 

fracciones de RNA, como señala Denis (1968) y por otro lado debido a modificaciones drásticas~ nivel 

transcripcional y postranscripcional, aspecto profundizado en los trabajos de Davidson (1976). Estos 

planteamientos han servido de base a los estudios sobre variaciones en el grado de compactación de la 
' . 

cromatina y de la densidad de las estructuras RNPs que fueron detectadas en núcleos de ectodermo y 

endodermo de embriones de Xenopus (Karasaki, 1965), en núcleos de células de ratón antes y después 

de la implantación (Fakan y Odartchenko,1980) y en el núcleo interfásico estudiado en embrión de ave, 

y se ha considerado la existencia de diferentes poblaciones de GPC que se incrementan durante la 

diferenciación neuronal (Vázquez-Nin y col.,1980), particulamente durante la sinaptogénesis (Vázquez

Nin y col.,1983) y también se presenta una elevación del número de GPCs nucleares en células 

musculares que establecen contacto sináptico (Zavala y col., 1992). Ambos eventos pueden estar bajo 

influencia de m.ecanismos de regulación de la actividad del aparato transcripcional, así como de 

fenómenos postranscripcionales. 
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111. NÚCLEO INTERFASICO. 

El núcleo celular representa una entidad morfológica y funcional con límites definidos por una 

estructura compleja (esquema 1), que separa a la célula en subcompartimientos y ejerce control del 

medio interno, creando un ambiente particular durante la interfase (Mirsky y Osawa, 1961; 

Walter,1989); sin embargo durante mucho tiempo, fué considerado en las figuras publicadas 

particularmente como sefialador para localizar al resto de los organelos celulares (Bouteille, 1972). El 

uso de glutaraldehído y tetraóxido de osmio para la fijación de las muestras biológicas, la inclusión en 

resinas plásticas y la implementación de técnicas de contraste de cortes ultrafinos con sales de uranilo y 

de plomo, son algunos de los pasos que se han utilizado para preservar adecuadamente el material 

biológico para su estudio al microscopio electrónico, con lo cual ha sido posible describir la 

organización ultraestructural de las células y del núcleo interfásico (Bouteille y col., 1974). 

Envoltura Nuclear.- Callan y Tomlin en 1950, con técnicas de microscopía electrónica que 

precedieron a la introducción de cortes finos (citados por DuPraw, 1971) describieron la envoltura 

nuclear de organismos unicelulares secados al aire (Feldherr y Akin,1994); sin embargo, se ha sefialado 

que su existencia fué sugerida en 1893 por He~g (citado por Franke y Scheer,1974). Según varios 

autores, su interacción con la eucromatina, con la heterocromatina, con el nucleolo, con las partículas 

RNPs, con la matriz nuclear, con diversos complejos multienzimáticos y con otros elementos 

contenidos en el núcleo, está en función de la reorganización cíclica de los genes para ser expresados 

(Mirsky y Osawa,1961; Franke y Scheer,1974; Daskal y Bush,1978; Feldherr y Akin,1994). La 

envoltura está integrada por varios elementos, descritos por diferentes autores. 

a) La membrana que fué descrita en 1953 por Hartmann (citado por Mirsky y Osawa,1961), forma un 

compartimiento discreto de espesor variable (10-15 nm) o cisterna perinuclear. La fase externa de la 

membrana orientada hacia el citoplasma presenta ribosomas asociados, mientras que diferentes 

estructuras nucleoproteicas establecen contacto con la fase orientada hacia el interior del núcleo 

(Mirsky y Osawa,1961; Franke y Scheer,1974; Kasper,1974; De Robertis y De Robertis,1983). A 

diferencia de otras membranas celulares, la que forma parte de la envoltura nuclear presenta bajo 

contenido de lípidos, de los cuales entre el 60 y el 85 % son fosfolípidos o glicolípidos. Además, el 

contenido proteico está representado principalmente por glicoproteínas (Kasper,1974; Hancock y 

Boulikas, 1982). 
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Esquema l; La cromatina, el nucleolo y diversas estructuras ribonucleoproteicas cuya interacción estructural y funcional 
está delimitada, se presentan en la imágen ideal del núcleo celular en interfase. 
El espacio perinuclear (Pn) citoplasmático y el medio intranuclear (Mi), están separados por la envoltura nuclear; la fase de 
Ja envoltura orientada hacia el exterior (ene) está en contacto con el retículo endoplásmico y generalmente presenta 
ribosomas, mientras que la fase interna (eni) está separada de los componentes intranucleares por un elemento conocido 
como lámina densa (Ld), ausente en los sitios que la envoltura forma poros (P). La cromatina compacta o heterocromatina 
(He), se localiza principalmente en la periferia y Ja forma dispersa o eui:romatina (Ec) SI' distribuye ampliamente. El 
nucleolo está integrado por el componente fibrilar (cfn), el componente granular (cgn) y los centros fibrilares (t) y también 
presenta una fracción de cromatina asociada (en). En los borJes de la cromatina compacta se reconocen estructuras 
ribonucleoproteicas en forma de fibrillas (tpc) y gránulos p<"ricromatinianos (gpc) de alta densidad a Jos electrones 
definidos por un halo claro, mientras que en el espacio claro, correspondiente a la región intercromatiniana, se observan 
fibrillas y pequef\os gránulos (gic) dispersos o formando cúmulos. Se sef\alan otras estructuras ribonucleoproteicas, como 
los cuerpos nucleares simples (Cns), los cuerpos nucleares granulares (Cng), los cuerpos espiralados (Ce) y otros cuerpos 
nucleares de baja frecuencia (R). Elaborado de acuerdo con Bouteille (1972). 
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b) Los pQIQli identificados por Callan y Tomlin en 1950 (citados por DuPraw,1971) están integrados 

por elementos de naturaleza proteica compleja que se organizan en octiimeros enlazados a una pieza 

central, conservando continuidad morfológica con diversas estructuras nucleares, como algunas RNPs 

de la pars granulosa del nucleolo o relacionadas con los anillos de Balbiani de células del díptero 

Chironomus (Mirsky y Osawa,1961; DuPraw,1971; Kasper,1974) y con polirribosomas citoplásmicos 

(Kasper,1974; Franke y Scherr,1974). El diámetro aproximado de los poros es de 100 nm según se 

aprecia en cortes, muestras procesadas por criofractura y con tinción negativa (Franke y Scheer,1974; 

Feldherr y Akin,1994). En poros aislados se presenta un polipéptido de peso molecular aproximado a 

68 000 (Hancock y Boulikas,1982). Los poros ocupan un 10% del área total en núcleos de células de 

mamíferos y hasta el 36% de la envoltura nuclear en células vegetales y en protozoarios; se ha 

considerado una relación de la frecuencia de poros con la actividad transcripcional de cada tipo celular; 

como en el caso de los ovocitos de Xenopus que presentan alrededor de 30 millones de poros, mientras 

que los eritrocitos maduros solamente 300 (De Robertis y De Robertis,1983). El tráfico de 

macromoléculas, RNA y proteínas hacia adentro y hacia afuera del núcleo está controlado por los 

elementos altamente organizados del sistema de poro, embebidos en la doble membrana nuclear 

(Walter,1989; Feldherr y Akin, 1994). 

e) La l.filrúrui es una capa homogénea dispuesta entre la cara interna de la envoltura nuclear y la 

cromatina condensada, común en núcleos de células somáticas y formada por polipéptidos de un rango 

de peso molecular aproximado a 70 000, las laminas A, B y C, que integran una fase de adhesión para 

el DNA cromosoma! durante la interfase (Hancock y Boulikas, 1982) y se relacionan con la 

organización de los complejos de poro y el anclaje de la cromatina "inactiva" en la periferia del núcleo 

separada de la cromatina activa (Newport y Forbes, 1987). 

Cromatina. La condensación de estructuras dentro del núcleo antes de la división celular fué observada 

en 1876 por Balbiani; en 1879, Flemming aplicó el término cromatina (del griego chroma color) a la 

sustancia que reacciona intensamente con los colorantes básicos observada en núcleos metafásicos y 

sugirió que la reacción se debía al contenido de nucleína, un compuesto fosforado presente en células 

de pus y en esperma de salmón, aislado por Miescher en 1871 (citados por De Robertis y De 

Robertis, 1983). 

7 



El tém1ino cromosoma fué aplicado en 1890 por Waldeyer al observar la transformación cíclica en 

filamentos que se condensan y migran por la disolución temporal de la envoltura nuclear y su 

continuidad con el material que se reorganiza en el núcleo interfásico de las células hijas (citado por De 

Robertis y De Robertis,1983). En 1924 Feulgen y Rossenbek, desarrollaron la R~acción Nuclear que 

permitió la detección específica del DNA en células o cortes de tejido .ftjado, sometidos a una hidrólisis 

ácida débil antes de la aplicación del reactivo de Schiff que permitió la detección de los patrones 

estructurales indicadores de la actividad celular que se describen a continuación: a) núcleos interfásicos 

que presentan poca cromatina teñida, debido a que los cromosomas se encuentran extendidos o en 

condición eucromática con mayor superficie de DNA sintéticamente activa. b) núcleos en los que la 

cromatina densa representa una gran proporción de masa cromosoma! en condición heterocromática, 

inaccesible para la transcripción (citados por Bloom y Fawcetr, 1975). La reacción se considera positiva 

en el núcleo, particularmente intensa en los cúmulos de heterocromatina o cromocentros y negativa en 

el citoplasma y en el nucleolo, a excepción de los intersticios que ocupa la cromatina asociada a él 

(Bloom y Fawcett,.1975; De Robertis y De Robertis, 1983). 

En 1928 füé reconocida por Heitz, la existencia de dos variantes estructurales, la heterocromatioa que 

permanece organizada en forma compacta en la periferia durante la interfase y la profase temprana y la 

eucromatina de estructura laxa, dispersa en el espacio nuclear (citado por De Robertis y De 

Robertis, 1983). 

Los genes que transmiten la informaciórr hereditaria entre generaciones y dirigen la función de cada 

célula, se localizan en estructuras formadas por DNA y proteínas, las cuales aparentemente mantienen 

la estructura y regulan la actividad, control que tiene especial significado en los procesos de 

diferenciación, desarrollo embrionario y de acción hormonal, relacionados con la expresión de la 

información genética (Stein y col., 1975). En eucariontes, el DNA en secuencias de 200 pares de 

nucleótidos interactúa con el octámero formado por dos moléculas de las histonas H2A, H2B, H3, H4, 

así como también con una molécula de histona HI y proteínas no histónicas, para integrar unidades 

conocidas como nuc!eosomas (Komberg,1977; van Holde,1989). Los diferentes grados de 

empaquetamiento de las cadenas de nucleosomas representan estados conformacionales relacionados 

con la actividad transcripcional de la cromatina en interfase y con la transición a cromosomas, en 

mitosis y meiosis (van Holde, 1989). 
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El empaquetamiento de los nucleosomas limita la accesibilidad a las RNA polimerasas y otras proteínas 

regulatorias (Gross y Garrard, 1988; Elgin, 1988) y se considera, que la afinidad de la enzima por sitios 

específicos puede ser clave en el proceso del desarrollo (Jenuwein y col., 1993). 

Algunas observaciones sugieren que la distribución de la cromatina no es al azar, que su organización 

en relación con la envoltura nuclear es recurrente, en sitios bien definidos durante la interfase (Daskal y 

-Busch,1978) y que la orientación de Jos diferentes paquetes observados en la periferia y en asociación 

con el nucleolo, refleja un patrón repetitivo (Esquivel,1988). 

La cromatina participa como matriz de DNA para la síntesis de moléculas específicas de RNA, que 

acopladas a proteína adoptan configuraciones tridimensionales particulares (Watson, I 962b ). 

La localización de cromatina activa en la replicación de DNA se logró por medio de la incorporación de 

timidina tritiada y por el análisis subsecuente de muestras por autorradiografia ultraestructural. Se 

atribuye a Hay y Revel la determinación de sitios de incorporación de precursores radioactivos en el 

DNA, los mismos autores que publicaron en 1963 que en Jos núcleos celulares, durante la interfase, Ja 

heterocromatina está formada por fibrillas de 1 O nm y que también se observa material del mismo tipo 

en los cromosomas mitóticos y meióticos (citados por Bouteille y col.,1974). En cuanto a Ja 

transcripción, Littau y colaboradores (1964) determinaron en núcleos aislados de timo, que la 

cromatina difusa es activa en síntesis de R.t'l"A, mediante Ja incorporación de uridina tritiada. Karasaki" 

(1965) analizó las características de la cromatina y determinó la intensidad de síntesis de RNA nuclear 

en células de ectodermo y mesodermo, durante la embriogénesis de anfibios. No obstante la 

complejidad de la estructura nuclear y aún cuando no es posible identificar genes específicos 

morfológicamente, las técnicas autorradiográficas y de microscopía electrónica permitieron reconocer 

diferentes productos de transcripción. 

En 1967 Osear L. Miller y otros investigadores estudiaron genes activos al microscopio electrónico, 

aprovechando la notable amplificación del RNA ribosomal presente en los nucleolos de ovocitos en 

crecimiento, que presentan cromosomas extendidos muy grandes y sintetizan RNA mensajero 

activamente. En ese material lograron observar detalles estructurales del DNA durante la transcripción 

a RNA, mediante el aislamiento de núcleos, la dispersión de su contenido en agua destilada y la 

separación de los nucleolos extracromosomales de la capa que los envuelve para procesar el centro 

fibroso en solución de formalina y posteriormente centrifugar los residuos sobre rejillas carboneadas. 

9 



Las muestras sometidas a tratamiento enzimático y contrastadas con reactivos específicos permitieron 

identificar en las imágenes una larga fibra a"<ial única de DNA y proteína a partir de la cual se originan 

los componentes fibrilares laterales de RNA y proteína. Las pruebas de auton:adiografia con 

precursores marcados, permitieron determinar la existencia de unidades matriz de DNA que sintetizan 

RNA activamente, mientras que algunos segmentos se comportan como espaciadores, que 

aparentemente no se transcriben. Las fibrillas de RNA que se están sintetizando se acoplan con 

proteínas citoplásmicas sintetizadas previamente, las cuales migran al núcleo. En algunas fibras fué 

posible determinar la localización de Ri'l'A polimerasa, la enzima que cataliza la reacción en cada sitio 

de transcripción. También en células HeLa se observó que los genes Ri'l'A ribosomales son expresados 

como conjuntos de fibrillas que crecen gradualmente a partir de la fibra matriz (Miller,1973). 

En diferentes tipos celulares estudiados mediante técnicas auterradiográficas, se observaron estructuras 

en forma de fibras y gránulos de carácter ribonucleoproteico distribuidas en el espacio nuclear, en la 

periferia de la cromatina compacta, las pericromatinianas o dispersas en el espacio que ocupa la 

cromatina la"<a, las intercromatinianas (Fakan y Puvion,1976). El comportamiento de las estructuras 

intercromatinianas y pericromatininas, es afectado por factores que inhiben o estimulan la actividad 

transcripcional de la cromatina (Wang y Kostraba, 1978). 

Los cromosomas politénicos de las glándulas saiivales de los dípteros, que permanecen alineados 

durante interfase mostrando un marcado patrón de bandeo por efecto de la posición de regiones 

intercaladas de heterocromatina y de eucromatina (Edstrom, 197 4) fueron de gran utilidad en la 

determinación estructural de la expresión de genes partjculares. En Chironomus tentans, la actividad de 

tres bandas conocidas como anillos de Balbiani, fué determinada por la visualización de sus productos 

en el sitio de síntesis, dispersos en el nucleoplasma y atravezando los poros nucleares hacia el 

citoplasma (Vázquez-Nin y Bernhard,1971; Daneholt,1992). 

La proporción específica de DNA y de histonas en los núcleos de las células somáticas es constante y 

en las células sexuales se encuentra reducida a la mitad (Gurdon,1974; Villee y col.,1977). Las 

moléculas de DNA son muy estables, solamente se resintetizan antes de que la célula se vaya a dividir y 

la formación de productos específicos requiere del flujo de moléculas de información que permitan a la 

célula responder a estímulos intra y extracelulares mediante la contínua síntesis y degradación de 

factores de transferencia de información (Villee y col., 1977). 
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El grado de compactación de la cromatina muestra un patrón de distribución en la mayoría de células, 

el cual se define gradualmente, durante la serie de transformaciones que sufren las células nerviosas 

(Vázquez-Nin y col.,1983) y musculares (Zavala y col.,1992) del embrión de ave, .. en proceso de 

diferenciación y que coinciden con modificaciones de las fracciones de RNPs nucleares. 

Reconocimiento de las ribonucleoproteínas (R¡Ws). El aislamiento del núcleo celular logrado en 

1871 por Miescher, la determinación citoquímica del altas proporciones de RNA intranuclear en células 

que sintetizan proteína activamente lograda por Brachet (1942) y la caracterización de complejos de 

RNA y proteína libres de DNA publicada en 1946 por Mirsky y Pollister, son hallazgos de gran 

trascendencia en el campo de la biología celular, en particular para el conocimiento de la significancia 

funcional del R..t'l"A (citados por DuPraw,1971). 

El desarrollo de técnicas de rutina de citología ultraestructural, basadas en doble ftjación de muestras 

con aldehídos y osmio, inclusión en plásticos hídrofóbicos y contraste de cortes ultrafinos con sales de 

uranilo y plomo en solución, revelaron la estructura de la cromatina y del cuerpo nucleolar dentro del 

núcleo y de las características de ribosomas y otros organelos citoplásmicos (Watson,1958a.b). 

Karasaki en 1959 publicó la descripción ultraestructural del núcleo interfásico de embriones en proceso 

de desarrollo, a partir de muestras fijadas con tetraóxido de osmio en las que observó la organización 

del componente cromatínico en cúmulos dispersos de textura fina, formados por fibras de 3 a 10 nm 

entre los cuales reconoció un componente granular, no cromatínico, mayor de 20 nm y otro de 

alrededor de 30 - 50 nm (citado por Karasaki, 1965). 

Posteriormente Karasaki (1965) analizó los sitios de incorporación de uridina tritiada y el destino del 

RNA sintetizado y logró determinar los sitios de síntesis temprana en la región periférica de la 

cromatina compacta y en el nucleolo y de síntesis tardía en la región intercromatiniana, mediante el 

marcado de células en etapas tempranas de la embriogénesis de un anfibio del género Triturus. 

B.emhard en 1969 presentó la publicación de un método de contraste para cortes ultrafinos, que 

permitía reconocer preferencialmente estructuras nucleares que contienen RNA y que fué diseñada con 

el objeto de profundizar la exploración bioquímica del núcleo celular sin extracción de sustancias 

orgánicas. Muestras de varios tejidos de diferentes organismos y tipos celulares, fueron fijadas en 

glutaraldehído al 2.5% disuelto en amortiguador de fosfatos a pH 7.3 y se deshidrataron en alcohol o en 

glicolmetacrilato, incluidas en resina epóxica o GMA y polimerizadas a 60ºC o luz ultravioleta 

respectivamente. 
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En cortes ultrafinos, se realizaron diferentes pruebas para evaluar el efecto del ácido etilendíamino 

tetraacético (EDTA) en solución acuosa a pH 7, como tratamiento entre el primer contraste con una 

solución de sales de uranilo y el contraste de reforzamiento final con'solución de c~trato de plomo. 

Paralelamente se realizaron pruebas con agua acidulada (pH 3) y alcalina (pH 9-11), con diferentes 

soluciones amortiguadoras (borato, citrato, fosfato y cacodilato en solución a pH variable) y con 

alcohol absoluto, acetona, ácido acético y ácido cítrico (Bemhard, 1969). 

Las imágenes obtenidas con la aplicación de EDTA en solución 0.2 M, revelaron claramente la 

estructura del nucleolo y la distribución de diferentes partículas de contraste marcado, de pequeñas 

dimensiones, ampliamente distribuidas en el espacio intercromatiniano y en la periferia de cúmulos de 

cromatina compacta (esquema 2). En los cortes de las células de glándulas salivales de Chironomus 

thummi, el contraste de los cromosomas gigantes es muy bajo o se pierde en las amplias bandas de 

cromatina, sin embargo se mantiene en los gránulos asociados, en otros gránulos y fibrillas dispersos en 

el espacio nuclear y en los ribosomas citoplásmicos. En las muestras de cultivos celulares infectadas 

con reovirus tipo III que contienen RNA viral de doble hebra, los nucleoides y las RNP nucleares son 

notables por su densidad en un fondo de cromatina poco contrastado, mientras que en células infectadas 

con adenovirus, los viriones se reconocen por su bajo contraste en comparación con las RNP nucleares 

y con los riboso~as citoplásmicos. 

La reacción del EDT A, es resultado de su efecto quelante que remueve progresivamente los iones de 

uranilo de la cromatina y de estructuras puramente proteicas, afectando también a las estructuras 

ribonucleoproteicas en pruebas con tratamientos largos, aunque estas últimas después de los 

tratamientos cortos habituales presentan un contraste más marcado (De Robertis y De Robertis, 1983). 

El nucleolo. Es un prominente organelo inicialmente descrito en 1781 por Fontana (citado por Risueño 

y Medina, 1986) que representa el sitio de transcripción, procesamiento y ensamblaje de los precursores 

ribosomales (Scheer y Benavente, 1990). Es una estructura polimórfica, con notables variaciones en 

tamaño y distribución de sus componentes aún en células de un mismo tipo, que cíclicamente son 

desensamblados durante la profase y reensamblados en telofase. Desde las observaciones de Heitz 

(1931) se consideró que su número es constante y característico de cada especie. A partir de su relación 

con la constricción secundaria que presentan algunos cromosomas, McClintock (1934) sugirió la 

existencia de una región organizadora del nucleolo o NOR (citado por Risueño y Medina, 1986) y la 
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Esquema 2. Estructura del núcleo en interfase de célula diferenciada contrastada con la técnica del 

EDTA, preferencial para ribonúcleoproteínas. Las regiones sombreadas corresponden a masas de 

cromatina compacta (c). En el espacio intercromatiniano (fondo blanco) sobresalen diferentes 

estructuras ribonucleoproteicas, el nucleolo (n), las fibrillas pericromatinianas (tpc), los gránulos 

pericromatinianos (gpc), los gránulos intercromatinianos (gic) y los cuerpos espiralados (ce). Elaborado 

de acuerdo con Monneron y Bemhard (1969). En las figuras contrastadas con la técnica de Bemhard 

(1969), el componente cromatiniano se decolora y resaltan las estructuras RNPs. 
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formación de numerosos cuerpos nucleolares pequeños, durante la reconstrucción telofásica (citado por 

Vázquez-Nin y col,1986). Anastasova-Kristeva en 1977 observó la asociación de cueq>os nucleolares 

durante el período Gl, la disminución del número y el aumento del tamaño de los nucleolos (citado por 

Vázquez-Nin y col.,1986). La estrangulación secundaria puede presentarse en uno o varios de los 

cromosomas contenidos en una célula y no es basófila, por lo cual se reconoce el sitio en que se 

concentra la sustancia nucleolar y también se conoce como segmento SAT sine acido timon11c/eico 

incluido en el acido timon11cleico, como anteriormente se conocía al DNA (Leonhardt, 1975). 

Se ha sugerido que las unidades de transcripción observadas por Miller en 1966, que muestran la 

localización del RNA y del DNA en unidades matrices y espaciadoras y del Ri'\l'A en un gradiente 

longitudinal de fibrillas RNP laterales en cada gene que se traJJscribe, son elementos conservados en un 

amplio rango de eucariontes inferiores y superiores, incluyendo plantas y animales (Hadjiolov,1985). 

Su composición es similar a la del Ri'\l'A ribosómico, con alto contenido de fosfoproteínas (Alberts y 

col.,1994; De Robertis y De Robertis,1983; Hadjiolov,1985). 

En los nucleolos compactos, reticulados, o en las variantes de estos dos tipos descritos con ayuda del 

microscopio electrónico, se presentan tres elementos íntimamente relacionados: el componente fibrilar. 

denso (CFD) formado por fibrillas de 3-4 nm de diámetro, el componente granular (CG) formado por 

gránulos de 15 nm de diámetro y los centros fibrilares (CF) que son regiones circulares delimitadas 

periféricamente por gránulos de 15-20 nm y fibrillas de 5-10 nm en la región central (Hadjiolov,1985). 

Los componentes del CFD y del CG son sensibles a la digestión por ribonucleasa (De Robertis y De 

Robertis,1983). Se considera que en la región del CF se localiza el DNA no transcrito de la región del 

NOR de los cromosomas mitóticos, que el CFD que usualmente rodea a los CF representa transcritos 

de genes de RNAr y es el sitio en que se transcribe el componente RNP pre-ribosomal y el CG contiene 

partículas pre-ribosomales en proceso de maduración (Hadjiolov, 1985; Medina 1989). 

Este organelo es desensamblado cíclicamente durante la profase y el reensamblaje en las células hijas 

sucede alrededor de los NORs, sitios cromosomales que contienen regiones repetidas de DNAr a partir 

del cual se forman los factores de transcripción y procesamiento para la producción de RNAr maduro y 

los componentes adicionales de proteína y RNA para ensamblaje del ribosoma (Alberts y col., 1994). 

La determinación de la composición del nucleolo, muy similar a la del RNA ribosómico, con alto 

contenido de fosfoproteínas y otros logros han sido alcanzados mediante la experimentación con 
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diferentes sistemas celulares, análisis por autorradiografia ultraestructural y el uso de pruebas 

inmunocitoquímicas (Alberts y col., 1994). En 1982 Busch y colaboradores caracterizaron en el 

nucleolo de células de hepatoma de Novikoff y de células PTK2, dos proteínas np histónicas de 

comportamiento particular durante el ciclo celular, una de 110 KDa que durante la profase permanece 

asociada a elementos del nucleolo (proteína C23) mientras que otra de 37 KDa se dispersa en el 

nucleoplasma (proteína B23). En metafase C23 solamente se localiza en los NOR y la B23 se asocia 

con los cromosomas en forma inespecífica. Durante la telofase, C23 aparece en los cuerpos 

prenucleolares y posteriormente en el nucleolo y la B23 aparece en las etapas tardías o hasta Gl 

(citados por Risueño y Medina, 1986), esta última colocaliza con fibrilarina en la región fibrilar densa 

(Ochs y col.,1985). La actividad de la nucleolina, principal proteína del nucleolo de células de 

mamífero en proliferación, depende de la actividad de la proteín-quinasa y colocalizan en el CFD del 

nucleolo de las células CHO (Medina,1989). Además se ha propuesto la existencia de DNA 

topoisomerasa 1 y factores de unión (UBF) en los CFs y en el CFD (Olmedilla y col., 1993). 

El contenido del nucleolo, caracterizado detalladamente, incluye además de series repetidas de genes de . 

RNAr, numerosas proteínas ribosomales, proteínas nucleolares, diversas · .. RNPs, RNA polimerasa 1, 

DNA topoisomerasas, factores de transcripción, enzimas RNA SS y RNAs de pequeño tamaño ricos en 

uridina (Raska y Dundr,1993). Los precursores de RNAr y RNA 18 y 25S fueron .detectados en 

diferentes componentes nucleolares, mediante hibridación in situ y técnicas citoquímicas, y uno de los 

hallazgos más notables del análisis autorradiográfico de muestras expuestas por cortos períodos, se 

relaciona con la presencia de RNA recién sintetizado en la periferia de los CFs que sugiere que la 

transcripción se inicia en ese punto (Olmedilla y col., 1993 ). 

El comportamiento del nucleolo durante el proceso de desarrollo fué analizado por Karasaki (1965), 

quién estudió sobre el sitio de síntesis de RNA nuclear durante la embriogénesis de anfibios en 

nucleolos de las células del ectodermo y del mesodermo presuntivo de Xenopus. Las células de gástrula 

en fase temprana de formación presentan cuerpos nucleolares primarios menores de 1.5 µm, que se 

originan como pequeños aglomerados fibrosos y densos, de material muy similar al observado en Ja 

región central en nucleolos de células diferenciadas. Conforme el nucleolo aumenta de tamaño se 

reorganiza la arquitectura de sus componentes granulares y fibrilares, en un proceso gradual. 

Posteriormente presentan, dos o tres cuerpos nucleolares de aproximadamente 3 µm de diámetro, de 

forma y compactación variable, compuestos por fibrillas menores de 10 nm, empaquetadas 
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apretadamente en la región central y gránulos de 15 nm en la periferia. También observó nucleolos de 

estructura nucleolonemal. El incremento en tamaño del nucleolo y las modificaciones notables en la 

arquitectura de los componentes fibrilar y granular inicialmente segregados .. Y distribuidos 

irregularmente, se observaron también en ectodermo y en células diferenciadas de músculo. 

La gradual transformación del nucleolo al igual que las variaciones en la densidad de otras RNP, 

coinciden con el inicio de la síntesis del Ri~A ribosomal, con la elevación del nivel se síntesis de RNA 

total y con la aparición e incremento de diferentes enzimas (Karasaki, 1965). 

Fakan y Odartchenko (1980) en el análisis sobre la organización ultraestructual del núcleo celular de 

los mamíferos, observaron cambios progresivos en el cuerpo nucleolar a partir del período de 

preimplantación, que ocurre en las primeras 40 horas de la embriogénesis del ratón. A las 64 horas, los 

embriones formados por 2 células, presentan nucleolos redonqos, compactos, agranulares, rodeados de 

cromatina o nucleolos pequeños formados por.material granular y fibrilar segregados. En la etapa de 4 

blastomeras, las células presentan cuerpos de estructura nucleolonemal definida, formados por una red 

fibrogranular compacta, mientras que los blastocistos presentan nucleolos .grandes completamente 

reticulares (Fakan y Odartchenko, 1980). 

En embriones de aves, Vázquez-Nin y colaboradores (1983) registraron importantes .cambios en el 

comportamiento. El vohunen nucleolar.de células matrices de embriones de .2·días de incubación fué de 

6 µm3
• Posteriormente se registró disminución en el volumen hasta un valor mínimo de 2.5 µm3 en 

embriones de 9 días de edad, seguida por un incremento gradual conforme avanza el desarrollo, hasta 

que alcanza un segundo pico alrededor de 11 ~lm3 en motoneuronas de recién nacidos. Estos picos de 

volumen nucleolar coinciden con etapas del desarrollo en que la célula requiere una gran síntesis 

proteica y por lo tanto muchos ribosomas; Esto se debe a la necesidad de duplicar el peso celular entre 

una mitosis y otra y al enorme agrandamiento del axón. 

Por otra parte, las células de la capa ependimal de 2 días, presentan numerosos cuerpos esféricos 

pequeños y otros elípticos muy grandes de estructura nucleolonemal compacta formados de fibrillas y 

gránulos, sin centros fibrilares. En los embriones de 4 días, se observó que el volumen de los nucleolos 

de células de la capa ependimal e intermedia se reduce mientras que los neuroblastos del cuerno 

anterior presentan varios nucleolos. La estructura nucleolonemal laxa se hace evidente en neuronas 

inmaduras y de etapas posteriores (Vázquez-Nin y col., 1983). 
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Así como en las células animales la estructura del nucleolo es compacta en las etapas iniciales del 

desarrollo y gradualmente adquiere estructura reticular, también en células vegetales se han reportado 

alteraciones en tamaño y compactación durante la diferenciación (Risueao y Medina, 19~6). 

Las células de un mismo tipo, pueden tener igual o diferente número de nucleolos, pero el tamaño de 

los mismos representa un parámetro morfológico de evaluación de la actividad transcripcional. Entre 

las que tienen el mismo número de nucleolos, se pueden presentar diferencias en la actividad 

transcripcional del RNA pre-ribosomal en función del volumen nucleolar total, como se observó 

mediante la incorporación de uridina tritiada, que resultó muy elevada en nucleolos grandes, de varios 

tipos celulares de embriones y organismos adultos (Vázquez-Nin y col.,1986). Anteriormente se había 

reportado que las variaciones en volumen nucleolar de las células que responden cíclicamente a un 

estímulo hormonal, coinciden con variaciones en la densidad :de otras estructuras RNPs (Echeverria y 

col, 1980). 

Ribonucleoproteínas extranucleolares. Swift en 1959 sedaló la presencia de estructuras de alrededor 

de 20 nm en el núcleo celular, antes de la publicación de la técnica preferencial (citado por Swift,1963). 

Con la técnica de doble contraste Granboulan y Bernhard, en 1961 y Ris en 1962, describieron 

numerosas fibrillas y gránulos dispersos en el nucleoplasma (citados por Monneron y Bemhard,1969). 

En los bordes de la cromatina compacta se localizaron gránulos sobresalientes por su tamaño y la 

presencia de un halo claro de alrededor de 25 nm (\Vatson, l 962a). 

La descripción de las partículas observadas en condiciones normales en muestras de diversos tejidos 

procesados por el método del EDT A y la comparación de su distribución en muestras de células y 

tejidos sometidos a extracción química y digestión enzimática, probaron la existencia de 4 categorías de 

RNPs, los gránulos pericromatinianos, las fibrillas pericromatinianas, los gránulos intercromatinianos y 

los cuerpos espiralados (Monneron y Bernhard, 1969), que representan un elevado porcentaje del 

contenido de RNA total del núcleo normal (Risueao y Medina,1986) 

Gránulos Pericromatinianos (GPC). Son partículas esféricas o ligeramente elipsoidales. Fueron 

observados por Watson (l 962a) y descritos con la técnica preferencial para RNPs en diferentes tipos de 

células. Sus dimensiones varían alrededor de 40 - 45 nm. Son estrucutras sensibles a digestiones 

sucesivas de pronasa-RNAasa y resistentes al efecto de pronasa - DNAasa o pronasa exclusivamente, 
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según se observó en material fijado en aldehídos e incluido en resinas acrílicas hidrosolubles 

(Monneron y Bernhard, 1969). Los GPCs guardan notable similitud con los gránulos de los anillos de 

Balbiani, que son partículas de SO - 65 nm, observadas en los núcleos i:le las células ~e las glándulas 

salivales de dípteros. 

Los GPCs, comúnmente localizados en la proximidad de cúmulos de cromatina periférica y 

perinucleolar, se observan mediante la técnica del EDTA como un centro de alta densidad definido por 

un halo claro de baja densidad a los electrones (Bouteille y col., 1974), no son afines a la técnica del 

PTA de contraste de cromatina (Vázquez-Nin y col.,1973) y se consideran un componente universal, 

que conserva su estructura característica en los núcleos de los diferentes grupos de eucariontes (Daskal 

y col., 1980; Jiménez-García y col., 1989). 

En 1980 Daskal en colaboración con Komaromy y Busch lograron el aislamiento de partículas de 30 a 

40 nm de diámetro, con un coeficiente de sedimentación aproximado de 40 S en gradiente de sacarosa y 

evidenciados con la técnica de Bernhard (1969), iguales a los GPCs observados in sit11. Utilizaron 

núcleos de hepatocítos de ratas tratadas con cicloheximida, uno de los diversos agentes que produce 

incremento de estas estructuras. Una fracción de coeficiente de sedimentación 40 S se definió mejor en 

los residuos nucleares tratados con DNAsa II, aunque la solubilización de e~a fracción con NaCI 0.6 M 

produce un desplazamiento a la banda 10-llS. Según los autores, las características ultraestructurales 

de los GPCs no fueron alteradas y el proceso de aislamiento posibilitó estudiarlos en número 

considerable, independientemente del componente cromatinico, como resultado del tratamiento con 

DNAsa II y mediante el empleo del EDT A. Es importante señalar que la digestión enzimática produce 

alteraciones en el diámetro de las estructuras, encontrando GPCs de 18 - 20 nm en los residuos 

nucleares y algunas partículas aisladas presentan un desenrollamiento parcial y la apariencia de una 

esfera hueca. Por medio del análisis del RNA de los GPCs en gel de poliacrilamida, se determinó la 

presencia de dos fracciones de bajo peso molecular, una fracción 4.7 S que predomina sobre otra 

fracción 5.8 S (Daskal y col,1980). 

El nivel de GPCs fluctúa como resultado del uso de drogas, agentes fisicos y hormonas que afectan la 

transcripción y la traducción; el incremento de partículas fué reportado en células de hígado de ratas 

expuestas a lasiocarpina, aflatoxina (Monneron y Bernhard, 1969), a-amanitina (Petrov y Sekeris, 

1971), cicloheximida (Daskal y col.,1975), cortisol (Moyne y col.,1977), mitomicina (Daskal y 
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col.,1980). También son afectados por la temperatura supranormal y por hipotermia (Daskal y 

col.,1980). 

Experimentos de supresión y administración de estradiol in vivo (Vázqüez-Nin y col.,_1978) o in vitro 

(Vázquez-Nin y col.,1979), demostraron que los GPCs constituyen un almacén de RNA heterogéneo 

(premensajero) o RNA mensajero en equilibrio entre la síntesis (transcripción) y su salida al 

citoplasma. Estos experimentos permitieron también poner en evidencia que el estradiol aumenta la 

velocidad de salida de los RNAm con una cinética más rápida que con la que se produce el incremento 

de la transcripción, efectos similares a los producidos por la hormona en condiciones normales durante 

el ciclo estral (Echeverría y col.,1980) y posteriormente se encontró que la testosterona ejerce acciones 

similares sobre los núcleos de las células epiteliales de la próstata ventral (Echeverría y col., 1991). 

Notables alteraciones en la frecuencia de GPCs se han reportado en varios tipos celulares durante la 

embriogénesis de diferentes especies. En embriones de ratón formados por dos células, se observaron 

abundantes GPCs en la periferia nucleolar, que disminuyen gradualmente conforme el desarrollo 

avanza. A partir de la etapa de 4 células su densidad es comparable a Ja observada en células 

diferenciadas. En ese material, se presentan gránulos EDTA positivos distribuidos en el nucleoplasma y 

cerca del nucleolo, redondos y alargados, de diámetro entre 30 y SO nrn, diferentes de los GPCs. Estos 

gránulos son numerosos en embriones de 2 - 8 células, escasos en mórula y no se detectaron en la etapa 

de blastocisto (Fakan y Odartchenko, 1980). 

En el estudio sobre el comportamiento de los núcleos de células nerviosas de embriones de ave en 

diferentes etapas del desarrollo, Vázquez-Nin y sus colaboradores (1980) observaron variaciones de los 

GPCs durante la diferenciación subsecuente de células matriz en neuroblastos y neuronas de la región 

cervical de la cuerda espinal, aplicando la técnica del EDT A en cortes ultrafinos. La frecuencia de 

GPCs es muy baja en células matrices localizadas en la capa ependimaria e intermedia, sin embargo la 

proporción es ligeramente más elevada en neuroblastos de la capa periférica, de embriones entre 2 y 4 

días de incubación. Durante la transformación de neuroblastos a neuronas maduras, entre el día 4 de 

incubación y el día 9, los gránulos muestran un marcado incremento que se mantiene hasta el momento 

de la eclosión. La modificación coincide con la etapa del crecimiento axonal y con "el establecimiento 

de conexiones centrales y periférícas de la motoneurona. Los GPCs observados, se encuentran 

dispersos o formando grupos y muestran además variaciones en el tamaño y en su proximidad con el 
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nucleolo, por lo que se podría considerar la posibilidad de un origen a partir de segmentos específicos 

de cromatina transcripcionalmente activa (Vázquez-Nin y col., 1980). 

En cortes contrastados por el método de Bernhard (1969), se estudiaron los núc.leos de células 

musculares de embriones de ave en diferentes etapas y se registraron variaciones de los GPCs que 

coinciden con eventos particulares de la miogénesis. La densidad numérica de los GPCs es baja en las 

células mononucleares y en las que forman miotubos y no se observaron cambios importantes en los 

núcleos durante la diferenciación de los mioblastos y de las miofibrillas. La innervación del músculo y 

el establecimiento de contactos sinápticos entre neuronas motoras y células musculares, coincide con 

un marcado incremento de los GPCs, comportamiento que involucra a la sinapsis con mecanismos de 

control sobre la expresión de algunos genes (Zavala y col., 1992). 

Los GPCs de las células de vertebrados y los gránulos de .·Balbiani observados en los núcleos de 

dípteros (Drosophila, Chironomus,etc), los cuales se originan en los puffs, en los anillos de Balbiani o 

en las bandas de cromatina extendida y migran por el nucleoplasma hacia la envoltura nuclear 

(Vázquez-Nin y Bernhard,1971), alteran su comportamiento en respuesta al efecto de sustancias que 

inhiben o estimulan la transcripción, lo cual denota una función de almacenamiento y/o transporte 

intranuclear de los complejos de RNA - proteína (Monneron y Bernhard,1969; ·Vázquez-Nin y 

Bernhard,1971; Bouteille y col.,1974). El efecto de la elevada concentración de sales en la 

ultraestructura de los GPCs (Daskal y col, 1980) sirvió de apoyo a la hipótesis sobre su naturaleza 

filamentosa propuesta por Vázquez-Nin y Bernhard (1971 ). 

La inmunolocalización de las proteínas que se unen a los RNAs de bajo peso molecular, ricos en 

uridina relacionados con el procesamiento del RNAm (U1 ,U2 ,U3 ,U4 ,U5 y U6 ) ha permitido situar con 

precisión el lugar donde se lleva a cabo la remoción de intrones durante el "splicíng", cuando se 

emplean núcleos con cromosomas politénicos como objeto de estudio. Los núcleos citados tienen la 

característica de que los lugares activos en la síntesis de RNA son facílmente reconocibles y están 

separados de la envoltura nuclear por un amplio espacio nucleoplasmático libre de DNA. Empleando 

ese procedimiento y ese material, Vázquez-Nín y colaboradores (1990), lograron demostrar que el 

"splicing" se produce fundamentalmente en los lugares de transcripción sobre la fibra que 

posteriormente se pliega para formar el gránulo de Balbiani, equivalente del GPC. De esto se deduce 

que los gránulos de Balbiani y los GPCs, contienen RNA mensajero sin intrones, es decir maduro y que 

su significación citofisiológica es la de un almacén intranuclear de mensajeros. 
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Fibrillas Pericromatinianas (FPC). Descritas por Monneron y Bemhard (1969) como estructuras 

ribonucleoproteicas de 3 a 5 nm de grosor y hasta 120 nm de largo, son ·consideradas cpmo un sustrato 

morfológico donde se localiza el Ri~A heterogéneo nuclear (RNAhn) recién sintetizado (Fakan y 

Puvion,1976; Moyne y Puvion,1976). Mediante el análisis autorradiográfico ultraestructural, Karasak.i 

(1965) determinó en muestras en Xenopus, la existencia de numerosas partículas fibrilares de RNA 

ampliamente distribuidas en el espacio intercromatiniano y reconoció la existencia de este componente 

asociado a las fibras de cromatina, en células de ectodermo y mesodermo presuntivo, analizadas a partir 

del estado de gástrula. Con la técnica de Bemhard (1969) fueron evidenciadas numerosas fibrillas de 

grosor variable, enrolladas irregularmente en el nucleoplasma en continuidad con otras estructuras 

RNPs granulares, suceptibles a la digestión enzimática por.· efecto de RNAasa aún en ausencia de 

proteasa, con lo cual se determinó su contenido de RNA (Bemhard, 1969; Monneron y Bernhard,1969). 

Fak:an y Odartchenko (1980) observaron que en los núcleos de embriones de ratón, en las etapas 

tempranas, las FPCs son escasas, se encuentran dispersas o rodeando pequeños cúmulos de cromatina, 

sin embargo, en mórulas y en blastocistos su frecuencia es notablemente elevada. 

A partir de la observación y descripción de esta fracción del componente RNP nuclear, poco evidente . 

por el método de contraste de rutina, se consideró su participación como un elemento morf6lógico 

clave en la investigación sobre la transcripción en general, por la estrecha relación que establece con la 

cromatina (Monneron y Bemhard,1969). 

La posibilidad de que las FPCs representan la expresión morfológica de la transcripción (Monneron y 

Bernhard, 1969) se apoya en las alteraciones observadas por diferentes investigadores, como el 

incremento en frecuencia por efecto de factores que estimulan la transcripción, como el producido por 

cortisol en hepatocítos de rata (Petrov y Bernhard, 1971) o disminución por un efecto inhibidor, como 

resulta de la aplicación de a-amanitina que afecta la síntesis de RNA extranucleolar (Petrov y· 

Sekeris,1971) y de diferentes sustancias que actúan específicamente sobre el RNAhn recién sintetizado 

(Bachellerie y col.,1975; Fak:an y Puvion,1976). La naturaleza RNP de las fibrillas fué sugerida por 

técnicas citoquímicas y autorradiográficas (Fakan y Bernhard,1973) y la presencia de RNAhn recién 

sintetizado se determinó por técnicas ultraestructurales, en· correlación con estudios bioquímicos 

(Bachellerie y col., 1975). Los estudios sobre incorporación temprana de uridina tritiada indican que el 
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marcado localizado en las fibrillas corresponde a los sitios de síntesis de RNA pre-m o RNAhn (Nash y 

col.,1975;Moyne y Puvion,1976; Falcan y Puvion,1976; Puviony Moyne, 1981). 

Falcan y Puvion ( 1976) demostraron que las fibrillas se forman en zonas periféricas de la cromatina 

compacta y al menos parte de ellas constituyen fibrillas intercromatinianas (FICs) que migran al 

espacio intranuclear (Puvion y Moyne,1981), para continuar el procesamiento y la maduración del 

RNA (Falcan y Puvion, 1976). 

Los primeros productos de transcripción visualizados como fibrillas pericromatinianas en cortes de 

núcleos de células somáticas, son equivalentes a las cadenas nacientes de RNA acopladas con proteína 

observadas al ME por Miller en 1966 en muestras del contenido nuclear de ovocitos, obtenidas por 

dispersión (citado por Hancock y Boulikas,1982). La caracterización inmunocitoquímica de los 

componentes RNPs de las estructuras nucleoplásmicas reveló· que las fibrillas, independientemente de 

su localización en las regiones intercromatinianas y pericromatinianas, contienen RNPpn y antígenos 

de_ RNPhn (Fakan y col., 1984) y productos de "·splicing" diferentes a las RNPpn (Spector y 

col.,1991). 

Gránulos Iritercromatinianos (GIC). Los estudios citoquímicos realizados por Swift: en · 1959,--_· • 

facilitaron la descripción dentro del núcleo interfásico, de numerosas partículas de 20-30 nm de 

diámetro, individuales o agrupadas en cúmulos, que están formadas por un tipo particular de RNA 

resistente a la RNAasa y a la extracción con ácido periódico (Swift, 1963). La distribución de_ los GICs 

en la región intercromatiniana en asociación con fibrillas delgadas fué descrita mediante la técnica de 

Bemhard (1969) en diferentes tipos de células (Monneron y Bernhard,1969), en organismos de 

diferentes grupos de la escala zoológica (Jiménez-García y col.,1989). 

Por su sensibilidad al tratamiento de pronasa seguido de RNAasa y la marcada resistencia al efecto de 

estas enzimas por separado, se considera que el RNA de los GICs se encuentra bien protegido por un 

componente proteico (Monneron y Bernhard, 1969). 

La presencia de un alto nivel de proteínas fosforiladas en los GICs fué sugerida por Browne y Locke en 

1978 y confirmada por Wassef en 1979 (citados por K.rzyzowska-Gruca y col.,1985). La técnica de 

bismuto, diseñada para la localización de RNPs por Browne y Locke en 1978, produce contraste 

acentuado en los GlC, en los GPC y en el componente fibrilar del nucleolo (citados por Krzyzowska

Gruca y col., 1985). 

22 



El doble contraste con uranilo y plomo en solución refuerza el obtenido con la solución de bismuto, lo 

que permitió delimitar las áreas de cromatina o de cromosomas de células en división, sin enmascarar 

las RNPs y posibilitando el estudio del comportamiento de los GICs durante la mitosis de hepatocitos 

de rata. En profase los GICs forman grandes cúmulos electron-densos distribuidos entre los 

cromosomas en proceso de compactación, en células metafásicas forman conglomerados de GICs cerca 

de los cromosomas y en la periferia del citoplasma. En telofase se observaron algunos gránulos 

individuales considerados como GICs dentro de los núcleos y otros en el citoplasma. El 

comportamiento de los GICs durante la mitosis y en telofase fué analizado en células tratadas con 9-

aminoacridina, que produce la acumulación de los gránulos y permite diferenciarlos de los ribosomas 

en interfase. En estas condiciones, los GICs mantienen el patrón ultraestructural descrito en núcleos 

interfásicos en condiciones normales (Krzyzowska-Gruca ·y col.,1985). Su participación en el 

procesamiento y en el transporte de RNAhn (Prestayko y col., 1970) ha sido evaluada mediante métodos 

inmunocitoquímicos dirigidos a determinar el contenido de RNA mensajero inmaduro (pre-m o 

RNAhn) y de RNAs intranucleares de pequeño tamaño, ricos en residuos de uridina (URNApn) .. 

Algunas evidencias indican la importancia de su papel estructural en la arquitectura nuclear (Fakan y 

col., 1984), como las variaciones en su abundancia por efecto de infecciónes virales (Wassef, 1979) y de 

agentes físico-químicos que actúan en diferentes etapas del 'metabolísmo ·del RNA (Puvion y 

Moyne,1981). Su respuesta citofisiológica al efecto de tóxicos que inhiben la síntesis del RNAhn y del 

RNAr, en combinación con experimentos de pulso y caza, sugieren que las estructuras portadoras de 

RNA bien protegido se sintetizan muy al principio del ciclo celular (Puvion, 1982; Jiménez

García, 1985). 

Los GICs solamente incorporan uridina tritiada en la periferia de los cúmulos (Fakan y Bemhard,1973), 

lo que indica la ausencia de transcripción y de migración de partículas RNP recién sintetizadas en el 

interior de los mismos (Echeverría y col., 1992). 

El contraste preferencial de RNPs y cromatina por separado, en cortes seriados de muestras de hígado 

montados en forma alterna, reveló la disposición de la cromatina en diferentes grados de compactación 

y su relación con diferentes estructuras RNPs, facilitando el reconocimiento de filamentos de cromatina 

extendida entre los GICs organizados en cúmulos bien definidos, confirmando que no toda la cromatina 

extenélida es transcripcionalmente activa, como se había observado anteriomente en algunas bandas de 

los cromosomas politénicos (Echeverría y col., 1992). 
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En embriones de ratón, cuando inicia la actividad transcripcional propia del sistema que incluye todas 

las clases de RNA, los GICs forman cúmulos en el espacio nuclear y otras estructuras RNPs 

individuales de pequeño tamaño ricas en uridina (URNPpn) se presentan dispersas en el nucleoplasma 

(Baran y col.,1993). Estas características se observaron en embriones obtenidos del oviducto entre 35 y 

42 h después de la inyección de gonadotropina, procesados para ME e incluidos en Lowicryl K4M. Los 

cortes fueron incubados con anticuerpo monoclonal de ratón anti-DNA que reacciona específicamente 

con moléculas de DNA cadena sencilla y doble, de acuerdo a la técnica de Scheer y colaboradores 

(1987). El componente fosfoproteico de los GICs fué localizado con el anticuerpo 3C5 y el 

reconocimiento del componente proteico de los URNPpn, se logró incubando las muestras con un suero 

humano autoinmune con especificidad anti-Sm, que reconoce·las fibrillas RNPs y GICs (Fakan y col., 

1984; Baran y col.,1993). 

Cuerpos Espiralados (CE). Caja! en 1903, identificó · cuepos accesorios nucleolares que teñían . 

fuertemente con plata (citado por _Carmo-Fonseca y col.,1993). Posteriormente se determinó la · 

presencia de agregados de fibras de 5 nm en paquetes de 50 nm aproximadamente, .enrollados : -··· 

concéntricamente en cuerpos esféricos o elípticos de 0.3 a 0.5 µm de diámetro, localizados en la 

periferia nucleolar y cuya estructura ribonucleoproteica fué sugerida en el trabajo de Monneron y 

Bernhard (1969). Los cuerpos nucleares fueron identificados en núcleos de células malignas o 

sobrestimuladas (Brasch y Ochs, 1992). 

Por medio de pruebas inmunocitoquímicas específicas con anti-Sm se determinó que los CE son 

compartimientos ocupados principalmente por RNPpn y una baja proporción de RNPhn (Fakan y 

col.,1984) y que contienen RNAsn metabólicamente distinto a los GICs y subunidades de 65 y 35 kD 

del factor U2AF que no interviene en "splicing" (Carmo-Fonseca y col., 1993). Son estructuras cinéticas 

que contienen particulamente una fosfoproteína, la coilina p80, identificada por anticuerpos 

autoinmunes de reacción específica. La fosforilación de esta proteína coincide con cambios 

estructurales cíclicos que se evidencian por patrones de compactación y dispersión de RNPpn 

detectadas con anti-coilína (Carmo-Fonseca y col.,1993). 

Se han observado modificaciones por efecto de la temperatura en células HeLa y en fibroblastos, como 

alteraciones en el tamaño de los CB y en la cantidad de las RNPpn que contienen, mientras que el uso 
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de inhibidores como la actinomicina-D o a-amanitina afecta su comportamiento de manera semejante a 

los GICs, posibles componentes de algunos CE (Carmo-Fonseca y col., 1993). 

Kedersha y Rome en 1986 lograron el aislamiento de un elemento RNP citoplásmico, más grande que 

los ribosomas y que contiene una especie única de RNA de pequeño tamaño (144 pb) diferente a la que 

contienen otras RNPs conocidas y más de 50 copias de un polipéptido de PM aproximado a 104,000 a 

las que llamaron Vaults. (citado por Kedersha y col., 1990). Los vaults aislados de hígado de diferentes 

especies de eucariontes, incluyendo anfibios (rana toro y rana africana), aves (pollo) y mamíferos (rata 

y vaca) y en el mixomiceto Dictyosle/ium discoideum, muestran similitudes en su composición 

polipéptídica que incluye un elemento mayor de aproximadamente 100 kiloDaltones y numerosos 

polipéptidos menores, que también se encontraron en fibroblastos y células mieloides y linfoides de 

mamíferos. Las proteínas de los vaults de todos los grupos señalados son reconocidas por el anticuerpo 

contra las proteínas específicas de los vaults de rata. De acuerdo con esas observaciones, los vaults 

representan ·estructuras citoplasmáticas conservadas, ampliamente distribuidas; Sus funciones 

posiblemente están relacionadas con el procesamiento del RNAm y el transporte del RNA. También se 

les ha relacionado con el metabolismo de las células eucariontes, por su asociación con proteínas 

semejantes a las del citoesqueleto. Los vaults no se presentan en el núcleo (Kedersha y col., 1990). 

Las estructuras RNPs nucleares descritas y las estructuras citoplásmicas que contienen RNA, 

particularmente los ribosomas y las partículas de reconocimiento de señales (PRS), desempeñan un 

papel crítico en el metabolismo, mediando importantes funciones celulares. Su compleja composición 

molecular involucra diferentes especies y copias de fracciones de RNA y polipéptidos. 

Matriz nuclear. Los elementos cromatínicos y RNPs descritos, están integrados a un complejo en el 

que se reconoce un entramado de estructura proteica reticular, formada por fibras de aproximadamente 

50 nm de grosor asociadas con DNA, RNA, carbohidratos y fosfolípidos, según se observó en núcleos 

tratados desprovistos de cromatina y nucleoplasma que conservan la lámina densa, las proteínas del 

complejo de poro y residuos del nucleolo (Berezney y col.,1977; Berezney, 1991). 
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Las interacciones señaladas se relacionan con funciones de replicación del DNA, de transcripción en 

RNA y de regulación de los procesos nucleares (Berezney y col.,1977 Berezney, 1991; Barrack y 

Coffey,1982; Cook,1991). 

La caracterización de la matriz nuclear aislada de núcleos morfológicamente intactos sometidos al 

tratamiento con nucleasas, extracción con sales y detergente, fué publicada en 1974 por Berezney y 

Coffey, que lograron la remoción de la mayor parte de la cromatina y proteínas, conservando 

estructuras residuales de naturaleza diversa, resistentes al tratamiento enzimático con DNAasa y a 

soluciones de alta concentración de sales; la extracción con soluciones salinas realizada en núcleos de 

hepatocitos de rata permitió reconocer inicialmente, un contenido aproximado de 30% de RNA, 10% de 

proteína, 1.5% de DNA y una fracción de fosfolípidos (citados por Berezney y Coffey, 1977; Barrack y 

Coffey,1982), sin embargo, mediante la digestión con altas concentraciones de DNAasa se logró la 

determinación de aproximadamente un 10% de proteína, 3% de RNA, menos del 1 % de DNA y 

fosfolípidos (Barrack y Coffey, 1982). 

Mediante LIS (3,5-Diyodo salicilato de litio), se obtuvieron secuencias específicas asociadas con la 

estructura residual que representan fracciones de la matriz nuclear ricas en DNA. Las proteínas no 

histonas de elevado peso molecular, las laminas de la envoltura nuclear, los elementos reconocibles del 

complejo de poro y una pequeña proporción de proteínas de bajo peso molecular, entre ellas histonas, 

son importantes elementos macromoleculares que junto con el componente residual del nucleolo y la 

matriz fibrogranular externa, forman parte de la matriz nuclear. Las imágenes obtenidas con la técnica 

de contraste del EDTA en cortes ultrafinos, guardan notable similitud con las de la estructura de la 

matriz nuclear aislada y la imagen in situ observada en células enteras y en cortes delgados sin resina 

en los que se reconoce una retícula tridimensional de filamentos anastomosados (Berezney, 1991 ). 

Las proteínas celulares son sintetizadas continuamente durante la interfase, sin embargo el nivel de 

determinadas proteínas se incrementa durante fases específicas del ciclo celular y muchas de ellas se 

acumulan mostrando un patrón particular de distribución en el nucleoplasma (Berezney, 1991 ). 

El estudio molecular detallado de las proteínas de la matriz nuclear, logrado mediante el análisis 

bidimensional realizado en 1988 por Fey y Penman, incluyó a más de 200 proteínas, las cuales se han 

caracterizado en dos grupos: proteínas comunes a diversos tipos celulares y proteínas dependientes del 

ciclo celular y del estado de diferenciación como señalan los trabajos publicados en 1988 por Fey y 

Penman y en 1990 por los grupos de Stuurman y de Dworetsky (citados por Berezney, 1991 ). 
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La participación de la matriz nuclear en Ja replicación de los cromosomas y en la formación del aparato 

mitótico fué evaluada mediante pruebas inmunológicas contra el antígeno de 125 kDa (pi 6.5) asociado 

con la matriz y detectado en células en proliferación. El patrón de fluorescencia en manchas compactas 

es marcado en profase temprana, mientras que en metafase y anafase la fluorescencia se dispersa en 

áreas no ocupadas por los cromosomas. Se considera la posibilidad de que la proteína nuclear 

distribuida en forma difusa en el nucleoplasma y excluida de los cromosomas, interactúe con otras 

proteínas nucleares asociadas al aparato mitótico, a los microtúbulos y a otros componentes RNP de la 

matriz nuclear (Todorov y col., 1988). Las secuencias de DNA se duplican en sitios específicos_ de la 

molécula y en momentos precisos de la fase S de las células eucariontes y estos eventos requieren la 

coordinación de una estructura de alto grado de orden y se ha propuesto que las subunidades de 

replicación se unen individualmente a la matriz formando cuerpos de replicación (replisomas) que se 

agrupan en sitios específicos (Berezney, 1991). Esto coincide con los criterios de algunos autores que 

consideran que la envoltura nuclear, los elementos que contiene y el citoplasma, interactúan para que la 

replicación del genoma y los procesos de transcripción, procesamiento y transporte de RNA se lleven a 

cabo en forma selectiva y altamente controlada (Franke y Scheer,1974; Clevenger y Epstein,1984; Van _ 

Driel y col.,1991). 

Las características estructurales y fisiológicas de las células diferenciadas, se manifiestan gradualmente 

en etapas particulares-del desarrollo del organismo (Romanoff,1967; Levine,1979). Los experimentos 

de transplante de núcleos de células de epitelio intestinal en células de Xenopus (Gurdon,1962), Ja 

obtención de embriones del anfibio mediante núcleos de células intestino, riñón, corazón, testículo y 

piel inyectados en huevos enucleados (Laskey y Gurdon, 1970) y el uso de agentes que interfieren con 

los mecanismos de transcripción del RNA (Actinomicina D) simulando un efecto de enucleación 

fisiológica (Harris,1970), permitieron evaluar el potencial de la información contenida en Jos núcleos 

de células diferenciadas que en determinado momento producen proteínas específicas, como resultado 

de la expresión de genes particulares (Stein y col., 1975), tema que se analiza a continuación. 
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IV. REGULACION DE LA EXPRESION GENETICA. 

La potenciali~ad de los seres vivos para manifestar características específicas, resulta de la interacción 

de los ácidos nucleicos, moléculas dinámicas entre las cuales se establece un flujo de información. 

Varios mecanismos se han identificado durante el proceso de transferencia de la información genética 

de las células contenida en el acido desoxirribonucleico (DNA), transcrita al acido ribonucleico (RNA) 

y traducida en proteínas, como resultado de la aplicación de diversas técnicas bioquímicas y genéticas a 

nivel molecular (Stein y col.,1975; Miller,1973; Levine,1979). 

El primer paso en el flujo de información genética consiste en la transcripción de .una secuencia de 

DNA, que requiere la conversión de genes a una secuencia complementaria que resulta ser el transcrito 

primario de la molécula de RNA heterogéneo nuclear (RNAhn) o premensajero (pre-m). Los transcritos 

del gene son procesados a formas intermediarias funcionales representados por los mensajeros 

(RNAm), de transferencia (RNAt) y ribosomales (RNAr) (Miller,1973). El RNAhn se distingue de 

otras formas de RNA por su tamaño, la compartamentalización subcelular y las características de la 

polimerasa que lo transcribe (Dreyfuss, 1986). 

La separación de diferentes clases de RNA utilizando la técnica de fraccionamiento celular en fenol, 

fué lograda por dos gmpos de investigadores, uno dirigido por Sibatani y el otro por Georgiev (citados 

por Georgiev y col., 1963) que requiere el aislamiento de núcleos mediante el procesamiento de un· 

ho.mogenado o de una suspensión de células en cloruro de sodio en solución 0.14 M y fenol a partes 

iguales a pH 6. Los núcleos resistentes forman una interfase durante el tratamiento y conservan la 

fracción de RNA que no se desproteiniza a pH neutro y que muestra una actividad altamente específica. 

El tratamiento entre 4-1 OºC de temperatura permite recuperar todo el RNA y a partir de éste fueron 

caracterizadas principalmente: a) la fracción ribosomal (RNA-R)* con alto contenido de G-C y b) una 

fracción que presenta una composición de bases réplica de DNA nuclear (RNA7D)* considerada 

correspondiente al RNA mensajero. Como paso intermedio se realiza el fraccionamiento térmico por 

centrifugación, para la recuperación de fracciones diferentes de RNA nuclear y citoplásmico de elevado 

.. peso molecular y el RNA total de bajo peso molecular obtenido en la mezcla de solución salina y fenol 

entre 4-lOºC. La fracción de RNAr nucleolar y pre-m fué obtenida entre 40-45 ºC. La interfase de la 

solución salina-fenol a 50 ºC contiene RNA-R / RNA-D. El RNA-D 90% puro fué obtenido a 65 ºC. 
•Nomcnclntura considerada en el artículo original 
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Finalmente se lleva a cabo la purificación de las fracciones eliminando restos de RNAasas con 

dodecil sulfato de sodio en todas las fracciones, desproteinizando repetidamente con fenol y 

cloroformo, para precipitar el RNA con etanol, aplicando cloruro de sodio en solución 2.5 M y tratando 

con DNAasa (Georgiev y col.,1963). Con el método descrito se logró el aislamiento de RNA-R no 

degradado del nucleolo, sin afectar el componente 45-358, posible precursor del RNA-R y también se 

determinó la transformación de RNA-R no ribosomal 45-358 a RNA-R 18-288 (Georgiev y col.,1963). 

Se considera que el RNA-D (citado anteriormente, corresponde al RNA que en las células eucariontes 

se conoce como heterogéneo nuclear (RNA hn) también llamado heterodisperso por la irregularidad en 

peso molecular que puede variar entre 2 a 200 kiloDaltones. La separación de las diferentes fracciones 

se logró con la técnica de centrifugación diferencial en gradientes de sacarosa, por ser el RNA-D más 

pesado que el RNAr y el RNA citoplásmico (Scherrer y coL,1963; Penman y col.,1966; WRNAer y 

col.,1966). 

La existencia de complejos de RNA y proteínas fué sugerida en estudios de la ultraestructura nuclear, 

desde que fueron descritos diversas formas granulares sensibles a la ribonucleasa (Swift,1963), sin 

embargo la .interpretación. del comportamiento de las .diferentes estructuras descritas con .técnicas :·. 

histoquírnicas y ultraestructurales · recibió un fuerte .:impulso . con la implementación· de .técnicas . . : -· 

autorradiográficas que permitieron determinar los sitios de localización de diferentes macromoléculas y ·· 

demostrar que son estructuras dinámicas (Leblond,1965). 

En el análisis de los ácidos nucleicos y en particular del RNA, pocos minutos después de la 

administración de un precursor marcado (uridina tritiada), los indicios de radioactividad se detectan 

exclusivamente en el núcleo, en sitios localizados cerca de la cromatina y en el nucleolo, y las 

observaciones en diferentes intervalos de tiempo permiten trazar la migración del RNA lejos del sitio 

de síntesis y al citoplasma (Leblond, 1965). 

Las diferentes fracciones de RNA son sintetizadas por enzimas específicas, el RNAr nucleolar 458 por 

la RNA polimerasa 1 y el RNA restante por las polimerasas 11 y 111 (Raska y col., 1992). 

En el proceso de transcripción del RNA extranucleolar intervienen diversas proteínas, RNA 

polimerasas, factores de transcripción, fracciones de ribonucleoproteínas del componente heterogéneo 

nuclear (RNPhn) y del componente de pequeño tamaño o RNPpn• (Dreyfuss, 1986). 
•corresponde a las siglas RNPsn {ribonuclcoproteic small nuclear). 
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La identificación de las secuencias génicas que no se traducen en RNAm permitió valorar más 

exactamerite _el papel del RNAm en general y en particular durante el desarrollo embrionario 

(Bonner,1965; Denis,1968). 

Durante el procesamiento del RNA se forman complejos RNP de pequeño tamaño ricos en uridina 

(URNPpn), conocidos como especies UI U2 U4 U5 y U6 localizados en el nucleoplasma cerca de 

complejos RNP heterogéneos y el U3 que se localiza principalmente en el nucleolo (Zieve y 

Penman, 1976). 

Los URNApn representan un grupo de RNAs metabólicamente estables (Reddy y Busch,1978) que 

representan focos de síntesis de RNA identificados con anticuerpos específicos contra factores de 

"splicing", proceso en el que participan proteínas (Spector y col.,1991) y RNAs pequeños nucleares 

(RNApn) específicos (Carmo-Fonseca y col.,1991) que se distribuyen en un patrón moteado. 

Procesamiento Postranscripcional del RNA. En las células eucariontes, los procesos de transcripción 

y traducción están separados en tiempo y espacio, la estructura genómica es compleja y el RNA 

transcrito debe ser procesado adecuadamente (Walter,1989). Se considera· que algunos genes 

estructurales específicos son copiados en la periferia de los ·paquetes ·de heterocromatina .y en Ja · 

eucromatina, sitios en los que la síntesis de RNA se demostró .por autorradiografia ultraestructural -· · 

(Fakan y Bemhard,1973; Moyne y Puvion,1976). 

La expresión de los genes en eucariontes no es directa, debido a que no todo el DNA se transcribe en 

RNA, ni todo el RNAm se traduce en proteína. La mayoría de los genes influyen sobre el metabolismo 

a través de la producción de proteínas estructurales y enzimas (Levine, 1979). 

Después de la transcripción del DNA en RNA y antes de la traducción a proteínas, suceden diferentes 

modificaciones estructurales (esquema 3) como la adición del un capuchón o cap de grupos metilados y 

fosforilados de guanosina, el "splicing ", la asociación de RNA desnudo con proteínas para formar 

RNP y la poliadenilación (Alberts y col.,1994). La modificación del extremo 5· del pre-m por adición 

del cap al inicio de la transcripción, proporciona estabilidad al RNAm impidiendo su degradación en el 

núcleo o citoplasma y además facilita la unión con el ribosoma y el inicio de la síntesis de proteínas 

(Citado por Jiménez-Garcfa, 1985). 
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El "splicing" es un proceso dinámico de eliminación precisa de secuencias en las que no están 

codificadas sc;:cuencias de aminoácidos (intrones) y unión de secuencias codificadoras (exones) del 

transcrito naciente del RNA pre-m para formar RNAm funcional, evento que involucra múltiples 

interacciones entre muchas proteínas y el RNA en un ciclo de formación y disgregación de un cuerpo 

de corte o "spliceosoma" que se lleva a cabo cada vez que un transcrito es procesado (Brown y 

col.,1992). La presencia de intrones en las secuencias precursoras de RNAs nucleares (RNA pre-m) es 

ampliamente conocida y el proceso de corte y empalme del complejo es básicamente el mismo desde 

levaduras hasta eucariontes superiores, aunque se considera que la mayoría de los genes de estos 

últimos tienen múltiples intrones, cuya eliminación puede estar regulada por sitios de "splicing" 

alternativos (Brown y col.,1992; Kanaar y col.,1993). 

La estructura del "spliceosoma" no ha sido totalmente descrita, involucra númerosos componentes, sin 

embargo, se considera que contiene principalmente partículas RNPs nucleares de pequeilo tamailo 

(RNPpn) y proteínas que se incorporan independientemente del RNA (Kanaar y col.,1993). El grado de 

conservación de elementos estructurales secundarios que modulan el proceso, definen el sitio catalítico, 

los sitios de "splicing" y.de ramificación alternos, es variable (Brown y col.,1992). El comportamiento 

"auto-splicing" en los intrones del grupo II característicos de mitocondrias y cloroplastos, in vitro, en 

ausencia de ATP (Brown y col.,1992) y la determinación de patrones de distribución en el núcleo de 

RNPs en bandas (Huang y Spector,1991; Lawrence y col., 1989;) o en focos representan importantes 

fuentes de información del proceso y de los sitios en que se lleva a cabo el "splicing" (Sibon y 

col.,1994). 

El transporte de estructuras hacia afuera del núcleo fue visualizado al microscopio electrónico en 1966 

por Stevens y Swift (citados por Jarmolowski y col.,1994) .. La exportación de RNAs del núcleo al 

citoplasma requiere de la asociación con proteínas; Dreyfuss (1986) seilala la existencia de una familia 

de proteínas específicas muy abundantes, que forman RNPs heterogéneas y fueron identificadas 

formando complejos con el RNAm y sus precursores. Durante mucho tiempo se pensó que su actividad 

se restringía al núcleo, sin embargo en trabajos recientes se ha reportado el movimiento de este tipo de 

. proteínas entre el núcleo y el citoplasma. En ambos sitios las proteínas se encontraron asociadas con 

RNA poliadenilado, por lo que se pensó en la posibilidad de su transporte y de su función como 

mediadoras de la exportación del RNAm nuclear (Jarmolowski y col., 1994). 
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En forma experimental, se observó en ovocitos de Xenopus, que el transporte de los RNAs de pequeiio 

tamaiio ricos en uridina (URNA pn) y del RNAm se facilita por la presencia del cap7-metil guanosina, 

aunque la concentración del factor que lo reconoce puede limitar el transporte de los URNAs pn 

(Jarmolowski y col., 1994). 

En las células eucariontes algunas especies de RNAm se encuentran preferencialmente en la fracción no 

polisomal como complejos RNPs mensajeros (RNPm) libres, los cuales se conservan en la fracción 

soluble de material celular después del tratamiento con detergente no iónico, mientras que el RNA de 

los polisomas forma parte de la fracción del citoesqueleto (de Moor y col.,1990). En fibroblastos de 

ratón en cultivo se analizaron fracciones de RNAm no transcritos, los cuales en sistemas de traducción 

in vitro compiten con el RNAm polisomal después de la fenolización, lo cual no sucede cuando se 

experimenta con RNPm y la traducción es inhibida (de Moor- y col., 1990). Otros ejemplo de RNAm 

citoplásmico específico que se acopla en forma RNPm, son las fracciones de RNAm de actina del 

músculo y los de la cadena pesada de la miosina, que se presentan en forma de RNPm libres en el 

citoplasma hasta el momento que se desencadena la diferenciación terminal del músculo (de Moor y 

col, 1990). 

Walden y Tach en 1986 observaron la cinética inusual del acoplamiento .y .desacoplamiento de. 

estructuras RNPm en RNAm de ferritina, lograda con la adición y supresión de hierro respectivamente . 

en cultivos de fibroblastos normales, como un mecanismo especial de control de la expresión genética a 

nivel de la traducción (citados por de Moor y col., 1986). Otros casos de RNPm libres se observaron en 

ovocitos de Xenopus, los cuales reaccionan en los primeros estadios con un anticuerpo contra una 

proteína que se une al RNA y el nivel de la proteína decrece dramáticamente simultáneamente con el 

acoplamiento del RNAm a la fracción polisomal (de Moor y col.,1990). El acoplamiento del RNAm y 

proteínas específicas produce un efecto inhibidor del mecanismo de traducción que afecta la interacción 

con factores de iniciación activos, por lo tanto no todo el RNAm sintetizado en el núcleo y exportado al 

citoplasma es traducido en proteínas (de Moor y col.,1990). 

La activación genética diferencial, es un concepto formulado por Margan en 1934 que ha sido 

fundamental para el análisis de aspectos de la histodiferenciación en relación con la expresión genética 

en etapas sucesivas del desarrollo de los embriones de diferentes especies (citado por Goetnik, 1966). 
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La infamación genética contenida en el huevo de ave fertilizado y los elementos externos que lo 

capacitan para desarrollarse adecuadamente, integran un sistema altamente organizado, en el que la 

proporción de ácidos nucleicos se incrementa contínuamente durante el desarrollo, de manera tal que el 

DNA en el primer día de incubación es de 0.002 mg en el embrión entero y alcanza 36.24 mg en recién 

nacidos, mientras que el RNA al segundo día de incubación es de 0.034 mg y llega a 66.0 mg en el 

momento de la eclosión, modificaciones relacionadas con cambios en composición química total y con 

la formación de tejidos específicos del embrión en etapas determinadas (Romanoff, 1967). 

El óvulo fertilizado contiene los genes de un organismo, del que se originan y proliferan diversos tipos 

celulares con diferentes funciones, sin embargo, en 1948 Gurdon estableció que aunque el DNA de los 

diferentes tipos celulares de un organismo es el mismo, solo parte de la información genética se 

expresa (citado por Stein y col., 1975). Los sistemas en desarrollo han sido de gran utilidad para 

explicar por diferentes vías, las modificaciones en la expresión genética en tiempo y espacio, que se 

traducen como cambios en el metabolísmo celular (Stein y col., 1975). 

Denis (1968) defendió la existencia de mecanismos de represión y liberación de la expresión genética, 

para explicar. las modificaciones que se manifiestan .. a nivel de Ja síntesis _del RNAm, durante el 

desarrollo embrionario. Posteriormente, Davidson (1976) planteó que el proceso de diferenciación y el 

carácter funcional de las células, reflejan la influencia de modificaciones progresivas y selectivas en el 

procesamiento del RNA que ejercen control sobre transcritos de RNAm a nivel transcripcional o 

postranscripcional y consideró que el análisis de la capacidad genómica de un tipo celular particular, 

pone en evidencia la limitación de la transcripción de los genes estructurales a una fracción de genes 

indispensables que la dirigen y restringe la síntesis de RNAm de los restantes. 

Mediante la comparación de las secuencias de RNA nuclear que hibridiza con DNA, se logró la 

determinación de la transcripción diferencial según observaron en 1964 McCarthy y Hoyer en células 

de Xenopus (citados por Denis, 1968) y como se comprobó posteriormente en células de ratón (Denis, 

1968). 

Se ha sefialado que el RNA individual hibridiza con menos del 10% de secuencias individuales de 

DNA presentes en muchas células diferenciadas y tejidos, observaciones que sugieren que sólo una 

mínima fracción de genes estructurales son transcritos (Davidson,1976). Se reconocen 

aproximadamente 15,000 especies de mensajeros, identificadas y caracterizadas en diferentes tipos 

celulares de pollo y mediante hibridación se logró la detección de un alto porcentaje de RNAm común a 

34 



varios tejidos diferenciados, el cual es transcrito en bajas cantidades y también secuencias de RNAm 

altamente rep~tido de proteínas específicas de tejidos especializados (Axe! y col.,1976). 

Las técnicas autorradiográficas, por otra parte, permitieron reconocer que las regiones heterocromáticas 

tienden a ser inactivas en síntesis de RNA (Littau y col.,1964) y que Ja transcripción está restringida a 

fracciones de DNA enriquecidas en secuencias activas e inactivas, según observaron Gottesfeld y 

colaboradores en 1974 en cromatina aislada (citado por Davidson,1976). No obstante la baja proporción 

de genes activos en algunas regiones de Ja heterocromatina, los trabajos de Daneholt (1975) señalan la 

existencia de sitios de intensa síntesis de RNA y de productos proteicos específicos en los puffs de los 

anillos de Balbiani, en los cromosomas del díptero Chironomus. 

El aislamiento de mensajeros para hemoglobina logrado por Hunt en 1973 y por el grupo de Gilmour; 

en el mismo año fueron aislados los mensajeros para ovoalbúmina por Rhoads y su grupo. En 1973 

Palmiter y el grupo de Chan por separado y el grupo de Harris en 1975 compararon la acumulación de 

secuencias de RNA en diferentes etapas del desarrollo y lograron detectar variaciones en Ja síntesis de 

proteínas específicas a partir del estado indiferenciado hasta los niveles característicos de cada tipo 

celular diferenciado (citados por Davidson, 1976). Según los trabajos señalados, durante el proceso de 

desarrollo, el incremento en síntesis de proteínas coincide con la elevación en Ja concentración de 

RNAm maduro, por efecto de la expresión de genes estructurales y se correlaciona con los cambios 

morfológicos que se manifiestan en diferentes etapas (Davidson, 1976). La represión de la mayor parte 

del genoma se explica porque las regiones de cromatina densamente empaquetadas tienden a ser 

inactivas en la síntesis de RNA (Littau y col.,1964). 
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V. DIFERENCIACION. 

Durante el de.sarrollo a partir de una célula huevo única que sufre múltiples divisiones, se manifiestan 

tipos celulares diferentes como producto de la expresión diferencial (Stein y col., 1975; Beebee y 

Butterworth, 1980; Le Douarin y Smith, 1988). Los productos embrionarios representan sistemas en 

proceso de integración bajo la influencia de diversos mecanismos de control de la expresión génica, que 

determinan cambios morfo-fisiológicos y el establecimiento de patrones de diferenciación e integración 

de las células, téjidos, órganos y sistemas (Levine, 1979; Beebee y Butterworth, 1980). 

El mantenimiento y crecimiento del embrión, son procesos continuos y están relacionados con las 

actividades metabólicas y de síntesis de proteínas, sin embargo los mecanismos que dirigen la 

diferenciación comprenden una serie de cambios que se manifiestan en forma gradual (Boell,1971). 

Las características celulares al inicio del desarrollo y el complejo arreglo de diferentes tipos celulares 

del organismo completamente desarrollado, manifiestan diferentes patrones de expresión y sin 

embargo, se mantiene el fenotipo maduro a través de generaciones (Beebee y Butterworth, 1980). En el 

núcleo celular, desde etapas muy ·tempranas se observan modificaciones en la estructura y en la 

distribución de las · RNPs, posiblemente relacionadas .con la abundancia y. distribución del RNA .de 

origen materno ·almacenado ·y con ·el inicio de ·la ·actividad transcripcional ·propia ·del embrión ·de ratón ·-· -·· 

(Fakan y Odartchencko, 1980), cambios que son de utilidad para evaluar la influencia de los genes en la 

coordinación del comportamiento celular y la morfogénesis (Le Douarin y Smith, 1988). 

Los procesos rel.acionados con el desarrollo, fueron estudiados por muchos médicos y naturalistas 

desde los tiempos de Aristóteles, en que ya se sabía de la importancia de la observación sistemática de 

huevos fértiles de gallina en días sucesivos a la puesta. El espíritu griego fué la inspiración de los 

anatomistas y embriólogos del renacimiento como Vesalio, Fabricio, Falopio, etc., quienes hicieron 

efectiva la sistemática y plasmaron en obras ilustradas, sus conocimientos sobre el desarrollo de 

· . estructuras en embriones humanos y de diferentes animales, que William Harvey (1651) resumió en la 

frase Omne vivum ex ovo, los seres vi vos proceden de un huevo (citados por Oppenheimer, 1971 ). 

Los embriólogos del siglo XVII, reconocían que la continuidad entre generaciones se mantenía por el 

contenido del germen preformado dentro del óvulo o el espermatozoide, el cual crecía y se expandía 

hasta alcanzar el estado adulto como sostenía la Teoría Preformacionista (Gilbert, 1991 ). 
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Kaspar Friederich Wolf, relacionó las modificaciones de diferentes órganos y tejidos del embrión de 

ave con procesos dinámicos, de su concepción de la diferenciación surgió la Teoría Epigenísta 

propuesta en 1759 para explicar el desarrollo de formas adultas a partir de un estado indiferenciado, el 

desarrollo de sistemas de órganos en diferentes etapas y la localización de estructuras embrionarias en 

posición diferente a la que ocupan en el recién nacido (citado por Gilbert,1991). 

La diferenciación involucra la progresiva especialización estructural y funcional del organismo, que se 

reconoce por características citológicas e histológicas determinadas a nivel molecular (Boell, 1955). El 

comportamiento de los ácidos nucleicos durante la diferenciación, se manifiesta en la constante 

cantidad y tipo de DNA de cada célula somática, sin embargo los tipos de proteínas que se sintetízan en 

las células especializadas que se establecen progresivamente son diferentes; en el núcleo se determina 

el momento del desarrollo en que se activa cada gen y se produce RNAm específico (Bonner, 1965). Sin 

embargo, se considera que la diferenciación es un proceso de especialización que también ocurre en los 

organismos unicelulares (Harris,1970). Los animales pluricelulares son considerados un clon de células 

que descienden de un óvulo o célula "huevo" única (Alberts y col.,1994) y su potencialidad depende de 

la manifestación de mecanismos moleculares relacionados con eventos complej.os de segregación : 

citoplásmica de moléculas "determinativas" y mecanismos celulares que involucran interacciones -

entre células y tejidos con efectos definidos previamente a la diferenciación (Gilbert,1991). 

La segmentación del óvulo fecundado, es una fase de formación de numerosas células de menor 

tamafto, que organizan un epitelio y realizan movimientos complejos durante la etapa de gastrulación, 

para transformar a la blástula en una estructura triestratificada, en proceso contínuo de organización de 

la arquitectura del embrión, a partir de las capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo, 

que participan en la formación de los órganos del cuerpo durante la organogénesis (Gilbert, 1991 ). 

A partir del ectodermo se diferencian la capa del epitelio externo de la piel y el sistema nervioso. Los 

músculos y elementos fibrosos de la mayoría de las estructuras tienen origen mesodérmico y del 

endodermo se forma la cavidad intestinal rudimentaria, de la cual se diferencian el aparato digestivo y 

sus derivados, las glándulas salivales, el hígado, la tráquea, los pulmones, etc. (Villee y col.,1977; 

Gilbert,1991; Alberts y col.,1994). 
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Diferenciación en Aves. Los cambios morfológicos graduales que experimentan los embriones de este 

grupo, puede11 reconocerse en diferentes tiempos desde etapas tempranas (Hamburger y Hamilton, 

1952). 

El huevo está formado por membranas, reservas de RNA y vitelo rico en lipoprotefnas concentrado en 

la porción inferior o polo vegetativo; en la porción contraria que representa el polo animal inicia la 

segmentación (Alberts y col.,1994), aún envuelto por la membrena vitelina y parte de la zona pelúcida 

elimina la primera célula polar (Arey, 1956). Al ser fertilizado se completa la meiosis y se desprende la 

segunda célula polar completandose la maduración nuclear del óvulo. En el trayecto por el oviducto se 

van agregando el albumen, la membrana de la cáscara y la cáscara misma, proceso que tarda 

aproximadamente 18 hrs. En este período se completa la segmentación y en el momento de la postura, 

el área embrionaria está representada por el blastodermo, un disco celular blanquecino que se dispone 

sobre la superficie de la yema (Arey,1956). En la superficie del huevo fecundado, la porción central 

está ocupada por el blastodisco, en el cual se reconoce por su transparencia la Zona Pelúcida, grupo de 

células que se mantiene separado del vitelo por una cavidad, y el Area Opaca, formada por células que 

se mantienen en contacto con el vitelo en los bordes del blastocísto (Arey,1956; Bcllairs,1963). 

Inicialmente;.de una población de células que se mantienen en .la superficie se ·forma el Epiblasto ::. 

primer derivado embrionario, otro grupo de células migra a la cavidad subgerminal para formar el ·· 

Hipoblasto Primario, que según Rudnick (1971) es un estrato formado por delaminación al cual se 

une otro grupo de células que migra posteriormente para formar el Hipoblasto Secundario. En el 

margen del área opaca se mantienen unidas las capas de epiblasto e hipoblasto que en la región interior 

del disco están separadas por un espacio o Blastocele (Bellairs,1963; Gilbert,1991; Paniagua y 

col.,1993). 

Aproximadamente 1 O horas después de la fecundación, se inicia la formación de las capas 

embrionarias, en el centro de la zona pelúcida, debido a la migración de células de la r.egión posterior 

lateral del epiblasto que da por resultado la formación de la Línea Primitiva, la convergencia a esta 

zona produce inicialmente un engrosamiento celular seguido de la invaginación y migración de células 

por lo cual se establece una depresión o Surco Primitivo (Rudnick, 1971; Gilbert,1991; Paniagua y 

col.,1993). En el extremo cefálico de la línea primitiva se acumulan células formando el Nudo 

primitivo o de Hensen, a través del cual migran células del epiblasto, penetran a la cavidad formada 
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entre el epiblasto y el hipoblasto y se dirigen hacia la región anterior del embrión y forman el 

mesodermo c~fálico y el cordamesodermo (Gilbert,1991). 

Las primeras células del epiblasto que se invaginan a través de la línea primitiva, migran a la porción 

anterior del blastocisto, se integran al hipoblasto y constituyen el endodermo presuntivo que en estadios 

posteriores del desarrollo dará origen a los órganos endodérmicos, entre ellos el tubo digestivo y 

participan también en el desarrollo de algunas estructuras extraembrionarias (Rudnick, 1971 ). Las 

células que migran más tarde y se establecen en la línea media anterior del epiblasto darán origen al 

proceso cefálico, mientras que las que se disponen un poco más caudalmente entre éstas y el nódulo de 

Hensen, darán origen a la notocorda (Gilbert,1991; Paniagua y col.,1993). Las otras células se 

dispersan laxamente entre el hipoblasto y el epiblasto y constituyen el mesodermo. A las 22 h de 

incubación, la mayoría de las células del endodermo presuntivo se encuentran dentro del embrión y las 

del mesodermo presuntivo continúan migrando hacia el interior (Gilbert,1991; Paniagua y col.,1993). 

La penetración de células del mesodermo presuntivo, la regresión de la línea primitiva y el 

desplazamiento del nudo de Hensen suceden en un momento clave del desarrollo, que coincide con la 

diferenciación de las células ectodérmicas, con la evolución de las células notocordales ya establecidas . 

hacia la región posterior del embrión y con el establecimiento de un gradiente de maduración ·de la 

región anterior a la posterior, procesos que se reconocen en las aves, en etapas tempranas del desarrollo · 

(Gilbert,1991; Paniagua y col.,1993). 

Aspectos comunes a todos los vertebrados sobre el origen, arquitectura y desarrollo de la piel, 

notocorda y epitelio intestinal, se describen a continuación, enfatizando en las particularidades 

observadas en aves durante la diferenciación del embrión. Del ectodermo que recubre al embrión se 

diferencia la piel, parte de la notocorda y tejido nervioso (Alberts y col., 1994). El proceso de 

neurulación ha sido ampliamente revisado (Ortega, 1986) por lo que solamente se abordan aspectos 

relevantes de la diferenciación de la piel y de la notocorda. 

Diferenciación de la piel. La piel de ave es un órgano complejo que se origina de regiones del 

ectodermo y del mesodermo localizadas entre la región caudal y el nódulo primitivo, en etapas muy 

tempranas del desarrollo, cuando se diferencian la línea primitiva y el proceso cefálico (Hunt,1932; 

Rawles, 1936; Rudnick y Rawles, 1937). 
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En el pollo, la forma primitiva de la piel se origina del ectodermo y el inicio de su diferenciación 

coincide con el desarrollo de una membrana basal fibrosa que se inicia entre el segundo y el cuarto día 

de incubación, en que la epidermis está fonnada de una capa simple de células que contienen algunas 

fibras de sustancia elástica en el citoplasma. Al segundo día de incubación se inicia la separación de 

una capa externa y una capa muscular interna. Al tercer día las células que cubren la superficie ventral 

de la cabeza del embrión pierden su fonna estrellada y se organizan en dos capas irregulares; el 

epitrichium que es una capa superficial de células escamosas y una capa compacta de célu!as en 

proliferación dispuestas sobre la capa de mesénquima. Al quinto día, las células de la capa interna 

tienen forma cuboidal, uno o más nucleolos y se inicia la fonnación de la capa córnea del epitrichium y 

se reconoce el engrosamiento de la pared en la base de las células escamosas (Romanoff, 1960). 

Al sexto día se separan las capas mucosa y epidérmica, algunas células superficiales se desprenden y 

las de la capa mucosa se desplazan para ocupan los espacios libres. En general la epidermis permanece 

delgada para cubrir al embrión en su totalidad y solamente se presenta engrosamiento en áreas 

restringidas. Hacia Jos trece días de incubación se reconoce la proliferación continua de la capa de 

células cuboidales, se diferencia el epitelio estratificado de células poliédricas en la capa intermedia y · 

planas en la superficie, estas últimas se carnifican gradualmente. Entre los días décimo tercero y 

décimo quinto, las células del epitrichium muestran formas irregulares y grandes parches de sustancia 

intercelular entre ellas y se desprende la capa carnificada (Romanoff,1960). 

El límite dermoepitelial se reconoce por la capa genninativa o de Malpighi, también llamada rete 

mucosum que prolifera de manera continua, aumentando progresivamente las capas del estrato córneo. 

El estrato córneo se desarrolla más rápidamente en la región dorsal que en el resto de la cabeza y el 

epitrichium es parte de la muda con las células carnificadas. La epidermis asume su forma final después 

del día 15 (Romanoff, 1960). 

En los embriones de anfibios, la epidermis es una capa epitelial formada por dos capas de células, el 

peridermo y la capa sensorial a partir de la cual se forman algunos órganos sensoriales, mientras que en 

embriones de aves y de mamíferos, de la capa de epidermis del espesor de una célula característica de 

estadios tempranos, se originan diferentes estratos, la capa celular interna o generativa (de Malpighi) y 

una capa celular externa (Balinsky, 1971 ). La capa de ectodermo que cubre completamente al embrión 
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en la etapa tardía de la gastrulación, mantiene el crecimiento y producción normal de plumaje de las 

aves, potencialidad que conserva al ser implantado experimentalmente (Rawles,1971). 

La epidermis, es el componente de la piel que deriva del ectodermo y constituye un epitelio 

estratificado delgado, queratinizado, no vascularizado, alimentado por el líquido tisular de la dermis, 

estrato profundo que deriva del mesodermo, de mesénquima o del dermatomo (Rawles,1971; Ham, 

1986), el cual forma una capa gruesa, de estructura fibrosa y uniforme de tejido conectivo denso, con 

abundantes vasos sanguíneos y linfáticos. La interacción dermo epidermal no se restringe al periodo 

embrionario, el mantenimiento de ciertos tipos de epitelio y la diferenciación continua de las células 

basales sigue la influencia de la dermis en la etapa adulta (Billingham y Silver, 1967;1968). 

El tejido conectivo de la dermis y el plumaje sirven como aislante y contribuyen a mantener la 

temperatura alrededor de 37ºC (Romer, 1973). La epidermis· que se separa del ectodermo durante el 

proceso de neurulación, es un esbozo complejo a partir del cual se forman varios órganos, incluyendo el 

cristalino y la córnea, que forman parte del ojo (Balinsky, 1971) y además estructuras especializadas 

como las glándulas cutáneas, el pelo, las plumas, las uñas, las escamas y parte de la cornamenta de 

diferentes organismos (Rawles,1971; Rugh, 1971); la capa profunda está formada de células en 

proliferación constante que desplazan a las más viejas hacia la superficie, las cuales pierden contacto 

con la dermis y se queratinizan en grado variable en las diferentes regiones del cuerpo; por lo que se 

refleja en el espesor observado entre 0.5 a 4 mm o más (Banks,1981). 

Las caracteristicas del plumaje de las aves y del pelo en los mamíferos y sus particularidades en las 

diferentes regiones del cuerpo se relacionan con el tamafto, forma, estructura y función del componente 

epidérmico y con la presencia de papilas dérmicas (Rawles,1971). El plumaje de las aves está formado 

por elementos córneos de estructura compleja y resistente, sus características varian dependiendo de su 

localización, su relación con el vuelo o como protección contra el frío y se renuevan periódicamente 

(Muedra, 1973). 

La pluma se origina de una estructura epidérmica papilar cónica que contiene tejido mesodérmico y 

penetra los tejidos para formar un folículo, parte del cono se transforma en caftón y la cubierta 

epidérmica forma un cilíndro córneo, mientras que el tejido mesodérmico sirve como pulpa nutritiva 

durante la maduración de la pluma. El extremo distal forma la vaina y está cubierto por epitelio 

superficial organizado inicialmente en crestas que se transforman en filamentos del plumón que cubre 

el cuerpo del pollito y se conserva como capa aislante sobre .casi todo el cuerpo del adulto. Las aves 
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adultas presentan plumón, filoplumas o plumas ordinarias que son producidas continuamente por el 

segmento basal de las papilas, en folículos que actúan como matriz de la pluma (Romer, 1973). 

Los vertebrados en general, presentan estructuras sensitivas a nivel de la piel, de la cavidad bucal, en 

múscU!os y vísceras. La piel diferenciada contiene numerosas terminales de nervios sensoriales 

altamente especializadas que registran sensaciones de calor, frío, tacto y presión (Portmann, 1961; 

Rawles, 1971; Romer, 1973 ), que en las aves, particularmente en patos, representan estructuras 
• 

abundantes (Rawles, 1971). Los receptores se organizan en redes densas que se extienden en la zona de 

contacto de la epidermis y de la dermis, en algunos casos se localizan en la capa basal de la epidermis. 

Las redes terminales son parte del sistema autónomo que involucra componentes simpáticos y 

parasimpáticos, sin embargo se desconoce su funcionamiento y no se ha logrado diferenciar estructuras 

aferentes y eferentes. En las aves, las células nerviosas subepitlérmicas que dan origen a las terminales 

nerviosas en red, corresponden al sistema nervioso simpático (Portmann,1961). La piel de las aves 

blanda y flexible, facilita la acción del músculo para el vuelo, carece de glándulas sudoríparas y 

sebáceas (Muedra, 1973 ). 

Diferenciación de la notocorda. Organo transitorio, dispuesto en forma de bastón que proporciona 

rigidez temporal y define el eje primitivo del cuerpo; característica común de los embriones de las 

diferentes especies animales que se incluyen en el phylum Chordata (Jurand, 1962, 1974; 

Salisbury,1993). Spemann y Mangold en 1924, seiialaron que el patrón evolutivo de los invertebrados 

avanzados a los cordados primitivos y vertebrados, involucra a la estructura notocordal como evidencia 

embriológica que sugiere que el desarrollo de el sistema nervioso requiere de señales inductivas 

producidas por la notocorda o algún otro primordio mesodérmico (citados por Y asuo y Sato, 1994 ). 

En cordados inferiores, las células notocordales se mantienen formando una columna rígida por efecto 

de presión hídrica con función de hidroesqueleto persistente durante toda la vida (Villee y col.,1977). 

Algunas características particulares de la estructura notocordal de organismos de diferentes grupos, se 

citan a continuación: 1) Las ascidías juveniles presentan células compactas con inclusiones vitelinas y 

partículas de glucógeno en el citoplasma, mientras que, en adultos se forma una capa de material 

elástico extracelular y células epiteliales escamosas. 2) Los anfioxos presentan discos de células 

notocordales laminares con núcleo pequeiio, escasos organelos, mitocondrias y abundante retículo 

endoplásmico liso que forma cisternas y túbulos. Las placas están envueltas en una vaina de colágena y 
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asociadas a células estrelladas de la región ventral y dorsal, estas últimas inervadas por la médula 

espinal. 3) En embriones de vertebrados las células cordales de las etapas tempranas son grandes, 

presentan vacuolas, microfilamentos y están unidas por desmosomas; se originan a partir de una capa 

de células indiferenciadas llamadas cordoblastos que presentan retículo endoplásmico rugoso, complejo 

de golgi, mitocondrias, microfilamentos, partículas de glucógeno y no son vacuoladas. El bastón 

notocordal está contenido en una vaina de fibras colágena y fibroblastos. 4) Los escualos presentan una 

capa elástica interna y una externa. 5) En embriones de los anfibios ápodos (gimnofiones) y de las 

salamandras, la vaina notocordal se calcifica simulando hueso (Paniagua y col., 1993). 

La multiplicación celular que produce una estructura reticular y la vacuolización citoplasmática gradual 

fué observada y descrita en 1908 por Williams en cerdo, en 1930 por Dawes en ratón y en 1958 por 

Lesson y Lesson en conejo (citados por Lesson y col.; 1961). Grandes vacuolas claras son 

características de embriones de etapas avanzadas del desarrollo (Salisbury,1993). 

Algunos autores afirman que en los vertebrados el primordio del tejido nervioso se origina a lo largo 

del embrión, como un engrosamiento del ectodermo dorsal inducido por el tejido cordomesodérmico 

precursor de la notocorda (Le Douarin y Smith, 1988). 

Jurand (1962) determinó que la región organizadora del cordamesodermo :en embriones de ave se 

extiende a partir del nudo de Hensen, se desarrolla extendiéndose hacia a la porción· cefálica de la 

hipófisis cerebral, a la superficie posterior del cartílago basilar y a la región de la silla turca, uniendose 

a uno o más puntos del epitelio faríngeo y se considera de importancia en el origen de la bursa faríngea 

(Ruiz i Altaba y col.,1993). 

La estructura notocordal considerada como extensión del nódulo primitivo, forma el primer esqueleto 

axial e induce progresivamente la diferenciación de cartílago y posteriormente la osificación 

endocondral del cuerpo vertebral (Bloom y Fawcett 1968). Smith y Serafini-Fracasini (1968) señalan 

que la notocorda se transforma en el núcleo pulposo de los discos intervertebrales (citados por 

Frederickson y Low, 1971). 

Las propiedades mecánicas de la columna vertebral son conferidas por el arreglo metamérico de las 

vertebras, separadas por los discos intervertebrales en los vertebrados superiores o directamente 

articuladas en los vertebrados inferiores (Dietrich y col., 1993). La columna vertebral se forma de 

componentes del mesodemo paraaxial o del mesénquima que se condensa en forma intermetamérica, 

involucrando células localizadas en la porción esqueletógena del somita; las porciones laterales forman 
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los arcos neurales y la porción medial da origen al cuerpo vertebral y a los discos intervertebrales en los 

cuales la notocorda persiste en forma de los núcleos pulposos (Dietrich y col., 1993). 

Las investigaciones de Peacock realizadas a principios de los años SOs sobre desarrollo de los discos 

intervertebrales en el hombre {citado por Salisbury,1993) y las evidencias observadas en embrión de 

ave por Ruggeri {1972), sugieren que la estructura notocordal es reemplazada progresivamente por 

fibrocartílago de los tejidos vecino, sin embargo, la relación entre el destino de la notocorda y el 

desarrollo del cuerpo pulposo de la vertebra es incierta (Salisbury, 1993). 

Además de su reemplazamiento por los cuerpos vertebrales y la posible persistencia de una población 

celular notocordal en los discos intervertebrales, también se ha sugerido la posibilidad de que la 

notocorda degenera y desaparece por completo y que los núcleos pulposos se originan del cartílago 

perinotocordal embrionario (citado por Salisbury, 1993). 

Por otra parte, la comparación fenotípica por medio de pruebas inmunológicas y la caracterización de 

proteínas, permitió considerar la posible relación entre las células notocordales y las que constituyen 

los cordomas, tumores de apariencia espumosa, localizados como masas ºgelatinosas", suaves y 

pedunculadas hasta de 2 cm de diámetro cuyas células poseen un citoplasma espumoso y voluminoso 

separado por finos septos intracitoplásmicos, características del tejido notocordal remanente, observado _ 

en humanos después del nacimiento, las cuales se pueden presentar en la base del cráneo, en el proceso 

odontoide del axis y en el coxis (Salisbury,1993), dos tipos celulares que contienen proteína 8100, 

según las evidencias presentadas por Nakamura y sus colaboradores (1983). Además, Salisbury e 

Isaacson en 1985, reportaron citoqueratinas y mucina polimórfica epitelial humana (citados por 

Salisbury,1993). 

Los procesos relacionados con el desarrollo e involución de la notocorda han sido ampliamente 

estudiados, no solamente por su influencia fundamental en la organización de los elementos 

embrionarios señalados anteriormente, sino también, debido a que las anormalidades en el desarrollo 

de la notocorda reflejan el desarrollo anormal del cuerpo vertebral, por efectos de la notocordectomía 

en embriones de ave; las variaciones en la regresión de la notocorda humana y la persistencia de tejido 

cordal aberrante en sitios localizados, se consideran claves importantes para la determinación del origen 

de cordomas {Strudel, 1967). 

Se afirma que la especificación regional del somita esta fuertemente influenciada por la notocorda. 

Mediante la alteración del patrón de expresión del gene Pax, en notocorda de mutantes, se determinó 
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que la presencia de la notocorda es importante en dos procesos principalmente, la inducción de 

estructuras ventrales y para el mantenimiento del destino ventral (Dietrich y col., 1993). 

La extensión craneal de la notocorda es subsecuentemente incorporada en la parte basilar del hueso 

occipital y en la parte caudal del cuerpo del esfenoide (Salisbury,1993). Se ha considerado que el 

establecimiento del patrón axial del sistema nervioso y la diferenciación regional de la placa y del tubo 

neural (Jurand, 1962), responden al efecto inductor de factores o señales específicas presentes 

inicialmente en el nudo de Hensen y un poco avanzado el desarrollo, en la notocorda de los vertebrados 

(Ruiz i Altaba y col.,1993). Se han realizado intentos para determinar los mecanismos de especificación 

de diferentes genes de celulas de linaje celular notocordal, como genes homólogos de ratón y ascideas 

(Yasuo y Sato, 1994). Además, en embriones de mamíferos y de rana se detectaron dos factores de 

transcripción de la familia HNF-3 fork head, HNF-3B y HNF-3a, que presentan distintos patrones de 

expresión temporal. En mamíferos HNF-38 ocurre tempranamente en la región del nódulo de Hensen, 

en la notocorda y en células de la línea media de la placa neural mientras que en embriones de rana se 

expresa en células de la región del labio dorsal de blastoporo, en el endodermo faríngeo y en el piso de 

la placa neural (Ruiz i Altabay col.,1993). 

El papel inductor de Ja notocorda en la formación de los somitas ha sido .ampliamente .discutido, 

algunas investigaciones han demostrado que no representa un factor esencial (Bellairs,1963); sin 

embargo se ha señalado su posible intervención en la condrogénesis del mesodermo de la región vecina 

y en la miogénesis de los miotomos, además de la posible influencia del extremo rostral de la notocorda 

en el desarrollo en el desarrollo y crecimiento del lóbulo anterior de la pituitaria (Jurand,1974; 

Burgess,1983) y en la diferenciación de neuroblastos (Shinohara y Tanaka, 1988). 

Las características histoquímicas de la notocorda de ave y de su cubierta en diferentes etapas de 

incubación fueron determinadas desde etapas muy tempranas (Leeson y col., 1961). A las 24 h de 

incubación, las células del cordamesodermo y de la región del ectodermo del cual se origina el tubo 

neural se encuentran separadas por un espacio bien definido. La formación de la notocorda se inicia con 

el desprendimiento de un cúmulo de células que tiñen débilmente y se caracterizan por un citoplasma 

denso con escasos organelos, las cuales se organizan en una estructura cilíndrica rodeada por células del 

mesénquima dispuestas laxamente. A las 48 h la estructura notocordal presenta pocos cambios, los 

núcleos se disponen basalmente, orientados hacia la cubierta en formación. Los extremos cefálico y 

caudal se mantienen en contacto con el tubo neural. A partir de las 72 h cuando es muy evidente el 

45 



incremento en número de células y la frecuencia de mitosis, el citoplasma presenta un aspecto 

espumoso y vacuolado, la notocorda y el tubo neural están separados por una capa de material acelular 

que tiiie fuertemente y la cubierta de la notocorda es más gruesa. A las 96 b la notocorda ha perdido 

contacto con el tubo neural y se acentúa la vacuolización del citoplasma, de tal forma que ·1os límites 

celulares pierden definición y la apariencia general es de una retícula muy abierta que sostiene 

numerosos núcleos rodeados por escaso citoplasma. A las 120 h algunas células distribuidas 

principalmente en la periferia conservan el citoplasma intacto y en las dispuestas hacia el centro, el 

grado de vacuolizaCión es tan marcado que no se reconocen límites celulares por lo cual los núcleos 

dispersos se observan virtualmente suspendidos en filamentos de citoplasma. La cubierta externa está 

formada por un componente denso dispuesto en una capa delgada en contacto con el tubo y un 

componente laxo de mayor amplitud. 

La determinación de colágena y fibras reticulares en una matriz de lípidos, carbohidratos y proteínas, 

fué lograda alrededor de las 24 h, el incremento de lípidos se registró entre las 72 h y 96 h y la 

intensificación gradual de las reacciones histoquímicas en la cubierta notocordal se presenta en etapas 

avanzadas y coincide con el incremento en el grosor de la cubierta (Leeson y col.,1961).: ,. 

Los estudios posteriores ·en que se. analizan aspectos ultraestructurales, :: histoquimicos . y· 

autorradiográficos de la notocorda, permitiero1r detenninar que antes .de Ja-etapa· HH l O (Hamburger. y 

Hamilton, 1951) del desarrollo del embrión de ave, se inicia la secreción de· dos importantes 

componentes del tejido cartilaginoso colágena y sulfato condroitinico, marcado por un notable 

incremento en complejo de Golgi y mitocondrias envueltas en RER, eventos relacionados con la 

actividad secretoria e inductora de la notocorda de ave (Ruggieri, 1972). 

Frederickson y Low (1971) analizaron la estructura fina de la capa notocordal en embriones vivos de 2 

a 4 días, incubados en un medio de cultivo de agar-albúmina o dentro del cascarón y en embriones 

fijados en KRNAovsky, sometidos a la acción de diferentes enzimas, incluyendo colagenasa, tripsina, 

hialuronidasa y alfa-amilasa. Al inicio del desarrollo del tejido conectivo extracelular, se produce el 

crecimiento nonnal de microfibrillas perinotocordales de 1 O a 20 nm y como resultado del tratamiento 

con colagenasa y tripsina fueron digeridas por completo las fibrillas de 20 nm y poco por efecto de de 

la hialuronidasa. Las fibrillas de 10 nm fueron digeridas por alfa-amilasa, hialuronidasa y tripsina pero 

no por colagenasa. Las fibras delgadas se consideran de formación reciente por la cercania de la capa 

notocordal y su alta resistencia a la colagenasa se relaciona con la presencia de complejos primarios de 
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mucopolisacáridos y colágena. Por otra parte, las fibras gruesas sugieren la presencia de colágena 

molecular potencialmente capaz de desarrollarse en unidades de colágena mayores que no son 

afectadas por hialuronidasa posiblemente por la presencia de mucopolisacáridos que favorecen su 

engrosamiento formando un complejo estable. Mediante la condensación de colágena soluble o la 

adición de tropocolágena y la formación de enlaces covalentes con unidades de condroitln sulfato, las 

fibrillas delgadas gradualmente se transforman; sin embargo, el origen de las moléculas se atribuye a 

células indiferenciadas de la notocorda, considerando que no es esencial la presencia de organelos 

celulares bien desarrollados, al menos para la síntesis de la tropocolágena (Frederickson y Low, 1971). 

El comportamiento de los comppnentes citoplásmicos de las células notocordales, como el incremento 

estructural maximo del Golgi y del RER, fué descrito en 1985 por Oettinger y colaboradores 

mediante reacciones inmunocitoquímicas con anticuerpos pata proteína de cartílago y para colágena 

tipo 11 (citados por Shinohara y Tanaka,1988). 

Importantes aspectos de la transformación de la notocorda de ave, fueron cuidadosamente descritos por 

Jurand (1962), su origen y los cambios en el arreglo de las células durante:la.morfogénesis del órgano, 

desde el inicio de la diferenciación del tejido cordan1esodérmico en el estadio.HHS.en un punto anterior 

al nudo de Hensen :como wta extensión de la línea primitiva a lo largo del eje, ·hasta las etapas de 

marcada vacuolización en que el autor consideró la manifestación de los primeros cambios involutivos . 

tomando como referencia la serie de I;Iamilton y Hamburger (1951) y analizando su relación con otros 

derivados de las capas germinales. Según sus observaciones, la notocorda y el ectodermo se mantienen 

separados por límites bien definidos, pero por su cercanía establecen contacto estrecho en algunos 

puntos en que aparentemente se forman estructuras de anclaje entre los dos tejidos entre los estadios 

HHS y HH7, mientras que parece estar fusionada con el endodermo en algunos sitios. 

Entre los estadios HH 6-9 la notocorda muestra una marcada separación del mesodermo paraxial y 

simultáneamente el contacto entre las células es más estrecho, la proliferación de las células frente a la 

región del nudo, los cambios que definen su forma y la separación del endodermo se consideran 

algunas de las causas de la transformación del cordamesodermo en la estructura compacta típica 

(Jurand 1962). Conforme avan2:a el desarrollo aumenta el diámetro de la notocorda y los espacios 

intercelulares centrales se interconectan y las células periféricas se organizan en pilas apretadas, además 

es posible reconocer dos tipos celulares por el aspecto del citoplasma. Algunas muestran condensación 

47 



de citoplasma por el empaquetamiento del retículo endoplásmico, las mitocondrias, el Golgi y 

microsomas, mientras que en otras células el citoplasma es menos denso (Jurand, 1962). 

Las observaciones al microscopio electrónico permiten observar que las células de la notocorda se 

mantienen separadas por membranas celulares bien definidas y no se establece un sincitio en ningún 

momento, aún cuando presenta una consistencia gelatinosa que resulta de el alto grado de 

vacuolización, en el cual, según el autor, toman parte el retículo endoplásmico y las mitocondrias. Los 

organelos ya citados y la envoltura nuclear muestran profundas alteraciones que marcan las etapas de 

envejecimiento de la estructura notocordal (Jurand, 1962). 

Diferenciación del epitelio intestinal. El intestino se forma a partir del endodermo y de la hoja interior 

de la esplacnopleura del embrión, que experimenta una serie de cambios para formar un tubo cerrado, 

del endodermo primario se origina la cubierta epitelial del sistema digestivo, del respiratorio y de las 

glándulas asociadas (Patten, 1975). 

El desarrollo del tracto digestivo se ha estudiado ampliamente en aves y se ha observado que diversas 

estructuras secretoras asociadas son activas desde el décimo tercer día de incubación, mientras que en la 

porción del intestino delgado y el duodeno, Jos procesos de la fase final ·de·maduración;son más 

notables días antes de la eclosión. En relación con lo señalado, la actividad enzimática se incrementa · 

progresivamente a partir del día 13, cae significativamente hacia el día 20 y a partir de entonces se 

incrementa de nuevo. La digestión del líquido amniótico rico en proteínas del albúmen se inicia antes 

de la eclosión, debido a la imbibición por el embrión alrededor del día 13 de incubación, cuando 

abunda en el duodeno la quimiotripsina 3, reemplazada rápidamente por la quimitripsina 1 con 

actividad en la fase embrionaria tardía hasta la eclosión. La quimiotripsina 2 se activa después de la 

eclosión y es particularmente agresiva con las proteínas del albumen que tienen un alto contenido en 

leucina, que pueden ser transportadas intactas através del epitelio antes de la eclosión (Freeman y 

Vince, 1974). 

Se reconocen varias transformaciones estructurales a partir de que la primera porción del intestino 

primitivo adquiere un piso celular y se cubre completamente de una capa de endodermo en la región 

cefálica y se extiende hacia la posterior (Romanoff, 1960). La porción del intestino medio mantiene la 

comunicación con el vitelo, hasta que se forma el pedículo vitelino (Patten, 1975). 

El sitio de almacenamiento de material nutritivo es el saco vitelino, que está provisto de un arco 

circulatorio propio. El vitelo no pasa directamente al intestino, las células de la capa que cubre el saco 
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vitelino, producen enzimas digestivas que participan en la formación de una fracción soluble que 

atravieza la cubierta del saco vitelino y de la cubierta endotelial de los vasos sanguíneos, hasta la 

corriente sanguínea que lo distribuye a todo el cuerpo del embrión en crecimiento (Patten, 197S). 

Hacia el día 19 de incubación, la mayor parte del vitelo se encuentra dentro del embrión y los restos del 

saco vitelino desaparecen. La absorción del vitelo se completa en el embrión alrededor de los 6 días de 

la eclosión (Patten, 197S). 

Hacia las SS h de incubación, se reconoce la diferenciación de las regiones faringea y esofágica del 

intestino anterior, pero aun no se establece la abertura de la boca, a la que contribuye una porción del 

ectodermo conocida como estomodeo que con el endodermo forma la placa oral, la cual al romperse 

deja comunicación abierta de Ja faringe con el exterior (Patten, 197S). 

El intestino posterior se reconoce hacia las SO horas de incubación, se alarga a expensas del intestino 

medio y diversas especializaciones regionales se aprecian en etapas avanzadas. La abertura cloaca! se 

forma de una depresión externa conocida como proctodeo, que en el punto de unión con el endodermo 

forma una doble estructura, la membrana cloaca! que da origen a la cloaca (Patten,197S). 

El .epitelio del intestino delgado es uno de los tejidos corporales que se renueva ·mas activamente, su 

vida media es de 36 h y presenta varios tipos celulares que hacen de él otro modelo interesante para los 

estudios de diferenciación, morfogénesis y proliferación (Leblond,196S; Leonhardt;1975). En las etapas 

embrionarias tempranas el endodermo se localiza entre el ectodermo y el vitelo, y el intestino está 

representado por esa capa celular entre el ectodermo y el vitelo (Patten, 197S). La superficie interna del 

intestino de las aves, presenta pliegues o proyecciones dispuestos en un patrón longitudinal 

(Romanoff,1960). Su diferenciación es un proceso complejo, gradual y continuo, a partir de una capa 

epitelial sin polaridad con la formación de un epitelio estratificado de células con marcada polaridad, 

organizadas en la superficie del intestino, notablemente amplificada por numerosos pliegues dispuestos 

transversalmente en relación a su eje longitudinal, que surgen de repliegues de la capa submucosa sin 

afectar la capa muscular (Romanoff, 1960; Leonhardt, 1975; Louvard y col.,1991). 

La diferenciación de las células endodérmicas en células epiteliales del intestino con función de 

absorción, se caracteriza en particular por el desarrollo del borde en cepillo, aspecto que amplifica el 

área superficial de Jos microvilli y modifica la superficie apical, especialmente para la absorción 

eficiente de nutrientes (Heusser y col., 1992) 
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El epitelio monoestratificado formado de células cilíndricas forma parte de las vellosidades y 

microvellosidades en el borde orientado hacia la luz (villi) y en la base forma criptas profundas. Los 

villi pueden ser cortos, en forma de hojas, cónicos o digitiformes y en general decrecen en longitud y 

abundancia de la región cranial a la región terminal caudal del intestino (Romanoff, 1960). 

Las criptas son grupos de células proliferativas indiferenciadas en las que existe un alto indice de 

mitosis; las células que forman el villi migran desde la cripta hasta el ápice, los microvellos y el borde 

en cepillo se forman gradual y sincrónicamente y algunas células de la superficie son exfoliadas 

(Leblond, 1965; Luvard y col.,1991). 

Fossner reportó en 1907, que el epitelio columnar simple cubre la superficie interna del intestino al 

final del tercer día de incubación, y que al cuarto día, se transforma en pseudoestratificado. Cada célula 

epitelial presenta largas mitocondrias, uniformemente distribuidas en posición paralela al eje 

longitudinal a las que se conoce como condriocontos (Romanoff, 1960). Al séptimo día degeneran la 

mayoría de las células cercanas al lumen, por lo que alrededor del noveno día los núcleos se presentan 

alineados en un estrato de tipo basal. En la etapa descrita se presenta una marcada elevación de la 

actividad mitótica, el número de células incrementa, la altura disminuye y la mayoría de las . 

mitocondrias se localizan en posición supranuclear. Las células mesenquimatosas no se multiplican tan 

rapidamente y con el establecimiento de la capa muscular circular, la expansión del epitelio encuentra 

resistencia y se forman pliegues alrededor del sexto día, que se ondula en forma marcada hacia el día 

11. La formación del villus en el pollo se inicia alrededor del día 13 y hacia el día 15 se arregla en 

zigzag. Hacia el día 16 las células epiteliales tienen forma cuboidal y presentan muy pocas 

mitocondrias localizadas en la porción basal. Hacia el final del desarrollo, los villi se alargan, 

incrementan en número, y :as células superficiales organizan un epitelio columnar. Las criptas de 

Lieberkin aparecen en el duodeno hacia el día 17, formadas por activa mitosis del epitelio entre los 

villi. Las células argentafines que se diferencian directamente de células epiteliales entre las cuales se 

reconocen por el día 11 (Romanoff, 1960). 

Abundantes células en copa secretoras de mucus, se presentan en etapas muy avanzadas del desarrollo. 

Algunas células redondas que contienen gránulos eosinófilos se presentan hacia el día 15. El epitelio 

cilíndrico es contínuo con el epitelio de las glándula. Los núcleos de las células se presentan 

basalmente dispuestos y entre el estroma del villi se presentan fibras de la mucosa muscular, capilares 

sanguíneos y linfáticos, fibras elásticas y nervios. El borde libre de las células epiteliales presenta un 

50 



borde estriado de cutícula, antes del séptimo día de incubación, pero su apariencia definitiva se 

reconoce hasta el décimo (Romanoff, 1960). 

La progenie de las células endodérmicas indiferenciadas expresa por lo menos 4 fenotipos 

marcadamente diferentes, según señalan Madara y Trier en 1987 (citados por Louvard y col.,1991) y 

cada tipo celular presenta cambios en una secuencia definida por la migración celular desde la cripta 

hacia el villus. 

En el proceso señalado, se reconocen las células ordenadas por edades a lo largo del eje de 

diferenciación (citados por Louvard y col.,1991), en la región media central de la cripta proliferan las 

células matrices, las células que producen son desplazadas hacia la superficie, se organizan en un 

epitelio y se especializan para absorción y secreción; además se presenta un bajo porcentaje de otros 

tipos, como las células de Paneth y endócrinas (Fukamachi,1992). 

La función secretora del intestino depende de la presencia de células caliciformes secretoras de moco 

distribuidas en las criptas y ocasionalmente en las vellosidades y de las células de Paneth, que 

concentran gran cantidad de estructuras acidófilas en el vértice y basófilas en la porción basal que 

incluye al núcleo, se localizan en el fondo de las criptas y su patrón de distribución en el intestino es . 

muy variable. Además en el fondo de la cripta se presenta un n(1mero reducido de células argentafines- · 

cromafines que contiene 5-hidroxitriptamina y otro grupo de células argirófilas ·no cromafines que 

produce y acumula dopamina. En cuanto a la función absorbente, se realiza en el epitelio de 

revestimiento de las vellosidades, que presenta microvellosidades de alrededor de 1.2 µm de longitud y 

de 0.1 µ de grosor revestidas de una capa de glucoproteínas mediadoras de la absorción, en las cuales se 

han detectado fosfatasas alcalinas principalmente, mientras que en la zona del borde en cepillo y en 

zonas profundas se presentan lipasas y esterasas relacionadas con la absorción de grasas 

(Leonhardt, 1975). 

Las células intestinales diferenciadas expresan altos niveles de hidrolasas en la porción superior del 

villi (Louvard y col.,1991). Sin embargo, durante la diferenciación las células del villus con función de 

absorción, sintetizan enzimas específicas como la maltasa (a-glucosidasa), fosfatasa alcalina y 

aminopeptidasa, las cuales son importantes para las funciones digestivas (Romanoff, 1960; 

Fukamachi,1992). 

Como se describió anteriormente, la arquitectura molecular de las células del borde en cepillo es muy 

compleja, la porción apical en donde se desarrollan los microvellos es rica en elementos del 
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citoesqueleto. A cada microvello se asocia un grupo de 20-30 microfllamentos de actina de las 

isoformas j} y y , que está colocado en posición central, anclado a la membrana plasmática y alcanza la 

punta del microvello. Otras proteínas contribuyen a la organización de esta estructura, como el 

polipéptidos de 68 kDa conocido como fimbrina y el de 95 kDa conocido como villina, que se 

distribuyen a todo lo largo de los filamentos de actina. Otros polipéptidos de 80 kDa y de 11 O kDa 

unidos al complejo de actina se distribuyen solamente en la porción superior del microvello mientras 

que moléculas de tropomiosina se asocian esencialmente a la porción basal del microvello (Louvard y 

col.,1991). 

Se ha observado una red filamentosa en la que se encuentran embebidos los elementos descritos y otros 

filamentos de 10 nm de prequeratina relacionados con los desmosomas de la mácula adherens, un 

anillo de actina de polaridad mixta. Moléculas de tropomiosina, miosina típicamente no muscular, 

caldesmina y la proteina de 36 kDa conocida como calpactina I, complementan el conjunto estructural 

(Louvard y col.,1991). 

El comportamiento de la villina, una proteína globular integrada por dos fracciones de PM 90,000 y 

8.5,000, es de especial interés para el estudio de diferenciación del intestino. En contraste con otras , .. 

proteínas que fonuan parte del citoesqueleto del las células del borde en cepillo, muestra un patrón de ·.: _ 

expresión histoespecífica particular; Se asocia con actina, muestra marcada afinidad por el ión calcio y 

además las variaciones en concentración de éste influyen en sus cambios confonnacionales. Mediante 

técnicas inmunohistoquímicas, se ha detectado villina en diferentes células del tracto urogenital y 

gastrointestinal (Louvard y col.,1991). Las células que presentan borde en cepillo acumulan gran 

cantidad de villina en el ápice, sin embargo también se han reportado bajas cantidades, pero 

significativas, en las células de la cripta indiferenciada de la mucosa intestinal que no lo presentan y en 

las células del tracto digestivo primitivo, precursoras de los enterocitos (Louvard y col.,1991). 

La villina colocaliza con microfilamentos de actina en el ápice de las células diferenciadas, se 

distribuye ampliamente en el citoplasma de las células indiferenciadas y su proporción es variable: las 

células de la cripta presentan niveles bajos de la proteína y los niveles más altos se presentan en el 

fondo del villus, sin embargo el nivel muestra decremento en la superficie del villus, también se 

observó que su proporción es 1 O veces más elevada en los enterocitos maduros que en las células 

inmaduras de la cripta. Todas las células a lo largo del villi expresan RNAm que codifica para villina y 

según observaron de Pringault y sus colaboradores en 1986, el incremento en proteína está en 
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correlación con el marcado incremento en los niveles de RNAm específico, lo que sugirió la posible 

existencia de mecanismos de regulación de la expresión de la proteína como resultado del incremento 

del nivel de transcripción de los genes de villina (citados por Louvard y col., 1991). 

La expresión histoespecífica y la inducción de este proceso durante la diferenciación terminal, subraya 

la estricta regulación de su actividad durante el período embrionario y en el estado adulto. Louvard y 

colaboradores (1991), señalan que el nivel de expresión de la proteína en las células intestinales en 

correlación con el estado de diferenciación, sus propiedades estructurales únicas, su expresión en 

detenninados tipos de células epiteliales y su localización, son aspectos bien conocidos en humanos. 

,._ .... 
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Modelos de comportamiento de la ultraestructura nuclear durante la diferenciación. 

El Tejido Nervioso. La diferenciación del ectodermo incluye al tejido nervioso, la diferenciación 

neuronal implica la pérdida de la división celular y el retardo en la expresión de los genes involucrados 

en la duplicación del material celular, sin embargo la expresión de los genes que determinan las 

características de las neuronas diferenciadas y de las propiedades fenotípicas de cada tipo neuronal, 

muestra un marcado aumento. La síntesis de las proteínas específicas de los tipos de neuronas 

diferenciadas, indica cambios secuenciales sostenidos en la expresión genética hasta la diferenciación 

final. Las neuronas maduras que mantienen altos niveles de síntesis de RNA y proteínas, presentan 

núcleos voluminosos en los cuales abunda la cromatina laxa y que presentan nucleolos grandes, sin 

embargo las células matrices presentan características muy diferentes. 

El estudio de la distribución y frecuencia de las RNPs del núCleo interfásico durante la diferenciación 

neuronal de la médula espinal del embrión de pollo entre los dos días y la eclosión, permitió analizar a 

nivel ultraestructural el fenómeno de regulación de la expresión de los genes (V ázquez Nín y col., 1980; 

1983). La diferenciación de las células matrices en neuroblastos y en neuronas consiste de tres etapas 

que se reconocen .por la conformación del núcleo y por variaciones del contenido .cromatínico y ·RNP : ··· 

nuclear. En la primera etapa las células matrices son pequeñas con nucleolos·voluminosos, presentan-:::;. 

cromatina con alto grado de compactación, pocos GPCs y numerosas fibras·RNP, características de las 

células matrices de la médula espinal cervical de pollo de 2 días de incubación y de las células de la 

capa ependimaria del pollo de 4 días. En la segunda etapa los pequeños neuroblastos presentan · 

nucleolos de menor tamaño que el observado en las células matrices, descompactación de la cromatina 

y gran cantidad de RNPs de tipo fibrilar, cambios que suceden sin modificaciones en el volumen 

nuclear. 

En la tercera etapa, se determinó que la presencia de gran cantidad de fibrillas RNPs y GPCs y el 

componente cromatínico predominante de configuración laxa caracterizan a las voluminosas neuronas 

inmaduras con núcleos y nucleolos de notables dimensiones (Vázquez-Nín y col., 1980; 1983; Ortega

Rangel, 1986). Modificaciones similares se observaron posteriormente en músculo en qiferenciación. 

El tejido muscular. Herrmann en 1952, observó en embrión de pollo que los mioblastos en migración 

experimentan contracción lenta desde el sexto día del desarrollo, antes de las primeras células 
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contráctiles puedan ser reconocidas histológicamente, presentan características bioquímicas de etapas 

avanzadas (citado por Ogawa, 1962). 

El músculo se forma del mesodermo el cual se organiza inicialmente una red celular tridimensional o 

mesénquima (Alberts y col.,1994). Las células mesodérmicas son precursoras de diferentes tipos 

celulares: adipoblastos, condroblastos y mioblastos, considerando a estos últimos de especial atractivo 

por que representan un sistema que después de generar lineas celulares estables diferenciadas e 

indiferenciadas, la división celular se frena y se reconocen eventos terminales específicos por la 

expresión de genes específicos y la formación de miotubos multinucleados (Olson y col.,1991). 

Bellairs y colaboradores publicaron en 1986 que a partir de los somitas se forma el músculo esquelético 

corporal y según la publicación de Watchler y colaboradores del mismo año, algunos músculos de la 

cabeza derivan de la placa precordal, ambas estructuras soh consideradas de origen mesodérmico 

(citado por Buckingham, 1992). 

Los primeros somitas, se forman por segmentación del mesodermo paraaxial, organizado en esferas 

huecas de células de tipo epitelial de las que inicialmente se diferencian .el dermamiotomo y el 

esclerotomo y más tarde el miotomo y. el dermatomo, regiones parcialmente o.involucradas en la 

formación de la piel, el músculo y de las estructuras esqueléticas. Konigsberg (1974) resume,algunas ... 

de las particularidades de la miogénesis in vilro, recalcando que en los primeros estadios del desarrollo, 

todas las células del embrión muestran cambios sincronizados y gradualmente se presentan 

caractedsticas diferenciales. 

Partiendo de que las células clonadas de un tipo histológico particular, al ser cultivadas y adaptadas a 

diferentes medios muestran características diferentes, fué diseñado un método para cultivar células de 

músculo. Los cambios específicos en los cultivos fueron identificados y determinados con base en las 

evidencias de fusión sucesiva de células individuales. Las primeras células contienen muchos núcleos, 

posteriormente se observaron contracciones espontáneas y al final se establece un patrón típico de 

estrías (Konigsberg, 1974). Los mioblastos mononucleados se dividen, migran y organizan cordones de 

células que más tarde se fusionan y forman miotúbulos (Chevallier y col., 1977; Olson y col., 1991). 

Existen diferentes tipos de células musculares, incluyendo algunas fibras de gran volumen, que 

presentan numerosos núcleos distribuidos a lo largo de su longitud total. Mintz y Baker en 1967 

realizaron observaciones en músculo obtenido de especies quiméricas para determinar si las fibras 
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musculares multinucleadas se forman por la fusión de mioblastos o por divisiones nucleares repetidas 

sin segmentación (citados por Hall y Ralston,1989). 

Los resultados de los estudios señalados, proporcionaron evidencias decisivas de la formación de fibras 

multinucleadas por fusión nuclear y abrieron nuevas posibilidades para el análisis del mecanismo de 

traducción del RNAm en el RER cercano al núcleo que lo sintetizó, para trazar la migración del RNA y 

determinar si los mioblastos que forman un miotúbulo no son idénticos y difieren en su potencial 

pueden ser distinguidos en un estadio que precede a la formación del miotubo, como propusieron Miller 

y Stockdale en 1986 (citado por Hall y Ralston,1989). Posteriormente los experimentos de 

implantación de tejido embrionario de pollo en codorniz permitieron a Kahen y colaboradores (1988) 

comprobar la migración de células programadas para formar exclusiv'.'IIlente músculo y proponer un 

modelo de diferenciación considerando que la formación del ·miotomo se realiza a partir de la región 

central del somita, de células que migran del dermamiotomo, principalmente de la región craneal dorsal 

adyacente al tubo neural (citado por Buckingham, 1992). La actividad de síntesis durante la 

diferenciación del tejido, depende de la presencia de la actina y la miosina, elementos .básicos de los 

miofilamentos que se organizan en miofibrillas y éstas a su vez en fibras musculares, .moléculas 

detectadas a las 72 y 96 h respectivamente, durante la incubación del embrión de pollo (Ogawa,1962). 

Proteínas del tipo de la tropomiosina, la cadena pesada de la miosina, la actina específica y creatinin- . 

cinasa fueron detectados en la etapa que el mioblasto deja de dividirse (Shimada,1971). La 

tropomiosina y la troponina ocupan sitios específicos y son reguladoras de la contracción (Banks,1981). 

Nameroffy Munnar (1976) reportaron que previamente a la fusión de las células se frena la síntesis de 

DNA y la división celular. De acuerdo con Olson y Colaboradores (1991), la expresión de genes 

específicos del músculo sucede cuando se detiene la división celular, se dispara la fusión y se forman 

los miotúbulos multinucleados. 

Se considera que la diferenciación en este sistema está dirigida por la transcripción coordinada de 

genes y la acumulación de RNAm de proteínas específicas de varios tipos, que son ensambladas en el 

aparato contráctil funcional (Thinakaran y Bag, 1991; Olson y col., 1991 ). 

Se reconoce la existencia de una familia de factores proteicos específicos, casi idénticos 

estructuralmente, integrantes del grupo HLH (Helix-Loop-Helix), que pueden activar el fenotipo 

miogénico al ser transfectados en células no musculares, pueden unirse a DNA y transactivar genes 
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músculo específicos, que se presentan durante la determinación y diferenciación de células de músculo 

en cultivo, en forma de Myo D, miogenina, Myf-5 y MRF-4 (Olson y col.,1991). 

La diferenciación del músculo ocurre cuando son activados los factores reguladores HLH, 

originalmente bloqueados por factores del crecimiento (Olson y col.,1991). Los factores citados son 

casi idénticos estructuralmente, sin embargo, exhiben patrones de expresión particulares: Los 

transcritos del factor Myf-5 se detectan inicialmente en la región de dermomiotomo del somita de ratón 

en etapas tempranas del desarrollo, mientras que los transcritos de miogenína se detectan solamente en 

la región del miotomo, aproximadamente dos días antes que los transcritos de MyoD. Estas diferencias 

sugieren la participación de los factores HLH en el control de la expresión fenotípica (Hinterberger y 

col.,1991). Se considera que el músculo diferenciado es fisiológicamente maduro cuando establece 

contacto con el sistema nervioso mediante la formación de la placa motora (Kalcheim y col., 1982). 

Mediante técnicas de hibridación in situ, se determinó la localización de RNAm específico alrededor de 

los núcleos de células de la placa terminal, que codifica para dos subunidades diferentes de los 

receptores para acetilcolina, cuya estructura y distribución en músculo , varía ·.en el desarrollo, la 

subunidad a. se presenta en músculo fetal y adulto, mientras .que la subunidad ·E aparece ·en etapa 

postnatal y se considera el subtipo de receptor - acetilcolina maduro.· El ·RNAm que codifica para la 

subunidad E se presenta localmente en el sitio de contacto neuromuscular y su acumulación en la placa 

terminal no depende de la presencia continua de la terminal nerviosa durante la formación de la 

si_napsis. Los autores sugieren que la localización de la expresión del RNAm de la subunidad E del 

receptor acetilcolina, inducida localmente por una señal restringida a la región de la placa terminal, es 

dependiente del contacto nervio - músculo en los primeros días de formación de la sinapsis durante la 

etapa fetal (Brenner y col.,1990). 

Las características de los elementos ribonúcleoproteicos nucleares en diferentes etapas del desarrollo 

del embrión de ave, se estudiaron al microscopio electrónico, siguiendo la serie cronológica

morfológica de Hamburger y Hamilton (1951). La densidad numérica de los GPCs (N/µm2
) en los 

primeros estadios varía entre 0.22 y 0.4lµm2
, se incrementa gradualmente entre los estadios 39 y 41, en 

el estadio HH43 alcanza el valor pico (2/µm2
) y decrece un poco en el recién nacido. Este incremento 

coincide con la reducción en volumen nucleolar que en el estadio HH43 alcanza su valor más bajo, 
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menor a O.OSµm3
• La fracción del espacio nuclear ocupada por otras RNPs no se altera notablemente y 

el volumen nuclear se mantiene alrededor de 1Sµm3
, y no presenta marcadas variaciones (Zavala y 

col.,1992). 

La técnica de Barroso-Moguel y Costero (1962), fué utilizada para determinar la inervación del 

músculo de la región cervical del embrión, y se observó que en el estadio HH39, los núcleos se 

presentan centralmente, los miofilamentos son incipientes, y no se detectaron fibras argirófilas. En el 

estadio HH43 se determinó la impregnación de múltiples fibras nerviosas y terminales nerviosas en 

botón (Zavala y col.,1992). En el estudio citado se determinó el efecto modulador sobre la expresión de 

los genes de la fibra muscular en el momento del establecimiento de las conexiones nerviosas, que 

posteriormente ejercen acción trófica constante sobre el músculo. 

Como sugieren Beebee y Butterworth (1980), los sistemas en desarrollo representan un material de 

especial interés para examinar la regulación de la expresión genética, debido a que las células en 

proceso de determinación y diferenciación terminal, en las que la expresión de . genes se altera, se 

reflejan cambios en la velocidad de síntesis del RNA para determinadas ·etapas .de la ontogénia; Los 

hallazgos (citados sobre las variaciones de estructuras RNP nucleares, se .relacionan .con·1a serie de · 

transformaciones funcionales y estructurales de cada tipo celular, como resultado de los genes que 

expresan y del tipo de proteína que producen. Desde el origen de cada tipo celular se manifiestan 

diferencias en cuanto al tiempo o intensidad de copia del DNA en forma de RNA y la síntesis fmal de 

proteínas. 
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VI. OBJETIVOS 

Los objetivos considerados en el presente estudio se sefialan a continuación: 

1) Determinar los patrones morfológicos y estructurales del núcleo celular de diferentes tejidos 

derivados de las tres capas germinales. 

2) Analizar las caracteristicas ultraestructurales del componente ribonucleoproteico extranucleolar en 

núcleos interfásicos, en embriones de ave de etapas muy tempranas :.de ·la· diferenciación .. hasta 

individuos recién nacidos. 

3). Cuantificar las variaciones de las ribonucleoproteínas, en particular del nucleolo y los gránulos 

pericromatinianos (GPC) y relacionarlas con las etapas críticas de la diferenciación y maduración, así 

como con aspectos funcionales de cada tipo celular. 
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VII. MATERIAL Y METODO. 

Huevos fértiles de gallina (Gallus domesticus) de la raza White leghom, fueron incubados a una 

temperatura de 37 - 38°C y humedad de 85%, durante diferentes tiempos para obtener embriones de los 

estadios objeto de este estudio. 

La edad de los embriones se determinó tomando como referencia la serie cronológica basada en la 

morfología publicada en 1951 por Viktor Hamburger y Howard L. Hamilton. Las muestras de tejidos 

en diferenciación fueron obtenidas de embriones correspondientes a diferentes estadios (HH) y de 

pollos recién nacidos (RN). 

Selección de estadios para la toma de muestras. 

Las características del núcleo interfásico de células de etapas tempranas de diferenciación, se estudiaron 

mediante diferentes técnicas de contraste. 

a) En células del epiblasto de embriones del estadio HH3 de aproximadamente 13 h de incubación, en 

los cuales la línea primitiva se encuentra en proceso de transición a hendidura primitiva (Arey,1956). 

Del epiblasto se diferencian las tres capas germinales y a continuación :'se sefialan los tejidos y los · 

estadios seleccionados para el estudio ultraestructural: 

b) Los núcleos del ectodermo y dd.epitelio superficial de la epidermis en el,proceso de formación de la 

piel, fueron estudiados en embriones de los estadios HH9(30h), HHI 1(42h), HH16(56h), HH41(15 

días) y RN(21 días, coincide con la eclosión) 

c) Los núcleos del endodermo y del epitelio intestinal, durante el proceso de diferenciación del 

intestino, en muestras de embriones de los estadios HHI I, HH16, HH30 (6Y:z días) y del intestino 

delgado de embriones de los estadios HH41, HH43 (17 días) y RN. 

c) Los núcleos de las células de la notocorda en muestras de embriones de los estadios HH9, HHl 1, 

HHl6, HH19 (68h), HH21 (3días), HH30 (6 Y. días), HH32 (7Y.días) y HH36 (10 días de incubación). 

Microscopía óptica. Para determinar las zonas de estudio y realizar las mediciones de volumen 

nuclear y nucleolar, se utilizaron cortes semifinos de los diferentes tejidos de embriones de diferentes 

edades incluidos en resina epóxica, que fueron teiiidos y estudiados como se describe a continuación. 
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Ii.nl<Wn.- Los cortes semifmos de O.Sµm fueron montados en portaobjetos de vidrio y tei'lidos con azul 

de toluidina al 1 % disuelto en una solución de bórax al 1 % en agua destilada y con un microscopio 

fotónico se evaluó la preservación de las muestras y se localizaron las zonas de estudio .. 

Morfometría.-Se estudiaron las características morfológicas de los diferentes tejidos en los diferentes 

estadios y se realizaron mediciones del diámetro nuclear y nucleolar (mayor y menor) a un aumento fijo 

(1,600 X), utilizando cortes de las muestras incluidas en epón, de alrededor de 350 nm de grosor, 

obtenidos con un ultramicrotomo manual, marca Sorvall modelo MTI, teñidos con azul de toluidina al 

1 % y utilizando un sistema de observación integrado por un microscopio estándar de la casa Zeiss, al 

que se adaptó un lente intermedio (optovar) y un ocular micrométrico provisto de vernier. Los datos se 

utilizaron para determinar el volumen nuclear y nucleolar, mediante un programa de cómputo diseñado 

para obtener diversos datos morfométricos. 

Microscopia Electrónica. Se procesaron muestras para estudiar las características del núcleo mediante 

la técnica de doble contraste utilizando el material postfijado en osmio e incluido en epón, de contraste 

preferencial para ribonucleoproteínas (EDTA) en muestras sin postfijación;dncluido en resina·epóxica y .. 

para cromatina (PT A) en muestras sin postfijación incluidas en resina acrilica. ,. , .. ·· ·· 

Eiiru;ión.- Para la obtención de muestras, se utilizó una solución de paraformaldehído . al ·2% · y 

glutaraldehído al 1 % en amortiguador de fosfatos 0.2M a pH 7 .2, a 37ºC durante 1 h. 

Las muestras de epiblasto (HH3) se fijaron por goteo e inyectando la solución fijadora debajo del. 

blastocisto, el cual fué disecado, extraído del vitelo y colocado en la misma solución dentro de un vial. 

En los estadios HH9, HHl 1 y HH16 la solución fijadora se inyectó por debajo del embrión, el cual se 

separa inmediatamente del vitelo, realizando la extracción inmediatamente y seccionando muestras 

pequeñas y delgadas, que se lavaron· y colocaron en viales con fijador. 

Las muestras de embriones desde los estadios HH2 l hasta los pollos recién nacidos, fueron obtenidas 

inyectando la solución fijadora en la región del cuello y en la cavidad abdominal e inmediatamente se 

llevó a cabo la disección, separando en viales con fijador y etiquetados, los trozos de ectodermo-piel, 

endodermo-intestino y notocorda. Después de la fijación y antes de la deshidratación se lava el material 

con solución de fosfatos 0.2 M a pH 7.2 a temperatura ambiente y se separaron algunas muestras para 

tratamiento con ósmio, otras para procesamiento en resina epóxica y otras para procesamiento en 

glicolmetacrilato. 
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. 
Pg5tfijación.- Algunas muestras de los tejidos señalados, fueron procesadas en solución de tetraóxido 

de osmio al 1 % en amortiguador de fosfatos durante 1 h y al final se lavaron con amortiguador. 

Deshjdratacióo.- Para incluir en resina epóxica, las muestras osmificadas y las obtenidas directamente 

de la fijación, se deshidrataron con alcoholes (inciso a). También se utilizaron mezclas de 

glicolmetacrilato, para la deshidratación gradual de las muestras que requieren la polimerización de ese 

medio de inclusión, siguiendo el procedimiento de rutina utilizado en el laboratorio de microscopía 

electrónica de la facultad de Ciencias de la UNAM (inciso b). 

a) La deshidratación de las muestras osmiflcadas y de las no osmiflcadas, se realizó por separado en 

alcoholes graduales en serie, del etanol 70° hasta alcohol absoluto, en cambios de 20 minutos y dos 

cambios en óxido de propileno de 15 minutos. Las muestras fueron sometidas a un tratamiento de 

preinclusión que se llevó a cabo en mezclas de óxido de propileno y la mezcla de resina epóxica 

utilizada para la inclusión en tres diferentes proporciones (2:1 durante lh, 1:1 durante 12 h y 1:2 

durante 12 h). 

La resina epóxica para inclusión se preparó utilizando: 10.13 g de glicidólico de éter (Epikote), 9.3 g de 

anhídrido dodecenil succínico (DDSA), 3.8 g de metil norbornendicarboxílico (NMA) y 0.33 g de 

dimetil aminometilfenol (DMP). La resina con las muestras fué polimerizada a 60°C en· moldes planos. 

b) Las muestras de tejidos procesados para evidenciar la cromatina, fueron lavados en ~ortiguador 

después de hora y media de fijación, se deshidrataron gradualmente con glicolmetacrilato (GMA) 

preparado a diferentes porcentajes (70%, 80%, 97%), en una mezcla 50:50 de GMA al 97 % y solución 

no polimerizada, cambiando el medio en tiempos de 20 minutos. Por último, se realizó un cambio 

adicional de solución no polimerizada de 20 minutos. La preinclusión de los trocitos de tejido se realizó 

en prepolímero de GMA durante 18 h y para la inclusión se utilizaron cápsulas de gelatina con 

prepolfmero nuevo evitando dejar burbujas de aire al tapar. Para la polimerización de esta resina se 

utilizó una cámara de luz ultravioleta por 24 h . 

.c&11!:.- Las muestras polimerizadas en los bloques de EPON y en cápsulas con GMA, fueron cortadas 

en un microtomo MTl de la casa Sorvall utilizando cuchillas de vidrio para obtener secciones de 

diferentes grosores. 

Cgptraste.-Los cortes ultraflnos de 60 a 90 nm de muestras incluidas en epón o en GMA, fueron 

depositados en rejillas de cobre cubiertas con fomvar. Se dejaron secar al aire y se procedió a la 

aplicación del método de contraste adecuado para cada caso, según se describe a continuación: 
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a) Para el contraste general de la estructura celular de los diferentes tejidos osmificados e incluidos en 

epón, se utilizaron soluciones de acetato de uranilo al 3 % (20 minutos) y de citrato de plomo al 0.3 % 

(10 minutos), flotando las rejillas con cortes en gotas de las soluciones señaladas, dentro de .una caja de 

petri con un algodón húmedo. 

b) Para el estudio de las RNP se utilizó el método de contraste preferencial (Bemhard,1969), flotando 

las rejillas con los cortes ultrafinos, primero en la solución de acetato de uranilo (3 minutos), 

posteriormente en la solución de EDTA al 0.2M (15 a 20 minutos) y al final en la solución de citrato de 

plomo (3 minutos). Para las muestras de las primeras etapas de incubación se redujo el tiempo de 

tratamiento con EDT A a 1 O minutos o menos debido a que las estructuras RNPs se decoloran con 

tiempos más largos. 

c) Para el estudio de la cromatina se utilizaron cortes ultrafinos montados en rejillas cubiertas con 

formvar, los cuales se flotaron durante 20 minutos en una solución de acido fosfotúngstico al 3% 

ajustada a pH 7.2. 

En todos los casos las rejilllas fueron lavadas cuidadosamente por goteo con agua desionizada. En el 

caso del contraste general y de la técnica preferencial para RNPs, se realizó un lavado intermedio a la 

aplicación de cada solución de los 'diferentes contrastantes y un lavado final;- Las muestras lavadas se 

dejaron secar completamente antes de observar al microscopio electrónico ..... 

Obtención de ima¡¡enes. 

Técnica preferencial para ribonucleqproteínas.- Los núcleos en los que se logró un grado de contraste 

adecuado con la técnica del EDT A para analizar los GPCs, fueron fotografiados en los microscopios 

electrónicos de transmisión EM9 y EMlO de la casa Car! Zeiss a 8,800 y 12,500 aumentos 

respectivamente. Los negativos fueron revelados e impresos en papel a un aumento final de 25,000 X. 

Se fotografiaron 20 núcleos de cada tejido de los diferentes estadios seleccionados. 

- En los cortes de embriones de estadios posteriores al HH3, se fotografiaron los núcleos del ectodermo 

y en los cortes de muestras de piel, se fotografiaron los núcleos de las células del epitelio superficial no 

queratinizado. 

- En los cortes de notocorda, se fotografiaron los núcleos localizados centralmente y en la periferia. 

- En los cortes de embriones de los estadios tempranos, se fotografiaron los núcleos del endodermo y en 

los cortes de muestras del intestino, se fotografiaron los núcleos de la capa superficial de la región del 

villus. 
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Técnica de contraste para cromatina.- Los tejidos procesados e incluidos en GMA y contrastados con 

PT A, fueron fotografiados a diferentes aumentos y las imágenes se utilizaron para complementar el 

aspecto cualitativo del estudio, en particular en lo que se refiere a los cambios en la disposición de la 

cromatina. 

Técnica de contraste ¡:eneral.- Los cortes de tejidos procesados con osmio e incluidos en EPON, fueron 

contrastados con uranilo y plomo en solución, y se tomaron algunas imagenes para complementar el 

estudio de la disposición de las ribonucleoproteínas nucleares, particularmente durante la formación de 

la piel. 

Cuantificación de estructuras y anáHsis de la frecuencia.- En las imágenes impresas, se evaluó la 

frecuencia numérica de GPCs contando el número total de éstas estructuras presentes en cada núcleo. 

La relación entre la frecuencia y el área nuclear fué determinada mediante el programa de computo 

CLOE diseñado para el laboratorio de Microscopía Electrónica de la Facultad de Ciencias de la 

UNAM. Los datos fueron procesados para obtener los valores de media, desviación estandar y error 

estandar. 

Los resultados se presentan .. en gráficas de volumen nuclear, de volumen nucleolar.y de frecuencia de· 

GPCs, que comparan las particularidades de los núcleos celulares de los tres tejidos, notocorda;piel e 

intestino. Para cada caso se presentan las tablas de datos y de significancia estadística de análisis de 

varianza (ANOV A). 
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VID. RESULTADOS 

Tomando como base las mediciones del volumen nuclear y nucleolar obtenidas con el sistema óptico 

descrito en la metodología, fué posible reconocer diferentes patrones de comportamiento de los núcleos 

de los diferentes tipos celulares estudiados, en particular entre los núcleos de un mismo tejido en las 

diferentes etapas del desarrollo y en general entre los núcleos de los diferentes tejidos . 
• 

En lo referente al aspecto ultraestructural, mediante diferentes técnicas de contraste, fué posible 

analizar las características nucleares en diferentes etapas de la maduración de la notocorda y de dos 

epitelios, el superficial de la piel y el intestinal de borde en cepillo; la técnica preferencial del EDTA 

fué utilizada para abordar el aspecto fundamental del presente estudio, es decir, ·el análisis de la 

estructuras ribonucleoproteicas. Las técnicas de doble contraste y del PT A para contraste preferencial 

de cromatina fueron de utilidad para la obtención de imágenes de núcleos de ectodermo y endodermo 

de las etapas tempranas y de células diferenciadas de piel y epitelio intestinal, que se presentan como 

material complementario. 

Primeras etapas de la djferencinción. _ . 

Los núcleos de las células del epiblasto del estadio HH3, representan el patrón de la organización de la 

capa indiferenciada respecto a los núcleos de las células de las capas de etapas tempranas de la 

diferenciación, de estadios subsecuentes y de las células diferenciadas. 

El aspecto del nucleolo y las características de la distribución de la cromatina y de los demás elementos 

del núcleo de los tipos celulares estudiados en los diferentes estadios del desarrollo, se reconocen 

facilmente con la aplicación de la técnica de doble contraste; sin embargo, el análisis de las estructuras 

RNPs requiere del uso de otro método de contraste y la adaptación de los tiempos de aplicación. 

Las imágenes obtenidas al ME de material contrastado con la técnica preferencial de Bemhard (1969), 

muestran la distribución de las estructuras RNPs en el epiblasto (HH3) y permiten apreciar los cambios 

estructurales del núcleo interfásico, en etapas posteriores que coinciden con la diferenciación en 

ectodermo, en cordamesodermo y en endodermo. 

Las características nucleares para cada tipo celular, observadas en el presente estudio se describen a 

continuación. 
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EPmLASTO. 

Aspectos ¡¡enerales.- En los embriones en el estadio HH3 (portada del apéndice de figuras), es posible 

apreciar el epiblasto aún indiferenciado, que se reconoce como una capa formada por células cilíndricas 

con abundante citoplasma, que presentan núcleos voluminosos, con grandes nucleolos de aspecto 

nucleolonemal o laxo que sugieren una actividad de síntesis intensa. El hipoblasto del embrión, es una 

capa dispuesta entre el epiblasto y el vitelo, formada por células con escaso citoplasma. El citoplasma 

de las células del estadio HH3 contiene numerosos ribosomas, también presenta vacuolas y gránulos de 

vitelo en diversos grados de degeneración. Las mitocondrias son poco frecuentes, los centriolos y el 

retículo endoplásmico son sencillos y en algunos sitios se aprecian uniones de reforzamiento. 

Estereolo¡¡ía.- Los núcleos de las células del epiblasto de 13 h de incubación (HH3), miden en 

promedio 66 µm3 (gráficas 1,4 y 7) y los nucleolos alrededor di': 3.5 µm3 de volumen (gráficas 2,5 y 8). 

Ultraestructura.- Con la técnica de doble contraste se reconocen algunos cuerpos de cromatina 

compacta alejados de la envoltura nuclear o en contacto con un nucleolo grande de aspecto 

nucleolonemal y se presentan numerosas estructuras granulares y fibrilares dispersas. (fig. l). 

Las muestras contrastadas con la técnica preferencial (Bemhard,1969)>permiten apreciar mejor la 

estructura granular.y fibrilar del nucleolo y de las RNPs en general, así como la distribución de estas 

últimas. Las fibrillas RNPs se disponen irregularmente y forman un denso· entramado con los GICs, sin 

embargo no se aprecia la formación de cúmulos o agrupaciones definidas. Los GPCs, se localizan en la 

región intercromatiniana y en los bordes de los pequeños grumos de cromatina compacta, que están en 

contacto con la envoltura nuclear y es dificil reconocer el halo que los rodea, debido a que la 

conformación de cromatina laxa predomina (fig.2). El nivel de GPCs en núcleos de epiblasto, es de 

0.76/µm2
, en muestras del estadio HH3. 

Distrjbucjón de la cromatjna en núcleos de las tres capas embrjonarjas.- En las muestras de 

embriones del estadio HHI l contrastadas con PTA, la cromatina en los núcleos de ectodermo (fig.3.a) 

y notocorda (fig.3.b), se presenta en pequeños cúmulos electrón densos dispersos en el nucleoplasma, 

alejados de la envoltura nuclear y otra fracción que muestra una estrecha relación con el interior y con 

la periferia nucleolar. En los núcleos de endodermo (fig.3.c), el elemento cromatínico predominante es 

el de configuración laxa, se reconocen pocos elementos de cromatina perinucleolar y las fracciones 

adheridas con la envoltura nuclear están poco definidas. Debido a la técnica de contraste, en los tres 

casos se presentan nucleolos decolorados. 
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ECTODERMO - PIEL. 

Estereoloiía.- Los núcleos del ectodenno en el proceso de fonnación de la piel tienden a una reducción 

gradual, tomando como referencia el volumen del núcleo de las células del epiblasto en HH3 (66 µm3
), 

como se observó al comparar los núcleos de las células superficiales de las muestras de piel entre los 

estadios HH9 (58 µm3
) - HH30 (19.3 µm3

). En el estadio HH41 se observó un marcado incremento en 

el volumen nuclear hasta 34 µm3
, sin embargo, en los núcleos del estrato de transición de la capa 

superficial no queratinizada de la piel del pollo recién nacido el volumen promedio es de 17.3 µm3 

(gráfica 1), una variación muy importante que representa la reducción del volumen nuclear 

aproximadamente a menos de un tercio del valor observado en epiblasto (HH3) y en ectodenno entre 

los estadios HH9 y HH30. 

También se observaron cambios en el nucleolo, que mide alrededor de 3.5 µm3 en el epiblasto de la 

etapa HH3, sobrepasa las 5 µm3 en el epitelio (HH9) y se reduce gradualmente en los estadios 

posteriores, midiendo hasta 0.6 µm3 en los núcleos de las células de la capa de transición en piel de 

pollos recién nacidos (gráfica 2). Los valores del volumen nuclear y nucleolar por estadio de epiblasto, 

ectodermo y piel se presentan y comparan en la tabla 1 y 2 respectivamente:· .. 

Ultraestructura.- El núcleo de las células de la piel en diferenciación, además de. la fluctuación ·de 

volumen, cambia de fonna y presenta cambios discretos en la distribución de la5 estructuras. En· las 

primeras etapas, las RNPs se encuentran ampliamente dispersas y los grandes nucleolos presentan 

aspecto nucleolonemal, como se observa en las muestras de ectodenno y piel primitiva de los estadios 

HHl 1 (fig.4), HH 21 (fig.5.a) y HH41(fig.6a), material contrastado con la técnica de tinción 

preferencial. 

Los primeros cambios en la distribución de los componentes señalados, se reconocen en las células de 

la capa intermedia del estadio HH43, procesadas por el método de doble contraste con soluciones de 

uranilo y plomo, con lo cual se logró evidenciar el desplazamiento de las RNPs por la incipiente 

compactación de la cromatina (fig.6.b ). 

En este estudio se aprecia una distribución muy localizada de RNPs y la presencia de nucleolos 

compactos de volumen reducido, en los núcleos la capa de transición de la piel diferenciada contrastada 

con EDTA (fig.7) 

El componente cromatínico es discreto en los núcleos de los primeros estadios, como se observa en 

muestras del estadio HHll procesadas en glicol metacrilato y contrastadas con PTA (fig.3.a), en las 
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muestras incluidas en epón y contrastadas con soluciones de uranilo y plomo, de estadios intermedios 

(figs.5.b, 6.b), y en los núcleos de la capa basal de piel diferenciada (fig.9.b). Los cambios en la 

confonnación de la cromatina durante la diferenciación, se aprecian claramente en Jos estratos de la 

piel: en los núcleos de la capa intermedia, la cromatina se encuentra ligeramente compactada (8.a), 

mientras que, en los núcleos planos de las células corniflcadas del estrato superficial de descamación, la 

compactación se acentúa (fig.8.b) y la estructura en general sufre una dramática transfonnación con 

respecto a la observada en células de la capa de transición de piel de pollos recién nacidos, que 

presentan núcleos alargados (fig.9.b). 

Los cambios progresivos en el citoplasma y en el núcleo, se reconocen en las muestras de epidermis de 

la región del cuello del estadio HH4 l (fig. 9.a) y en las diferentes capas celulares de piel del recién 

nacido que manifiestan características estructurales de las etapas anteriores, abundante citoplasma y 

núcleos grandes en las células de la capa basal, reducción del citoplasma y núcleos ligeramente más 

voluminosos en las células de la capa intermedia o espinosa y núcleos alargados en las células de Ja 

capa de transición que muestran aplanamiento (fig.9.b). En las membranas se aprecian estructuras de 

reforzamiento (fig. 7) que mantienen a las células unidas y conforme avanza la :cornificación se 

debilitan (flg.9.b). Al tiempo que se reduce el espacio citoplasmático, ·degeneran organelos y .los 

núcleos de las células aplanadas desplazadas hacia la superficie, muestran ·condensación ·de la 

cromatina, compactación del nucleolo y disminución del espacio intercromatiniano, lo cual se puede 

apreciar en material contrastado con EDTA (fig. 7), con PTA (fig. 8.b) y por doble contraste (figs. 8.a, 

9.b). La descamación de la capa superficial ocurre por la ruptura de las uniones reforzadas seftaladas 

(flg. 9.b). La tinción preferencial del EDTA revela la presencia en el citoplasma de numerosos 

ribosomas, gránulos de tamaño aproximado al de los GPC nucleares, estructuras fibrilares dispersas 

(figs.4,5.a, 5.b. y 6.a) y también es posible apreciar material asociado en el exterior de los poros 

(fig.5.a). 

Durante la diferenciación de la piel, aún cuando las RNPs se mantienen como estructuras abundantes, 

bien definidas y que el componente fibrilar y los numerosos GICs se presentan irregularmente 

dispuestos, la frecuencia de los OPCs en el núcleo de las células del ectodermo, se modifica después de 

las 42 hrs de incubación; el nivel es bajo (0.67/µm2
) en el estadio HHl l, se incrementa (0.81/µm2

) en 

los núcleos de la capa superficial del epitelio en el estadio HH41 y en los núcleos de la capa de 
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transición en muestras de recién nacidos, alcanza el máximo nivel (l .07/µm2
), que sobrepasa el nivel de 

GPCs observado en núcleos de epiblasto del estadio HH3 (O. 76/µm2
) (gráfica 3 y tabla 3) . 

. ..... , ': 
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NOTOCORDA. 

Mjcroscapfa ó.ptica.- En embriones de etapas tempranas, la notocorda se localiza entre la capa del 

ectodermo y sistema nervioso, del endodermo y de los somitas en formación (Fig.1 O.a), se transforma 

en un bastón formado por un gran número de células apiladas que presentan núcleos orientados hacia el 

exterior, alrededor del cual en el estadio HH16 se deposita gradualmente una cubierta fibrilar (flg 10.b). 

En las etapas avanzadas, el aspecto histológico más notable del órgano notocordal es la presencia de 

numerosas vacuolas que gradualmente aumentan de volumen y se interconectan, como se observa en 

cortes de embriones del estadio HH36, en que se aprecian los cuerpos vertebrales en formación 

(Fig.10.c). 

Estereolo~fa.- Con respecto al volumen nuclear observado en el epiblasto (66 µm3
), se observó una 

notable disminución, debido a que el volumen nuclear en las células de la notocorda del estadio HH9 es 

de solamente 30 µm3
• Sin embargo, en este tejido no se registraron variaciones importantes a lo largo 

del proceso de diferenciación y el tamaño de los núcleos fluctúa alrededor de 30 µm3 (gráfica 4), 

unicamente en el estadio HH21 baja ligeramente a 25.9 µm3 y se recupera en los estadios posteriores. 

El volumen nucleolar en las células de la notocorda, se reduce de 3.5 ~tm3 observado en epiblasto, hasta 

aproximadam¡;nte 2 µm3 durante los primeros estadios (HH 9, 11 y 16), se reduce de nuevo hasta 0.62 

µ3 en el estadio HH30 y posteriormente se incrementa, hasta aproximadamente 1 µm3 en HH36 que fué 

el último estadio estudiado (gráfica 5). 

Ultraestructura .- Las primeras observaciones de la distribución de las RNPs nucleares se realizaron en 

muestras del estadio HH9, etapa de organización de la estructura notocordal, en que el número de 

células es bajo. Los núcleos de las células están orientados hacia la periferia, presentan nucleolos 

voluminosos, gran número de GPCs dispersos entre el componente fibrilar y además se presentan GICs 

formando cúmulos (flg.11 ). 

En el estadio HHI 1, las caracteristicas son muy semejantes a las descritas en el estadio anterior, sin 

embargo el número de GPCs es menor, también se presentan GICs dispersos y en cúmulos (fig.12). En 

el estadio HH21, los cúmulos de GICs estan mejor definidos y los GPCs se presentan dispersos en el 

nucleoplasma, algunos muy cerca del nucleolo (fig.13). 
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En estadios posteriores se presentan alteraciones estructurales del citoplasma y el aspecto del núcleo se 

modifica notablemente, la cromatina se condensa y la densidad de RNPs disminuye. En el estadio 

HH32 los núcleos presentan numerosas tibrillas y pequeños cúmulos de GICs entre los que se 

encuentran algunos GPCs unidos por fibrillas. Los GPCs en este estadio también se observaron cerca 

de la envoltura nuclear en áreas decoloradas de cromatina, Ja cual presenta un grado de compactación 

variable aún en células vecinas (fig.14). En el estadio HH36 independientemente del grado alteración 

del citoplasma, se conservan las estructuras nucleares, algunos GPCs se localizan entre los cúmulos de 

GICs o cerca de la envoltura y las fibrillas son abundantes. En general, las RNPs se encuentran 

notablemente dispersas (fig.15) 

Con respecto a lo observado en los núcleos del epiblasto, la frecuencia de GPCs es muy elevada en el 

estadio HH9 (1.14 /µm2
) y disminuye gradualmente en los estadios posteriores, aunque muestra un 

leve incremento en HH32. La fluctuación en la densidad de los GPCs de la notocorda, se ilustra en la 

gráfica 6 y los valores de frecuencia se presentan en la tabla 6. 

Los cambios en el componente RNP y cromatínico, descritos para cada 'estadio,. son ·graduales y 

coinciden con la diversificación de las estructuras del citoplasma. En muestras del estadio HHl 1, están 

representados principalmente los ribosomas, las mitocondrias, los centriolos y entre las membranas se 

reconocen algunos puntos de unión particulares (fig.16). El estadio HH16 se ·caracteriza por la 

presencia de numerosas estructuras bien diferenciadas y conservadas en el citoplasma, en el cual se 

reconocen cisternas del Golgi, mitocondrias, vacuolas, centriolos, interdigitaciones de membrana y 

complejos de unión; la dilatación del RE es notable en diferentes sitios (fig.17). En el estadio HH30, el 

aspecto del citoplasma se altera gradualmente, aún en las células periféricas que conservan fragmentos 

del RE y mitocondrias, las vacuolas en formación constante se interconectan, incrementan su número y 

aumenta el volumen celular por la depositación activa de material exportado en vesículas (fig.18). 

ENDODERMO-INTESTINO 

Estereolo~ia.- Se encontraron variaciones importantes del volumen nuclear durante el proceso de 

diferenciación. El volumen observado en el epiblasto del estadio HH3 (66µm3
) se modifica; en los 

nucleos de la capa de endodermo del estadio HH9 es de aproximadamente 22 µm3
, gradualmente se 

incrementa hasta alcanzar 37 µm3 en el estadio HH30 y después se reduce hasta 18 µm3 en las células 

intestinales de los recién nacidos (gráfica 7). El volumen nucleolar fluctúa entre 1-2 µm3 (gráfica 8). 
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U!traestD1ctura.- Los núcleos de las células en las primeras etapas de la formación del intestino, 

muestran abundantes estructuras RNPs de tipo fibrilar y granular, se reconocen GIC y GPC 

ampliamente dispersos y escasa cromatina compacta. En la periferia del núcleo desde .el estadio HH9, 

se aprecian algunas estructuras fibrilares y granulares afines a la técnica de contraste preferencial para 

RNPs, dichas estructuras son más evidentes en el estadio HH16 en que se observan como fibrillas 

organizadas en paquetes y numerosos gránulos dispersos entre numerosos ribosomas y algunas 

mitocondrias del citoplasma (fig.19). Conforme avanza el desarrollo hacia el estadio HH41, disminuye 

la frecuencia de estructuras citoplasmáticas afines a la técnica preferencial de EDT A, se incrementan 

los GPCs y las RNPs nucleares de estructura fibrilar. Los GICs se organizan en cúmulos definidos en 

los espacios de bajo contraste que representan grumos de cromatina compacta (fig.20). En los núcleos 

del pollo recién nacido se observaron cuerpos de RNPs de marcada densidad (fig.21), diferentes a las 

fibrillas, a los GICs y a los GPCs descritos en el trabajo de Monneron y Bernhard (1969), en cuyo 

fondo se advierte la presencia de un material de estructura fina. En las etapas tempranas, los GPCs se 

presentan dispersos con otras RNPs y al cambiar la conformación de la cromatina se reconocen cerca de 

sus bordes, cuando alcasnzan el nivel máximo de GPCs (6.45/µm2
) en muestras de intestino de pollo 

recién nacido (gráfica 9 y tabla 9). 

En las muestras procesadas con la técnica del PT A, se aprecia la configuración predominante de la 

cromatina y su distribución, en las primeras etapas de la diferenciación del endodermo (fig.3.c) y la 

relación que guardan los pequeños cúmulos de cromatina de configuración compacta, con la envoltura 

nuclear y con el nucleolo, en el núcleo de intestino de los estadios finales de la diferenciación y también 

se aprecian las características de la superficie del villus (fig. 22). El citoplasma presenta numerosas 

estructuras diferenciadas, particularmente RER, mitocondrias, vacuolas en la parte basal del citoplasma, 

uniones complejas entre las células y se reconoce el incipiente borde en cepillo en la superficie; sin 

embargo las estructuras granulares y las fibrillas descritas alrededor del núcleo en estadios tempranos, 

no estan presentes en las muestras del estadio HH41 (fig. 20), y tampoco se observaron en las células 

del epitelio intestinal del pollo recién nacido (fig.21). 

Las células del endodermo a partir de HHl 1 mostraron un alto nivel de GPCs, que posteriormente se 

incrementa, alcanzando el máximo valor en los núcleos de recién nacidos (tabla 9 y gráfica 9), que es 

notablemente más alto que el observado en los otros tejidos estudiados. 
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Djstrjbución de las BNPs.- Las características ultraestructurales del núi;leo, analizadas con la técnica 

de contraste preferencial en los diferentes tipos celulares, incluyendo las del epiblasto del estadio HH3 

y células de etapas subsecuentes de la diferenciación del ectodermo y del endodermo desde HH9 hasta 

muestras de piel y de intestino de pollos recién nacidos y en el caso de los núcleos de las células 

notocordales solamente hasta el estadio HH36, presentaron en general algunas modificaciones 

relacionadas con la transformación histológica de cada caso particular, que reflejan cambios en 

volumen nuclear y nucleolar como se observó al microscopio fotónico y la transformación gradual del 

citoplasma. Este ultimo aspecto se ilustra detalladamente, para el caso de la notocorda. 

Las observaciones de muestras contrastadas con PT A son de especial importancia para la interpretación 

de las imagenes obtenidas con la técnica preferencial para RNPs. 

Distrjbucjón de Ja cromatina.- Se utilizaron muestras contrastadas con PTA para la obtención de 

imágenes de la distribución de la cromatina de los núcleos del epiblasto en el .estadio HHJ, del 

ectodermo, de la notocorda y del endodermo de las etapas tempranas y de células diferenciadas de piel -., 

y epitelio intestinal, que se presentan como material complementario del presente estudio. ·Debido a la ·- .. 

configuración compacta de la cromatina en cuerpos compactos que ocupiln un espacio reducido, el 

espacio considerado como "intercromatínico" representa un área considerable para distribución de otras 

estructuras del nucleoplasma. 
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APENDICE DE FIGURAS. 

Ilustración.- Corte de embrión del estadio HH3 formado por dos capas: epiblasto e hipoblasto. El 
epiblasto (Ep) está formado por una capa de células cilíndricas altas con abundante citoplasma. El 
hipoblasto (Hi) es una capa plana de células polimórficas. Se observan núcleos (N) voluminosos y 
grandes núcleos (n). El citoplasma presenta abundantes ribosomas (r), mitocondrias (m) y gránulos de 
vitelo (y). Doble contraste con uraniloy plomo ( 1O000 X) 



Figura l. Aspecto del núcleo del epiblaslo del embrión de ave de 13 h de'incubación (HH3), en el que · 

se reconoce el nucleolo (n) y la cromatina (c) perinucleolar, formando .cuerpos definidos. en el 

nucleoplasma en el que se observan numerosas estructuras fibrilares y granulares. Técnica de doble 

contraste con uranilo y plomo ( 46 250 X). 
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Figura 2. Micrografia del núcleo interfásico de epiblasto del estadio . HH3 .q!Je :presenta. numerosas 

estructuras RNPs de forma fibrilar, irrcgulannente dispuestas en el nucleoplasma; ·en relación ·estrecha -

con los gránulos intercromatinianos · (i). Los gránulos pericromatinianos (flechas) . se loc8lizan en 

contacto con delicados grumos de cromatina compacta (c) situados en la región intercromatiniana, 

adheridos a la la envoltura nuclear y cerca del nucleolo (n) que presenta aspecto nucleolonemal. 

Contraste con EDTA (46 250 X). 
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Figura 3.a, b, c. Distribución de la cromatina nuclear en .embriones del estadio HHI l. En losnúcleos 

de ecfodermo (3.a) ·Y notocorda (3.b) de esta ·etapa, .se reconocen .pequeños agregados de·.cromatina 

compacta (c) y el componente cromatínico del interior y de la periferia del nucleolo (n) el cual presenta 

muy bajo contraste por la técnica empleada. En los núcleos de endodermo (3.c) predomina la cromatina 

de configuración laxa y se reconocen algunos elementos de la cromatina perinucleolar. Muestras 

procesadas en GMA. Contraste PTA. Fig 3.a (10 000 X). Fig. 3.b (31 250 X). Fig 3.c (16 000 X). 
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Figura 4. Detalle de núcleo de célula del ectodermo obtenido de embrión del.estadio . HHll,. que 

presenta abundantes estructuras RNPs irregularmente dispuestas, formas fibrilares·mezcladas con GIC 

(i), algunos GPC (flechas) y el nucleolo (n). Contraste con EDTA (66 250 X).·. - - ·. ·· 
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Figura 5.a, b. Aspecto del núcleo interfásico en células del ectodermo ·del estadio HH2L 5.a. Las 

RNPs son abundantes y se reconocen fibrillas, GICs (i), algunos GPCs (flechas) y las estructuras 

fibrilares y granulares del nucleolo (n). En la fase externa de los poros (p) se aprecia material con 

afinidad a la técnica de contraste del EDTA (50,000 X). S.b. Doble contraste (26 000 X). 
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Figura 6.a,b. Aspecto del núcleo interfásico en células diferenciadas de lacpiel en etapas avanzadas del 

desarrollo. En ambas figuras se aprecia la distribución de las RNPs; en forma de fibrillas, ·de GICs (i) y 

GPCs (flechas). 6.a Corte de núcleo de célula localizada en la parte más alta de Ja·capa intermedia de la 

piel de pollito del estadio HH41. La técnica del EDTA revela la presencia de numerosos ribosomas, 

algunas estructuras granulares semejantes a los GPCs y algunas microfibrillas en el citoplasma (26 000 

X). 6.b. Corte de núcleo de célula del estrato superficial del estadio HH43 con numerosos ribosomas y 

diferentes estructuras granulares. Doble contraste (39 600 X). 
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Figura 7. Núcleo interfiísico aplanado de. las células del estrato de transición de la: piel del pollito 

recién nacido. El contorno de la envoltura nuclear está delineado por el perftl·de .. bajo.contraste·deL 

componente cromatínico (c). En el espacio intercromatiniano se distribuyen. las :fibrillas ·RNPs y 

pequeños cúmulos de GICs (i), mientras que los GPCs (flechas) se localizan en los bordes del 

componente cromatínico. Contraste de EDTA (42 500 X). 
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Figura 8.a,b. Núcleos de.las células de piel de pollo recién nacido. Técnica· de P.TApH 2.5.-8.a Imagen · 

que muestra pequeños cúmulos del componente cromatínico (c) dispuesto's·periféricamente,.en contacto:.·· 

con la envoltura en los núcleos de las células de la capa intermedia de la epidermis (35 500X). 8.b. La 

cromatina de células de la capa escamosa superficial, se dispone en grumos que ocupan gran parte de 

los núcleos y reducen el espacio intercromatiniano ( 45 000 X). 
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Figura 9.a Aspecto de las células de la capa epidérmica en el estadio H4l;a losJ3 días de incubación. 

El desprendimiento de la epidermis.primitiva (epitrichium), no. afecta ·la disposición·,deJas .capas 

internas. Las células de la capa basal (B) están separadas de la dermis (D) por la lámina basal (LB), la 

siguiente está formada por células poliédricas que definen una capa intermedia (M) y se pueden 

presentar células aplanadas de la capa epidérmica de transición (T). Doble contraste (13 000 X). 9.b 

Imagen en que se reconocen los estratos que forman la piel de la región del cuello del pollito recién 

nacido. En la dermis (D) se aprecian numerosos elementos que corresponden a fibras de colágena 

(flecha) y en la porción epidérmica se reconocen cuatro capas, la basal (B) formada por células 

cuboidales, la granular (G) de células poliédricas, las células y núcleos aplanados de las capas de 

transición (T) y de descamación (E), entre las cuales se reconocen uniones reforzadas (flechita blanca). 

Las diferencias entre los núcleos (N) y nucleolos (n) de cada tipo celular son evidentes. Las fibras de 

colágena (flecha) y las células de la dermis están separadas de las células de la epidermis, por una 

lámina basal (LB). Doble contraste (7 750X). 
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Figura 10.a Corte transversal de embrión de 30 h de incubación en ·que· se aprecia el aspecto de la 

notocorda (N) del estadio HH9, localizada en posición central .entre el tubo neural :(TN), la capa de 

endodermo (En) y los somitas (S). Tinción de azul de toluidina. Contraste fases (1 600 X). 10.b Corte 

longitudinal de la notocorda (N) del estadio HH16 en que se aprecia el apilamiento de las células y la 

orientación de los núcleos hacia el exterior de la estructura y la abundancia de vacuolas (v) que ocupan 

principalmente la región central. La cubierta perinotocordal es incipiente (flecha). Tinción de azul de 

toluidina. Contraste de fases (3 250X). 10.c Corte transv:ersal de embrión de 10 días de incubación 

(HH36). El citoplasma de las células del centro y de la periferia de la notocorda (N) forma una red por 

la presencia de numerosas vacuolas. Los núcleos (flechita) se aprecian inmersos en la red de citoplasma 

marcadamente vacuolizado. La notocorda se encuentra en un punto definido del cuerpo vertebral (CV) 

en formación. Tinción de azul de toluidina. Campo claro (800 X). 
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Figura 11. Distribución de RNPs de células de notocorda en el estadio HH9 . .Los GPCs. (flechas) son 

numerosos, se localizan en Ja periferia cerca de la envoltura nuclear y dispersos .entre el componente 

fibrilar y los GICs (i) que fonnan algunos cúmulos. La cromatina (c) se reconoce por.el bajo contraste, 

dispuesta en la periferia del nucleolo (n) de gran tamaño fuertemente contrastado. EDTA (55 000 X). 
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Figura 12. Micrografía del núcleo interfásico de notocorda en el estadio HHI l.· Las RNPs son 

abundantes, los GPCs (flechas) se localizan entre el entramado de fibrillas y cerca de pequeños grumos 

de cromatina (c) poco contrastada asociada al nucleolo (n). Los GICs .. (i) forman cúmulos .. bien 

definidos. Contraste con EDTA (37 500 X). 
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Figura 13. La micrografia muestra las características del núcleo de la notocorda en el .estadio HH21. 

En general las fibrillas RNPs son abundantes, los GPCs se encuentran dispersos en el nucleoplasma y: 

alrededor del nucleolo (n). los G!Cs (i) forman cúmulos. Contraste con EDTA (57 ·500 X). 
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Figura 14. Aspecto de dos núcleos de células localizadas en el centro .de.la notocorda en el estadio 

HH32. En el núcleo A, las estructuras RNPs granulares y fibrilares se :encuentran .dispersas en el 

nucleoplasma, los .GICs (i) se mant!enen formando cúmulos, algunos GPCs .(flechas) se encuentran en 

los bordes de la cromatina compacta (c) de bajo contraste localizada en la periferia y en contacto con el 

nucleolo (n). En el núcleo B, un cuerpo esférico de cromatina en posición central y cromatina compacta 

(c) en contacto con la envoltura nuclear, los GPCs (flechas) se disponen en la periferia, en contacto con 

los GICs (i) y con fibrillas dispersas. Las RNPs nucleares muestran desplazamiento en sitios 

localizados (triángulo negro). EDTA (40 000 X). 
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Figura 15. Núcleo de célula periférica de la notocorda del estadio HH36. ·Las .fibrillas RNPs son 

numerosas .y se disponen .en :forma .dispersa o asociadas con otras RNPs ... Los GICs (i) conservan su ~-·. 

organización en climulos. Los GPCs (flechas) se reconocen cerca de la ·envoltura nuclear .y en los . 

bordes de grumos de cromatina (e) de bajo contraste y cerca de los GICs. Contraste con EDTA (60 000 

X). 
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Figura 16. Corte transversal de la notocorda de embrión de pollo del estadio HHl 1. Las células 

presentan núcleos (N) orientados hacia la .periferia, nucleolos (n) grandes y gran .densidad de otras 

RNPs. En el citoplasma se observan ribosomas (r), fracciones de retículo endoplásmico . (RE) y 

centriolos organizados. Entre las membranas se forman algunos puntos de unión complejos (punta de 

flecha), se aprecian algunos espacios intercelulares característicos de la etapa de integración del bastón 

notocordal y las primeras fibrillas de la cubierta perinotocordal externa. Doble contraste (15 750 X). 
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Figura 17. Imagen del citoplasma de las células notocordales del estadio HH16, que presentan 

abundantes ribosomas (r) y otras estrncturas bien diferenciadas, cisternas del Golgi (G), mitocondrias 

(m), vacuolas (v); centriolos· localizados en la periferia de la célula, interdigitaciones de membrana 

(»»), puntos de unión complejos (puntas de flechas) y algunos fragmentos del retículo (RE) que 

presentan dilatación (R). Doble contraste (50 000 X). 
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Figura 18. Aspecto de la organización del citoplasma de las células notocordales periféricas del estadio 

HH30 que conservan fragmentos del retículo (RE) y mitocondrias (m). Las vacuolas (v) son numerosas 

y de mayor volumen por la depositación activa de material exportado por vesículas (flechitas), además. 

están interconectadas y desembocan a los espacios intercelulares (EIC). El citoplasma filamentoso se 

mantiene unido entre las vesículas por fuertes uniones (puntas de flecha). Doble contraste (18 400 X). 
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Figura 19. Núcleo del endodermo en el estadio HH16. El nucleolo (n) se encuentra rodeado 

principalmente de estructuras RNPs . Las fibrillas y los GICs (i) son abundantes, los GPCs (flechas) se 

localizan dispersos en el nucleoplasma y la cromatina compacta es escasa. En el citoplasma se 

reconocen 

principalmente mitocondrias (m), numerosos ribosomas (r), numerosas estructuras granulares (flechitas 

blancas) y paquetes filamentosos(*) en la proximidad del núcleo. Técnica de EDTA (37 500 X). 
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Figura 20. Imagen del núcleo de intestino de embrión de pollo del estadio HH41, que muestra nucleolo 

(n) de aspecto nucleolonemal, abundantes RNP nucleares de forma fibrilar , GICs (i) y numerosos 

GPCs (flechas) en la periferia de la"cromatina compacta (c) de bajo contraste. Técnica del EDTA (45 

OOOX). 
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Figura 21. Núcleo de célula intestinal de pollo recién nacido. El componente fibrilar es abundante, los 

GICs (i) forman cúmulos y los GPCs (flechas) abundan en los bordes de la cromatina compacta (c) 

dispuesta en la periferia y alrededor del núcleo. Se presentan varias estructuras cilíndricas de material 

denso (1). Técnica de contraste del EDTA (56 OOOX). 
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Figura 22. Región de la mucosa intestinal en que se aprecia la estructura (LB) que separa al epitelio 

intestinal del tejido conjuntivo (TC). En las células epiteliales se aprecia la distribución de los grumos 

de cromatina compacta (c) en contacto con la envoltura nuclear y alrededor del nucleolo (n). La 

superficie del villus (V) se reconoce claramente por la técnica de contraste. PT A (32 000 X). 

96 



-:~,,~.,¡~•;;·l:~12:~;t.z~;~~ ... r&;;<é; .. i-'.::::::t11f~ ~·Oc , 

-,~~.'~·.e~·'.·. 

-. 
~i? 

.......... 

\y 

:.· .. 

~t-,~~~! 

·--
i'!}: .......... .,~_._,¡-¡:¡¡,;;,:'.. - .·i,(. 



APENDICE DE TABLAS. 
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Tabla 2. Variaciones en el volumen nuclear de las células de la notocorda durante la diferenciación. 
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Tabla 7. Variaciones en la frecuencia de GPCs nucleares durante la diferenciación de las células del 

ectodermo. 

Tabla 8. Variaciones en la frecuencia de GPCs nucleares durante la diferenciación de las células de la 
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Tabla 9. Variaciones en la frecuencia de GPCs nucleares durante la diferenciación de las células del 

endodermo. 
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TABLA 1 .• VALORES DEL VOLUMEN NUCLEAR DEL ECTODERMO Y PIEL (µm'}. 

HH 3 HH 9 HH 11 HH 16 HH 21 HH30 HH41 RN 
66.0 ± 18 S8.0 ± 22 47.0 ± 17 38.0 ± 10 28.8± 12 .4 19.3 ± S.4 34.0 ± 12 17.3±S 

ANALISIS DE LA VARIANZA (ANOVA) DE LAS VARIACIONES DEL VOLUMEN NUCLEAR EN 
ECTODERMO Y PIEL. 

HH 9 HHll HH16 HH21 HH30 HH41 RN 
HH3 p >o.os P< 0.01 P< 0.001 P< 0.001 P< 0.001 P< 0.001 P< 0.001 
HH9 P >O.OS P< 0.01 p < 0.001 P< 0.001 P< 0.001 P< 0.001 
HHll p >o.os P< 0.01 p < 0.001 p >O.OS P< 0.001 
HH16 p >O.OS P< 0.01 p >o.os p < 0.001 
HH21 P >O.OS P >O.OS p >0.05 
HH30 p >0.05 p >0.05 
HH41 p >0.05 

TABLA 2 .• VALORES DEL VOLUMEN NUCLEAR DE LA NOTOCORDA (µm'). 

HH 9 HH 11 HH16 HH21 HHJO HH32 HH36 
30.0 ± Jl.7 35.8 ± 9.3 37.8 ± 9.1 2S.9 ± 8.3 30.9 ± 11 36.2 ± 11. 1 33.0 ± 10.1 

ANALISIS DE LA VARIANZA (ANOVA) DE LAS VARIACIONES DEL VOLUMEN NUCLEAR EN NOTOCORDA. 

HH9 HHll HH16 HH21 HHJO HH32 HH36 
HH3 p < 0.001 P< 0.001 p < 0.001 p < 0.001 P< 0.001 P< 0.001 P< 0.001 
HH9 p >O.OS p >0.05 p > 0.05 p >0.05 p >0.05 P >O.OS 
HH 11 p >0.05 p >0.05 p >0.05 p >0.05 p >0.05 
HH 16 p >0.05 p >0.05 p >0.05 p >0.05 
HH21 p >0.05 p > 0.05 p >0.05 
HH30 p >0.05 p >0.05 
HH32 p >0.05 

TABLA 3 .• VALORES DEL VOLUMEN NUCLEAR DEL ENDODERMO Y DEL INTESTINO (µm3
). 

HH 9 HH 11 HH 16 HHJO HH41 RN 
22.6 ± 4.65 22.3 ± 4. 4 33.2 ± 9.2 37.6 ± 8.3 24.3 ± 5.1 18.4± 7.1 

ANALISIS DE LA VARIANZA (ANOVA) DE LAS VARIACIONES DEL VOLUMEN NUCLEAR EN ENDODERMO/ 
INTESTINO. 

HH9 HHU HH 16 HH30 HH41 RN 
HH3 p < 0.001 P< 0.001 p < 0.001 P< 0.001 p < 0.001 p < 0.001 
HH9 • p >0.05 P< 0.05 p < 0.001 p >0.05 p >0.05 
HHU P< 0.05 p < 0.001 p >0.05 p >0.05 
HH16 p >0.05 p >0.05 P< 0.001 
HH30 P< 0.01 p < 0.001 
HH41 p > 0.05 

•Los valores Indican 111 media± la desviación estandnr de cada estadio (N= 20) 
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TABLA 4 .• VALORES DEL VOLUMEN NUCLEOLAR DEL ECTODERMO Y PIEL (µm'). 

HH 3 HH 9 HH 11 HH 16 HH21 HHJO HH41 RN 
3.50 ± 1.60 5.80 ± 3.50 3.50 ± 0.60 2.40 ± 0.70 1.90 ±o.so 1.40 ± 0.40 0.80 ± 0.27 0.60 ± 0.24 

ANALISIS DE LA VARIANZA (ANOVA) DE LAS VARIACIONES DEL VOLUMEN NUCLEOLAR EN 
ECTODERMO Y PIEL. 

HH9 HHll HHl6 HH21 HHJO HH41 RN 
HHJ P< 0.001 p >O.OS p >0.05 P< 0.05 P< 0.01 P< 0.001 P< 0.001 
HH9 P< 0.001 P< 0.001 P< 0.001 p < 0.001 P< 0.001 P< 0.001 
HHll p >O.OS P< O.OS P< 0.01 p < 0.001 P< 0.001 
HH 16 p > 0.05 p >0.05 P< 0.05 P< 0.01 
HH21 p >0.05 p >o.os p >o.os 
HHJO p >o.os p >O.OS 
HH41 p >O.OS 

TABLA 5 .• VALORES DEL VOLUMEN NUCLEOLAR DE LA NOTOCORDA (µm3
). 

HH 9 HH 11 HH 16 HH21 HHJO HH32 HH36 
2.18 ± 0.90 2.11±0.66 2.23 ± 0.47 1.22 ± 0.64 0.62 ± 0.14 0.76 ± 0.39 1.22 ± 0.26 

ANALISIS DE LA VARIANZA (ANOVA) DE LAS VARIACIONES DEL VOLUMEN NUCLEOLAR EN 
NOTOCORDA. 

HH9 HHll HHl6 HH21 HHJO HH32 HH36 
HHJ P< 0.001 P< 0.001 p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001 P< 0.001 
HH9 p >0.05 p >O.OS P< 0.01 p < 0.001 p < 0.001 P< 0.01 
HHll P >O.OS p < 0.05 P< 0.001 p < 0.001 p < 0.05 
HHl6 P< 0.01 p < 0.001 P< 0.001 P< 0.01 
HH21 p >0.05 p >0.05 p >O.OS 
HHJO p >O.OS p >O.OS 
HH32 p >0.05 

TAB!-A 6 .• VALORES DEL VOLUMEN NUCLEOLAR DEL ENDODERMO Y DEL INTESTINO (µm3
). 

HH 9 HH 11 HH 16 HHJO HH41 RN 
1.49 ± 0.63 2.06 ± 0.76 1.55 ± 0.62 0.89 ± 0.44 1.77 ±O.SO 1.87 ± 0.44 

ANALISIS DE LA VARIANZA (ANOVA) DE LAS VARIACIONES DEL VOLUMEN NUCLEOLAR EN 
ENDODERMO/ INTESTINO. 

HH9 HHll HH16 HHJO HH41 RN 
HH3 P< 0.001 p < 0.001 P< 0.001 p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001 
HH9 p > 0.05 p > 0.05 P< O.OS p > 0.05 p >O.OS 
HHll p >0.05 P< O.O! p >0.05 p >0.05 
Hff 16 p >0.05 p >0.05 p >O.OS 
HHJO p < 0.05 P< 0.01 
HH 41 p >O.OS 

* Los valores indican la media± la desviación cstandar de cadil estadio (N= 20) 
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TABLA 7 .- FRECUENCIA DE GPC DEL ECTODERMO Y PIEL ( GPC/ µm2
): 

HH 3 HH 11 HHI6 HH21 HH41 RN 
0.76 ±0.37 0.67 ± 0.23 0.44±0.11 0.49 ±o.os 0.81 ± .OS6 1.07 ±0.3S 

ANALISIS DE LA VARIANZA (ANOVA) DE LAS VARIACIONES DE GPC EN ECTODERMO Y PIEL. 

HHll HH 16 HH2I HH41 RN 
HH3 P >O.OS P< O.OS p >o.os p >o.os P >O.OS 
HHll p >o.os P >O.OS P >O.OS P >O.OS 
HH16 p > 0.05 p <o.os P< 0.001 
HH21 p >O.OS P< 0.001 
HH41 p >O.OS 

TABLA 8 .- FRECUENCIA DE GPC DE NOTOCORDA ( GPC/ µm2
). 

HH 9 HH 11 HH 16 HH 19 HH21 HH30 HH32 HH36 
1.14±0.40 0.46±0.16 0.44±0.18 0.30±0.11 0.27±0.09 0.26±0.15 0.40±0.15 0.26±0.06 

ANALISIS DE LA VARIANZA (ANOVA) DE LAS VARIACIONES DE GPC EN NOTOCORDA. 

HH9 HHll HH 16 HH19 HH21 HH30 HH32 HH36 
HH3 P< 0.001 P< O.OS P< 0.01 p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001 P< 0.001 P< 0.001 
HH9 P< 0.001 p < 0.001 p < 0.001 P< 0.001 p < 0.001 P< 0.001 P< 0.001 
HHll p >O.OS p >o.os r >O.os p >o.os p > 0.05 P >O.OS 
HH16 p >o.os p >o.os P >O.OS p >0.05 P >O.OS 
HH19 p > 0.05 p >o.os P >O.OS P >O.OS 
HH21 P >O.OS p >0.05 p >o.os 
HH30 P >O.OS P >O.OS 
HH32 p >o.os 

TABLA 9 .- FRECUENCIA DE GPC DEL ENDODERMO Y DEL INTESTINO ( GPC/ µm2) . 

. HH 9 HHll HH 16 HH30 HH41 RN 
1.20 ± 0.4 1.20 ± 0.40 2.11 ± 0.3 2.30 ± 0.11 2.60 ± 0.6 6.4S ± 1.5 

ANALISIS DE LA VARIANZA (ANOVA) DE LAS VARIACIONES DE GPC EN ENDODERMO I INTESTINO. 

HH9 HHll HH16 HH21 HH41 RN 
HH 3 P >O.OS p >O.OS p >0.001 P< 0.001 p < 0.001 p < 0.001 
HH 9 p < o.os P< O.O! p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001 
HHll p >0.01 p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001 
HH16 ' p >O.OS P >O.OS p < 0.001 
HH30 p >O.OS p < 0.001 
HH41 p < 0.001 

• Los valores indican la media ± la desviación cstandar de cada estadio {N= 20) 
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APENDICE DE GRAFICAS. 

Gráfica l. Volumen nuclear de las células del ectodermo y de la piel durante la. diferenciación. 
Ordenada: Calibrada en µm3

• Abscisa: Estadios del desarrollo del pollo según la serie de Hamburger y 
Hamilton. 

Gráfica 2. Volumen nucleolar de las células del ectodenno y de la piel durante la diferenciación. 
Ordenada: Calibrada en µm3

• Abscisa: Estadios del desarrollo del pollo según la serie de Hamburger y 
Hamilton. 

Gráfica 3. Frecuencia de GPCs (N) en los núcleos de células del ectodenno y de la piel durante la 
diferenciación. Ordenada: Calibrada en N/µm2 

• Abscisa: Estadios del desarrollo del pollo según la serie 
de Hamburger y Hamilton. 

Gráfica 4. Volumen nuclear de las células de la notocorda durante la diferenciación. 
Ordenada: Calibrada en µm3

• Abscisa: Estadios del desarrollo del pollo según la serie de Hamburger y 
Hamilton. 

Gráfica S. Volumen nucleolar de las células de la notocorda durante la diferenciación. 
Ordenada: Calibrada en µm3

• Abscisa: Estadios del desarrollo del pollo según la serie de Hamburger y 
Hamilton. 

Gráfica 6. Frecuencia de GPCs (N) en los núcleos de las células de la notocorda durante la 
diferenciación. 
Ordenada: Calibrada en N/ µm2

• Abscisa: Estadios del desarrollo del pollo según la serie de Hamburger 
y Hamilton. 

Gráfica 7. Volumen nuclear de las células del endodenno y del epitelio intestinal durante la 
diferenciación. Ordenada: Calibrada en µm3

• Abscisa: Estadios del desarrollo del pollo según la serie de 
Hamburger y Hamilton. 

Gráfica 8. Volumen nucleolar de las células del endodermo y del epitelio intestinal durante la 
diferenciación.Ordenada: Calibrada en µm3

• Abscisa: Estadios del desarrollo del pollo según la serie de 
Hamburger y Hamilton. 

Gráfica 9. Frecuencia de GPCs (N) en los núcleos de células del endodenno y del epitelio intestinal 

durante la diferenciación. Ordenada: Calibrada en N/µm2 
• Abscisa: Estadios del desarrollo del pollo 

según la serie de Hamburger y Hamilton. 
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IX.DISCUSION 

El desarrollo es un proceso gradual, irreversible y dinámico, que se lleva a cabo a partir de una célula 

que experimenta divisiones controladas. El embrión es un sistema biológico en el que gradualmente y 

de manera diferencial se expresan los genes, en ese proceso continuo, secuencial e ininterrumpido a 

través del cual se lleva a cabo la morfogénesis (Le Douarin y Smith, 1988). 

Los cambios producidos durante el desarrollo embriológico se manifiestan de manera particular en cada 

tipo celular, se reconocen en diferentes organismos y a través de muchas generaciones, en parte como 

resultado del comportamiento del DNA y del RNA (Harris,1970). 

El incremento en la velocidad de transcripción de algunos genes, se considera un fenómeno natural que 

se presenta en las células en diferenciación (Davidson, 1976). 

Los cambios ultraestructurales que se han observado en el núcleo celular interfásico, en respuesta a 

sustancias tóxicas, factores hormonales o en células en diferenciación en condiciones normales, como 

algunos de los ejemplos descritos en el presente trabajo, pueden estar relacionados con mecanismos de 

control que alteran la actividad del material genético o de los productos RNPs nucleares y pueden o no 

coincidir con variaciones en el volumen nuclear y nucleolar. Las alteraciones en la síntesis de RNA 

nuclear por la supresión de genes, cromosomas o juegos de cromosomas, se reflejan en los cambios 

estructurales o fisiológicos de un tejido en particular (Harris,1970), o pueden ser el resultado de la 

expresión e inhibición de genes controlados por señales ambientales de coordinación en tiempo y 

espacio (Alberts y col., 1994 ). 

La diferenciación del tejido nervioso (Vázquez-Nín y col.,1980;1983) y del músculo (Zavala, 1992) se 

han relacionado con mecanismos de control que alteran el comportamiento del material genético o de 

las RNPs nucleares asociadas. 

Las características del tejido neural se definen en etapas tempranas del desarrollo y posibilitaron el 

análisis de las relaciones entre los procesos morfogénicos y las modificaciones ultraestructurales del 

núcleo de las células de la médula espinal a los 2, 4, 9, 13 y 21 días de incubación, mediante el método 

de contraste preferencial que permite analizar la distribución de las estructuras RNPs. 

Las células matrices de la capa ependimaria a los 2 días de incubación, presentan núcleos elípticos, 

cromatina de configuración semicompacta y laxa predominantemente, poca cromatina compacta, 
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nucleolos muy grandes o múltiples, las fibras y gránulos de naturaleza RNP son abundantes, sin 

embargo los GPCs son escasos. Los núcleos de las células de la capa periférica de la misma etapa de 

desarrollo como principal característica, presentan mayor cantidad de GPCs y menor cantidad de 

cromatina compacta que las células matrices. Este fenómeno fué relacionado con el proceso de 

diferenciación de las células que pueden dividirse (matrices) en células que no se dividen (neuroblastos 

bipolares) y la acumulación de GPCs que se presenta en respuesta a los mecanismos de regulación de la 

expresión genética que interfieren con la velocidad del transporte de los RNAm del núcleo al 

citoplasma, es la primera en manifestarse en el sistema estudiado. 

A los 9 días las neuronas inmaduras que ya han establecido contacto sináptico eferente funcional con 

fibras musculares y aferentes con axones propioespinales, presentan núcleos voluminosos con poca 

cromatina compacta y los GPCs son muy abundantes, de tamaños diversos y organizados en grupos. 

Esta segunda manifestación de cambios en la regulación de la expresión de muchos genes influye en la 

tendencia de los parámetros descritos, que se conserva hasta los 21 días de incubación. 

En los núcleos de las neuronas el aumento de volumen es continuo, los nucleolos de aspecto 

nucleolonemal son grandes, los GICs forman acúmulos y los GPCs son abundantes. La cromatina 

compacta es escasa. 

A los 2 días, la abundancia las estructuras fibrilares de naturaleza RNP en las células matrices, refleja el 

incremento en actividad transcripcional no nucleolar y el aumento de los GPCs en los neuroblastos 

bipolares de la misma etapa, refleja el estado de equilibrio de la actividad transcripcional de algunos 

genes y la salida de RNAm de las células que ya no se dividen. Sin embargo el incremento sostenido 

que se aprecia en las neuronas hasta el día 21 de incubación indica que la velocidad de transcripción 

supera a la de exportación (V ázquez-Nín y col., 1983). 

Tambíen el comportamiento del núcleo celular del músculo de embriones de pollo, se altera durante la 

diferenciación, afectando la distribución de las RNPs y de la cromatina. El tejido muscular que es un 

ejemplo de producción y variación de los niveles de actina y miosina en correlación con un incremento 

en mensajeros, lo cual se ha determinado por métodos bioquímicos, sin embargo a nivel morfológico 

ultraestructural, las RNPs nucleares muestran fluctuaciones importantes particularmente cuando la fibra 

muscular establece contacto sináptico en una etapa avanzada del desarrollo, cuando los miotúbulos se 

organizan en miofibrillas y se reconocen por estructuras periódicas características. La respuesta del 
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músculo al establecimiento de la sinápsis se considera un fenómeno asociado con la expresión de los 

genes en un proceso controlado (Zavala y col., 1992). 

Las modificaciones estructurales y el establecimiento de patrones definidos temporalmente, coinciden 

con la manifestación de eventos fisiológicos particulares. En el presente estudio se aprecian notables 

cambios en la distribución de las estructuras RNPs evidenciadas por la técnica preferencial de Bernhard 

(1969). En muestras del estadio HH3, el núcleo del epiblasto muestra notables diferencias con respecto 

a los núcleos de células en proceso de diferenciación, de etapas subsecuentes del desarrollo 

embrionario hasta la eclosión de los pollos. Se logró evidenciar que las diversas modificaciones en el 

comportamiento de las estructuras RNPs nucleares, que se presentan durante el desarrollo del embrión 

de pollo, en los núcleos de la población de células del ectodermo en la formación de la piel, en los 

núcleos de la notocorda y en los núcleos de la población de células del endodermo y la formación del 

epitelio intestinal, están relacionadas con eventos biológicos particulares. Las modificaciones descritas 

están relacionadas con los cambios en la conformación de la cromatina, como se observó al aplicar la 

técnica de contraste preferencial de PT A a muestras de etapas particulares de la maduración de cada 

tipo celular. 

En los núcleos de la notocorda y de los núcleos de epitelios que se originan de. capas embrionarias 

distintas y que su diferenciación es contínua hasta la eclosión del pollo, las variaciones del componente 

ribonucleoproteico siguen modalidades muy particulares, como se puede apreciar en las figuras que 

ilustran las características de los núcleos de cada tejido en diferentes estadios y en las gráficas 

comparativas. A continuación se analiza cada caso particular. 

EPIBLASTO.- Los núcleos del epiblasto, la capa de células indiferenciadas obtenida a las 13 h de 

incubación muestran marcadas diferencias con respecto a los núcleos de ectodermo, notocorda y 

endodermo estudiados en embriones de estadios posteriores, en los cuales el volumen nuclear 

disminuye gradualmente. Las características ultraestructurales de estos núcleos también son diferentes a 

las de los demás tipos celulares; predomina la conformación laxa de la cromatina, aunque también se 

presentan uno o dos pequeños cuerpos esféricos compactos (fig.l), las estructuras RNPs son 

abundantes, se encuentran ampliamente dispersas y los nucleolos son grandes y de aspecto 

nucleolonemal (fig. 2) 
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ECTODERMO - PIEL .- En las células del endodermo y de la capa superficial de la piel en proceso 

de diferenciación, se registró la disminución gradual del volumen nuclear entre los estadios HH9 -

HH30. En el estadio HH41 se observa un incremento abrupto (gráfica 1), que coincide con el 

desprendimiento de la capa superficial que deja expuestas en la superficie a las células poliédricas que 

forman parte principalmente de la capa media. Como se señala en la tabla 1, los valores de volumen de 

los núcleos alargados de la capa superficial de los pollos recién nacidos (RN) son bajos y muestran 

continuidad con la tendencia descrita entes del estadio HH41. 

El volumen nucleolar más alto se presenta en las células de HH9 alcanzando valores de 5.8µm3 y los 

estadios posteriores se caracterizan por la gradual disminución del volumen nucleolar hasta 0.60 µm3 en 

los recién nacidos que se presenta paralelamente con la disminución del volumen nuclear de 66µm3 en 

HH3 a 19 µm3 en HH30, que se incrementa a 34 µm3 en el estadio 41 y porteriormente cae alrededor de 

17µm3 en los recién nacidos. Es bien conocido que dentro de un organismo las células con núcleo más 

pequeño, como los linfocitos que circulan en el torrente sanguíneo, son células con más bajo 

metabolismo. Por lo contrario, los incrementos de volumen nuclear como el que sucede a los 

neuroblastos durante la maduración postmitótica, corresponden a los incrementos en la expresión 

genética (Vázquez-Nín, 1983). Estos datos permiten interpretar la disminución del volumen nuclear de 

las células epidérmicas en diferenciación como un signo de diminución metabólica. La tinción con 

ácido fosfotúngstico, preferencial para DNA, demuestra que la reducción del volumen del núcleo se 

acompaña de un incremento de la cromatina compacta, que coincide con la disminución de la actividad 

de síntesis de RNAs, ya que las células producen principalmente productos específicos y esto 

representa una de las causas de alteración en el patrón de distribución de las ribonucleoproteínas. 

La disminución del volumen nucleolar que se presenta en el epitelio columnar simple precede la 

formación de las capas y los cambios dramáticos en la estructura y organización celular. En las células 

aplanadas no comificadas de los epitelios poliestratificados, esta disminución se mantiene en forma 

progresiva hacia la etapa de recién nacido en que se presentan nucleolos compactos (gráfica 2, tabla 2). 

La reducción del volumen nucleolar, así como la pérdida de la estructura nucleolonemal y su 

compactación indican una disminución de la síntesis de los RNA ribosomales, que es parte de una 

reducción general de la transcripción que sucede en la etapa de diferenciación del epitelio 

monoestratificado en poliestratificado, así como durante la maduración de las células basales de este 

último en célula poliédricas y luego aplanadas. 
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La distribución de las RNPs se modifica considerando el aspecto de los núcleos en el estadio HHJ, que 

se caracteriza por la elevada densidad de fibrillas y gránulos en el nucleoplasma, patrón de referencia 

adecuado para el análisis de las caracteristicas estructurales durante la diferenciación de los tres 

sistemas celulares. El nivel de GPCs en núcleos de ectodermo en el estadio HH3, es de 0.76/µm2
. y 

representa el valor patrón con respecto al cual es posible apreciar las modificaciones de los diferentes 

tejidos a través del tiempo. En la epidermis primitiva la variación es discreta, con niveles bajos de 

GPCs en las células de 42 h de incubación en las etapas que se presenta una capa celular (HH9), hasta 

los 3 días de incubación (HH21) que llega a nivel de 0.49/µm2 en los núcleos del estrato superficial no 

cornificado de la piel en etapas avanzadas, se mantiene bajo hasta el estadio HH4 l en que se aprecia un 

ligero incremento de frecuencia a 1.07/µm2 (gráfica 3,tabla 3). El incremento de GPCs coincide con la 

aparición del patrón de condensación de la cromatina nucleolar y periférica y se reconoce 

particularmente en las células de la capa de transición de la piel. 

El patrón de distribución de las RNP en general es repetitivo en la mayoría de los estadios y los 

principales cambios se presentan en las muestras obtenidas del recién nacido, en que se aprecia la 

disminución del volumen nuclear y la reducción del espacio núcleoplásmico por la redistribución de la 

cromatina. Durante la formación de capas que desplazan a las células hacia la superficie y como 

resultado de la cornificación gradual la condensación de la cromatina se modifica en grado máximo en 

las células de la capa escamosa en las cuales se encontró el máximo nivel de GPC (fig 8a.b; 9.b), que 

posiblemente produce alteración del patrón de expresión genética y de procesamiento del RNAm. 

El aumento de los GPCs durante la maduración funcional de las células epidérmicas que tiene lugar 

después de la diferenciación, es similar a la encontrada durante la maduración de los neuroblastos ya 

diferenciados en neuronas maduras (Vázquez-Nin y col.,1980, 1983) y durante la maduración de las 

miofibrillas inmaduras debido a su conexión con un axón motor (Zavala y col., 1992). El aumento de 

estos gránulos implica un incremento del contenido de RNA mensajero en dichos núcleos. Estudios de 

autorradiografia cuantitativa demostraron que el aumento de este almacén intranuclear de RNAm se 

debe a una restricción de la salida de RNAm del núcleo al citoplasma (Vázquez-Nin y col.,1979, 

Echeverría y col.,1991). Este control postranscripcional de la expresión genética parece ponerse en 

marcha en diferentes momentos de la maduración en varias líneas celulares. 
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NOTOCORDA. Las muestras de embriones de pocas horas de incubación en los que se estudiaron los 

núcleos de estadios tempranos y las muestras de etapas avanzadas, permitieron estudiar las 

características de la notocorda y de las estructuras nucleares y citoplásmicas en óptimas condiciones de 

conservación, debido a que las características particulares del material de estudio interfieren con el 

procesamiento. 

Considerando la ampliamente discutida influencia de la notocorda como elemento inductor de la 

formación de un esbozo mesenquimatoso, luego cartilaginoso y finalmente óseo, de la segmentación de 

los elementos mesenquimatosos del cuerpo vertebral, así como el desarrollo de la placa neural 

(Salisbury,1993), representa un material muy valioso para el análisis de las variaciones de las partículas 

RNPs durante el proceso de diferenciación de una estructura de comportamiento muy particular. 

La proliferación de las células notocordales continúa aún después de la agregación de una cubierta 

homogénea formada por la misma población celular que se mantiene independiente según se observa en 

embriones de ave del estadio HHIO, proporcionando rigidez al embrión en esta fase del desarrollo e 

involucionando gradualmente durante la osificación del cuerpo vertebral, antes del nacimiento. El 

volumen nuclear muestra variaciones discretas (gráfica 4, tabla 4), al igual que el volumen nucleolar 

(gráfica 5; tabla 5) sin embargo, el componente RNP extranucleolar presenta variaciones notables. 

El volumen nuclear se modifica gradualmente de 30 µm3 en HH9 a 37 µm3 en HHI6, incremento 

controlado por el patrón de proliferación constante en un espacio reducido, limitado por una rígida 

estructura periférica que produce el apilamiento de las células en el estadio HH21 en que se presenta 

una disminución notable hasta 25 µm3
• Es posible que como resultado de la disminución de la 

población por un proceso de degeneración celular natural y por la vaculización sostenida que reduce al 

mínimo el elemento citoplasmático, el volumen nuclear se incrementa de nuevo, ya que ambos factores 

determinan que el único elemento celular que se conserva aparte de las vacuolas disponga de espacio, . 

sin embargo es posible que también la alteración del medio externo tenga efectos en el nucleoplasma y 

lo diluya, porque los núcleos de HH 36, presentan RNPs nucleares bien conservadas en un fondo sin 

contraste y se reconocen perfectamente estructuras fibrilares, GICs y GPCs en los que apenas se adivina 

el halo claro. El volumen nuclear de las células de la notocorda se mantiene entre 30 y 40 µm3 en todos 

los estadios investigados salvo HH21 en el que es de 26 µm3
, estas pequeñas variaciones no pueden ser 

interpretadas en términos de procesos fisiológicos. 
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Las variaciones del volumen nucleolar son menos dramáticas que las observadas en los núcleos del 

ectodermo, pero son igualmente importantes. En los primeros estadios el volumen se mantiene 

alrededor de 2 µm3 hasta HH16, a partir de entonces disminuye hasta 0.62 µm3 en el estadio .HH30, 

periodo en que aumenta el proceso de formación de vacuolas. La vacuolización del citoplasma que se 

aprecia partir de HHl 1 es un proceso constante y gradual por lo que en la etapa HH36 se observan 

núcleos incluidos entre una finísima red de citoplasma. La disminución del citoplasma y de sus 

organoides sin duda acarrea una importante reducción de la síntesis de ribosomas evidenciada por el 

menor tamaño del nucleolo. 

En cuanto a la densidad de GPCs, en el estadio HH9 se registró un nivel elevado (1.14/µm2
) que 

precede a la diferenciación del citoplasma y a la formación de la capa externa que cubre a la notocorda 

(gráfica 6, tabla 6). Sin embargo, este estadio es posterior a la inducción de la placa neural. Aunque se 

carece de datos de un grupo de animales, algunos resultados preliminares parecen indicar que los 

núcleos de la prolongación cefálica, estructura precursora de la notocorda, también tienen un alto 

número de GPCs. Si en trabajos posteriores se confirma esta observación, se fortalecería la hipótesis de 

que existe transitoriamente un control del transporte del RNAm nuclear hacia el citoplasma durante el 

periodo de inducción neural. La importancia del almacén intranuclear de RNAm disminuye 

posteriormente, cuando la capacidad de inducir la diferenciación de las células ectodérmicas en células 

matrices del sistema nervioso desaparece y las funciones de la notocorda cambian. Entre los tejidos en 

diferenciación estudiados hasta el presente, éste es el único que muestra un incremento transitorio de 

los GPCs, lo que puede deberse a los cambios funcionales radicales que sufre la notocorda durante la 

vida embrionaria. 

En los estadios posteriores se aprecia la gradual disminución de la densidad de las estructuras RNPs en 

general y de la frecuencia de GPCs hasta 0.26/µ2
, coincidiendo con las etapas que el citoplasma 

presenta mayor complejidad y la cubierta de proteína aumenta de grosor, sin embargo conforme la 

cubierta notocordal aumenta de grosor y las células del mesénquima se estacionan para formar el 

cuerpo vertebral, el citoplasma muestra un alto grado de vacuolización de manera que los núcleos 

parecen suspendidos en un red de citoplasma filamentoso que conserva pocos organelos. 

En HH32 se presentó un leve incremento en el nivel de GPCs que coincide con la compactación del 

componente cromatínico en la periferia de algunos núcleos y alrededor del nucleolo, característica 

117 



mejor definida en las células del centro de la notocorda (fig.12 núcleo A); sin embargo, en este estadio 

se presentan otros núcleos con abundantes estructuras RNP y la cromatina compacta en un grumo bien 

definido, pero que muestran señales de infiltración de material de la misma textura· del citoplasma 

circundante (fig.12 núcleo B) posibilidad que puede considerarse por la marcada alteración de la fase 

externa de la envoltura nuclear y del retículo asociado a ella en las células de este estadio. 

En general el material de las muestras de las etapas tardías (HH36) presenta fuertes alteraciones fuera y 

dentro de los núcleos, aún en los mejor conservados en la periferia de la notocorda se aprecia el 

desplazamiento localizado del componente ribonúcleoproteico, sin embargo se reconocen fibrillas 

RNPs, GICs y GPCs bien definidos. El alto nivel de los GPCs que se presenta en las etapas tempranas 

posiblemente está relacionado con el posible efecto inductor de la diferenciación de otras estructuras 

atribuido a la estructura; sin embargo, se desconocen los mecanismos através de los cuales se 

manifiesta esta actividad. 

La osificación de los cuerpos vertebrales en formación dificulta la fijación y el corte de muestras de 

etapas posteriores al estadio señalado. Los dos aspectos interfieren en el estudio del comportamiento de 

las estructuras RNPs de los núcleos de la notocorda de etapas en que se transforma en discos 

intervertebrales. Este fenómeno es muy interesante, sin embargo por las características de la notocorda 

las muestras bien conservadas se obtienen dificilmente, aunque en el presente estudio el material de las 

etapas avanzadas la conservación supera al que se muestra en las publicaciones de otros autores. 

ENDODERMO. 

En este material se presentan modificaciones del volumen nuclear, en la etapa que el epitelio es 

columnar simple se incrementa de 22 µm3 a 37 µm3 (gráfica 7, tabla 7) entre la etapa que se transforma 

en epitelio pseudoestratificado, aparecen los primeros pliegues y se diferencia la porción de 

mesénquima subyacente, después de este periodo se presenta una fuerte actividad mitótica, aumenta el 

número de células y disminuye el volumen nuclear hasta 18µm3 en el epitelio intestinal de los recién 

nacido. 

El volumen nucleolar máximo 2.06 µm3 se presenta a las 42 h de incubación (HHI 1) etapa que precede 

a la diferenciación y a partir de esta etapa disminuye hasta 0.89 µm3 (gráfica 8, tabla 8). En la etapa 

HH41 se presenta un incremento en el volumen nucleolar hasta l.77µm3 que coincide con el elevado 
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índice de mitosis y la formación de nuevas capas de células. El incremento se mantiene hasta la etapa 

de recién nacidos. 

En cuanto al componente RNP nuclear, los principales cambios se observan en las etapas avanzadas de 

la diferenciación, después de HH41 se presenta un fuerte incremento de GPCs de 2.6/µm3 a 6.45/µm3 

en recién nacidos (gráfica 9, tabla 9), que coincide con la la transformación del epitelio, la formación 

del villi, el plegamiento de la superficie, la aparición de las células en copa y elevación de fosfatasa 

alcalina demostrada anteriormente por técnicas citoquímicas (citada por Romanoff, 1960). 

Las células endodérmicas durante su diferenciación en células epiteliales intestinales, muestran un 

incremento significativo de la densidad numérica de GPCs. Sin embargo, como ocurre en el sistema 

nervioso, en el músculo y en la piel, el mayor aumento de estos gránulos se produce en el momento de 

la maduración funcional del tejido. 
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X. CONCLUSIONES 

Durante el desarrollo del pollo, en los núcleos de las células del epiblasto y de los núcleos de las células 

de las tres capas germinales; ectodermo, mesodermo y endodermo, se reconocen características muy 

particulares en la distribución de las estructuras RNPs con respecto los núcleos de las células 

terminalmente diferenciadas de cada grupo estudiado y este comportamiento es independiente de las 

modificaciones graduales en el volumen nuclear y en el volumen nucleolar, que se observaron através 

de la diferenciación de tres tejidos; piel, notocorda e intestino. 

Las RNPs son abundantes y se distribuyen ampliamente en los núcleos de los primeros estadios de la 

diferenciación del embrión de ave. La distribución de las RNPs de células en etapas avanzadas y en las 

diferenciadas terminalmente con respecto a la observada en los estadios tempranos del desarrollo del 

embrión, coincide con la condensación de la cromatina en un proceso gradual. La configuración 

compacta facilita el reconocimiento de los GPCs en los límites de las áreas decoloradas por la técnica 

de Bemhard ( 1969), que acentúa el patrón de distribución de las estructuras, que tienden a agruparse 

como es el caso de los GICs. En las tres líneas de diferenciación estudiadas y en dos conocidas de la 

literatura, la frecuencia de RNPs se modifica en relación con la maduración funcional de las células en 

cuestión. 

En el epiblasto, los núcleos presentan abundantes estructuras RNPs ampliamente distribuidas y 

predomina la cromatina de configuración laxa. Este patrón se conserva con pocas variaciones a lo largo 

del desarrollo en las células de la piel en diferenciación, hasta etapas avanzadas del desarrollo, como se 

aprecia en los núcleos de las células no comificadas de la capa superficial de la epidermis. En las 

células del ectodermo y en las que participan durante la formación de la capa superficial de la piel, el 

proceso de diferenciación es contínuo y está marcado por la constante disminución de los parámetros 

relacionados con la actividad sintética. El patrón descrito, se modifica de manera particular en las 

células de la notocorda y también en el endodermo que se diferencia en epitelio superficial del intestino 

antes del nacimiento. 
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Las RNPs nucleares de las células de la notocorda se presentan ampliamente distribuidas desde las 

primeras etapas de la diferenciación y las modificaciones estructurales que se aprecian alrededor del 

estadio HH30 involucran cambios en la configuración de la cromatina, en la distribución de las fibrillas 

RNPs y de los GIC que se organizan en cúmulos bien definidos. En etapas posteriores se reconocen 

cambios en la compactación de la cromatina y en la distribución de las RNPs principalmente en los 

núcleos centrales. La dispersión de las RNPs en el estadio HH32 coincide con un leve incremento del 

volumen nuclear. 

Al comparar los niveles de GPCs entre los tres tejidos, los núcleos de la piel en diferenciación se 

caracterizan por ser menores de 1 GPC/µm2 y las modificaciones posteriores descritas en las etapas 

avanzadas de diferenciación, coinciden con cambios en la conformación de la cromatina y con la 

transformación de núcleos ovoides a formas notablemente aplanadas en la capa superficial de 

descamación de la piel. 

En las células de la notocorda, la presencia de GPCs es alta en las primeras horas de formación de este 

órgano, cuando desempeña la función específica de inducir la diferenciación de la placa neural al 

comienzo del desarrollo. En este caso el aumento del almacén intranuclear de RNAm representado por 

los GPCs que sucede en las primeras horas, en que representa el principal elemento de soporte del 

embrión; sin embargo las funciones que posteriormente cumple la notocorda no parecen requerir el 

almacenamiento de mensajeros en forma de GPCs. 

Este parámetro, experimenta mayor variación en las células endodérmicas, aumentando en forma muy 

significativa durante el período de modificación estructural del epitelio y posteriormente, durante la 

etapa de maduración funcional de las células intestinales, que producen elevados niveles de fosfatasa 

alcalina y en las cuales el incremento de GPCs coincide con la presencia de grandes cúmulos de 

cromatina compacta. 
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