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RESUMEN

Los grdnulos intercromatinianos (GICs) son particulas ribonucleoproteicas
intranucleares que contienen ARNs de bajo peso molecular ricos en uracilo (snRNP).
Estas snRNP son esenciales en el proceso de splicing que da como resultado la
maduracién de los mARNs y se les conoce como factores de splicing.

En este trabajo se estudian las variaciones de los GIC de los nicleos
interfdsicos en células nerviosas de embrién de pollo en varias etapas del desarrollo,
por medio de microscopia electrénica utilizando la técnica convencional y la técnica
preferencial para RNP's.

Los resultados indican que hay una disminucién en la densidad de los GIC en el
nticleo durante el desarrollo y una tendencia a la formacién de cimulos en etapas del
desarrollo avanzadas, lo que refuerza la idea de que estas particulas estdn
relacionadas con el almacén de snRNP.

ABSTRACT

The Interchromatin granules (ICG) are intranuclear ribonucleic particles that have
low molecular weight RNAs that are rich in uracil (snRNP). These snRNP are essential
in the splicing process that gives as a result mature mRNA.

In this thesis, the variation of the ICG of the interphase nucleus of nerve
cells of the chicken embryo in several stages of development have been studied, using
Electron Microscopy complemented by conventional and the preferential techniques
for RNP.

Results indicate that there is a loss of density of the ICG in the nucleus during
development and a tendency to the formation of clusters in advanced stages of
development. This supports the idea that these particles are related to the storage
of snRNP.




I. INTRODUCCION

Todas las criaturas vivas estdn formadas por células. Las formas mds simples de vida son
células solitarias que se propagan dividiéndose en dos. Los organismos superiores, son
comunidades celulares en las que agrupamientos celulares realizan funciones especializadas y

estdn unidos por complejos sistemas de comunicacion,

Con la excepcidn de los virus, que podriamos llamar acelulares, todos los organismos
terrestres pertenecen a una u otra de estas dos categorias; la de los organismos formados por
células que carecen de niicleo, llamados procariontes, o bien la de los formados por células que
poseen un ntcleo, o sea los ewcarionfes. Ambos tipos de organismos pueden estar
representados por formas unicelulares o pluricelulares; aunque los procariontes nunca llegan a
alcanzar la complejidad y el tamafio de los eucariontes pluricelulares. De hecho, los
procariontes tipicos, como las bacterias, son organismos simples, en los cuales las moléculas de
DNA se encuentran mezcladas con el resto del material del citoplasma. En elios no existen
mitocondprias, cloroplastos ni estructuras ciliares complejas. Las células procariontes, son de
dimensiones reducidas y se nutren bdsicamente por absorcién de material, aunque existe un
nimero considerable de bacteria fotosintéticas; en general, los procariontes se reproducen

por fisién o por otros mecanismos igualmente sencillos.

Las células eucariontes, en cambio, tienen una membrana nuclear que rodea dos o més
cromosomas: asi, el nicleo estd compartamentalizado dentro de la célula y es el sitio donde se

encuentra el material genético fundamental del organismo.

Las células eucariontes, o con niicleo, realizan todas las funciones propias de los seres

vivos, se nutren, respiran, crecen, se reproducen y mueren.




I.1. NUCLEO CELULAR INTERFASICO

Actualmente, uno de los aspectos fundamentales de la investigacién del nicleo se
encuentra en el entendimiento de su ultraestructura en interfase. La interfase es el periodo

en que las células no se estdn dividiendo y existe gran actividad metabélica.

El nicleo en interfase es el mds grande de los organelos intracelulares, mide entre 5y
10 micras de didmetro, por lo que se ve fdcilmente en los microscopios épticos a bajos

aumentos (50x o mds).

Las funciones que se llevan a cabo en el niicleo estdn por un lado relacionadas con el
funcionamiento general de la célula y el crecimiento, y por otro lado con la reproduccién
celular. Sin embargo, no hay limites estrictos entre las funciones existentes en células que se

reproducen y las que no se reproducen.

El estudio precursor que senté las bases del conocimiento sobre la distribucién y
estructura fina de los diversos componentes que contienen ribonucleoproteinas (RNP), fue
realizado por Monneron y Bernhard en 1969 en el niicleo interfdsico de células de mamiferos,
utilizando el método de tincién preferencial (Bernhard, 1969). Esta técnica se basa en el uso
de agentes quelantes que “blanquean” la cromatina y permiten el contraste de las estructuras
ribonucleoproteicas (RNPs) intracelulares, como son los grdnulos pericromatinianos (GPC), los
grdnulos intercromatinianos (GIC), fibras pericromatinianas (FPC), fibras intercromatinianas

(FIC) y cuerpos espiralados (ce).

Los niicleos en interfase en el dmbito de ultraestructura, muestran complejos de RNP
bien definidos. De estos complejos los mds conocidos y estudiados son los grdnulos y fibras.

Estos, aparte de estar bien caracterizados morfoldgicamente, tienen gran correlacién




bioquimica y funcional con respecto a la sintesis y procesamiento del RNAr (Hay, 1968:
Bernhard y Granboulan, 1968). En el resto del niicleo interfdsico se encuentra el gran espacio
intercromatiniano. Esta es una zona no bien definida donde se localizan: la cromatina dispersa,
los complejos de RNP exfranucleolares, proteinas y otros metabolitos. Todo este conjunto de
particulas es dificil de distinguir y diferenciar entre si, cuando se utiliza la tincién ordinaria dé

Uranilo-plomo para la microscopia electrénica.

Bernhard (1969) introdujo una técnica en la cual el EDTA (dcido
etilendiaminotetraacético) en solucién, extrae selectivamente el uranilo depositado en la
cromatina compacta que se decolora. Posteriormente, al agregar sales de plomo resaltan
preferentemente las RNPs. Con el mayor uso de esta técnica, se han facilitado los estudios que
tienden a explorar la ultraestructura nuclear y sobre todo ayuda a entender la correlacién de
los aspectos morfoldgicos con los funcionales en el nicleo interfdsico (Monneron y Bernhard,

1969).

Los complejos morfoldgicos de las RNP extracelulares que se distinguen con la tincién
con EDTA vy que resaltan son: las fibras pericromatinianas (FPC), los grénulos

péricromaﬁnianos (GPC), los grdnulos intercromatinianos (6IC) y los cuerpos espiralados (ce)

" (Fig. 1).
I.1.A. CROMATINA.

La cromatina es la denominacién para el material nuclear rico en DNA. Es el término
designado por Flemming en 1882 para el material del nicleo celular que toma tinciones bdsicas.
El DNA, no se encuentra libre, sino que se encuentra asociado a dos clases de proteinas; las
histonas y proteinas cromosomales no histénicas. Kossel en 1884, descubrié las histonas

observando que estas proteinas bdsicas estdn unidas al DNA de la cromatina. Posteriormente,




Mirsky Ay Ris H., en 1951, descubrieron otro tipo de proteinas no histénicas fambién unidas al

DNA.

La cromatina es un complejo de desoxirribonucleoproteinas (DNP), que forma una
estructura llamada nucleosoma, la cual constituye la unidad bdsica de la estructura del
cromosoma (Comings 1972). Los nucleosomas son las unidades fundamentales de organizacién
sobre las que se construye el empaquetamiento de orden superior de la cromatina. Cada
nucleosoma contiene ocho moléculas de histonas, dos copias de cada una de las H2A, H2B, H3 y
H4. El espaciamiento de las cuentas del nucleosoma a lo largo del DNA define una unidad
repetitiva de unos 200 pares de bases, de los cuales 146 estdn fuertemente unidos alrededor
del nicleo de histonas y el resto sirve como elemento de enlace entre nucleosomas. La histona
H1 no forma parte del nicleo del nucleosoma, pero suele estar unida al DNA de enlace. Las
proteinas no histénicas, que comprenden una proporcién menor que las histonas, estdn

involucradas en los niveles superiores de empaquetamiento de la cromatina.

La cromatina en eucariontes se ha dividido de acuerdo a su estado de condensacién
durante la interfase en dos clases; la heterocromatina y la eucromatina. La heterocromatina es
la- forma condensada durante la interfase y por lo tanto, se considera inactiva
transcripcionalmente. Estd dispuesta en una banda de manera irregular en la periferia nuclear

y nucleolar asi como en grumos a través del nucleoplasma.

La configuracién que posee la cromatina durante la interfase estd relacionada con su
actividad metabdlica, asumiendo dos patrones morfolégicos, los cuales se pueden reconocer por
medio de la tincidn con amina de osmio o con PTA (dcido fosfotingstico) para microscopia
electrénica. Las zonas de cromatinas condensadas (heterocromatinag) en el nicleo en interfase,
que corresponden a DNA inactivo, en la mayor parte de las células tienen localizaciones

caracteristicas; se observa la denominada cromatina periférica como densos climulos de




tamafio variable, que estdn en contacto con la envoltura nuclear y la cromatina asociada a
nucleolo, que lo rodea como una ldmina discontinua de espesor irregular. Eventualmente se

observan prolongaciones de cromatina hacia dentro del mismo.

La eucromatina designa las partes cromosémicas que corresponden a cromatina
dispersa, que son sitios donde el DNA es activo transcripcionalmente. Trabajos de citoquimica
ultraestructural han demostrado que una gran proporcién del RNA extranucleolar es

sintetizado en las regiones donde la cromatina posee la forma no condensada (Derenzini 1977).

La proporcion de la heterocromatina presente en el nicleo se modifica de acuerdo a la
actividad transcripcional. En las células eucaridénticas, un promedio aproximado del 90% de la
cromatina es transcripcionalmente activa en un tiempo dado, pero toda la cromatina inactiva no
puede estar en estado condensado (Manuelidis 1990 y Stuurman 1992). La cromatina en la
mayoria de las células mantiene un grado de compactacién en particular. En las células
nerviosas (Vdzquez-Nin y col, 1983) y musculares (Zavala y col. 1992) del embrién de ave, el
grado de compactacién de la cromatina varia a través de la serie de transformaciones que

define gradualmente el proceso de diferenciacién.

I.1.B. FIBRAS PERICROMATINIANAS (FPC).

Las fibras pericromatinianas fueron descritas en 1969 por Monneron y Bernhard. Son
fibras que aparecen irregularmente principalmente en la vecindad del borde de la cromatina
condensada, llamada cominmente regién pericromatiniana, que representa la regién
nucleopldsmica donde se lleva a cabo la mayor parte de la sintesis del RNA nuclear

heterogéneo (RNAhn) (Fakan 1978, Novello 1978). Monneron y Bernhard en 1969, sugirieron




que estas fibras pueden representar la expresién morfoldgica de la transcripcién del RNA

extranucleolar.

Por medio de estudios autorradiograficos, exponiendo a células a puisos cortos con
uridina tritiada, se observé un marcaje preferencial en las regiones donde se localizan las
fibras pericromatinianas, en el borde de la cromatina condensada (Fakan y Bernhard 1971). El
nimero de las fibras pericromatinianas, se incrementa cuando se activa la transcripcién, como
fue demostrado al aplicar cortisona a hepatocitos. Por el contrario, el bloqueo de sintesis de
RNA por medio de a-amanitina induce una reduccion en el nimero de fibras (Petrov y Sekeris
1971, Simard, 1978, Derenzini 1978). Estos estudios permitieron concluir que las fibras
pericromatinianas representan el sustrato morfolégico donde se localiza el RNAhn recién

sintetizado (Petrovy Bernhard 1971).

Debido a que las ribonucleoproteinas pequefias nucleares (snRNP's) y el factor de
“splicing' SC35 se localizan en las fibras pericromatinianas, se ha propuesto que en estas
estructuras ribonucleoproteicas, que son los sitios de transcripcién (Puvion E. y col. 1996), se

efectia el procesamiento postranscripcional temprano, que involucra el proceso de ‘splicing

(Spector y col. 1991).

Esto se demostré mediante el uso de anticuerpos especificos para diferentes
componentes nucleares, empleados en inmunolocalizaciones en el dmbito de microscopia

electrénica.




I.1.C. FIBRAS INTERCROMATINIANAS (FIC).

Se ha observado que aparecen en el espacio intercromatiniano como. resultado de ia
migracién de las fibras formadas en las dreas pericromatinianas (Nash 1975; Puvion y Moyne
1978). Se ha postulado que éstas podrian representar el sustrato morfolégico de los hnRNAs

libres en el nucleoplasma o de migracidn al citoplasma (Busch 1983).

I.1.D. GRANULOS PERICROMATINIANOS (GPC).

Fueron observados por Swift (1962) y Watson en 1962 (citado por Monneron vy
Bernhard 1969). Son estructuras ribonucleoproteicas de entre 30 y 50 nm de didmetro, con un
halo claro, que usualmente se localizan en la periferia de los grumos de cromatina compacta
(Monneron y Bernhard 1969). Estdn formadas por fibras de 12 a 15 A, enrolladas

irregularmente y embebidas en una matriz difusa (Vdzquez-Nin y Bernhard 1971).

La naturaleza ribonucleoproteica de los grdnulos se comprobé por medio de digestiones

enzimdticas en combinacidn con la técnica del EDTA (Bernhard 1969). Se ha observado que los

grdnulos pericromatinianos son capaces de desenrollarse en forma de fibras y migrar del

“nidcleo al citoplasma a través de los poros nucleares (Monneron y Bernhard 1969).

Estas particulas son consideradas como estructuras universales de eucariontes
superiores relacionadas con el transporte y aimacenamiento de RNAm maduro (Jiménez-Garcia
y col. 1989), hipétesis que ha sido apoyada en numerosos experimentos con drogas que
intferfieren el metabolismo del RNA, ya sea inhibiendo la sintesis de RNAhn y/o reduciendo la
eficiencia del proceso de maduracién del RNA, donde se ha observado una alteracién en la

produccidn y distribucion de los grdnulos pericromatinianos.




A

"delos embrlonar‘los para estudiar el comportamiento de dichas

particulas dur‘anfe la dlfer'encmcuon A partir de estos estudios, se ha detectado variacién de

los GPC, dur‘an}fe da’ 'v_dlferencmcnon celular en estados de desarrollo bien definidos. En

motoneuronas durante. el desarrollo de las terminaciones sindpticas, se ha detectado un

aumenfo-en{l ncia-de los grdnulos pericromatinianos, cuando se establecieron los

confuc‘l‘os sindptico 'ehfr‘é las neuronas, demostrando que el aumento de los grdnulos estd

relacnonado on: evenTos definidos durante la transformacién de los neuroblastos en neuronas

(Vazquez Nm y col 1980)

I.1.E. GRANULOS INTERCROMATINIANOS (GIC).

Los grdnulos intercromatinianos son estructuras polimérficas, con un didmetro de
enfre 20 y 25nm. Se pueden encontrar como ctmulos distribuidos irregularmente y se les
localiza en el espacio infercroma‘riniano Son de forma irregular y estdn unidos entre si por

pequenas f:bras qu ‘ ‘formcm una red fina en el espacio intercromatiniano (Monneron y Bernhard

1969). Esfq 'ésfrucf ra fuero descrrras por Swift en 1963, pero fue en 1969 que Monneron

y Bemhard describen su nafur‘qleza r'lbonucleopr-ofelca.

Los’ -estudios: citoquimicos comprobaron la resistencia de los grdnulos

intercromatinianos a pr'onhsd seguida de la RNAsa, asi como también se comprobé que son

alfamen're‘fk ontrastados por el método de Bernhard (1969), preferencial para RNP. Esto

sugler'e que ; Vm‘er'cr'omahmanos contienen un RNA bien protegido por un

r'esnsfenfe compo ofelco Wassef (1979) demostré histoquimicamente que los grdnulos

conﬁenen una gran can‘ﬂdad de fosfoproteinas.




subesfructdfd# gs‘(.fiménez-Gar'cia y Spector 1993). El uso de la proteina fusionada

SF2 (factor. d-éfsp//‘c/hg{z)‘ y GFP (proteina verde fluorescente) ha permitido observar in vivo

esta organizacién, corroborando que los factores de splicing se dirigen desde los ctimulos de

grdnulos interc hﬁdﬁhianos hacia los sitios de transcripcién activa (Misteli y col. 1997).

en ellos corrobora la relacién entre los grénulos

m'rer'cromaﬂnla Géléaio “(.Cldv‘gnger' 1984).

Tam én. exusfenevndencnas de que’ Ios grénulos intercromatinianos son parte de una

mGTl"IZ pr'o'relca; o matriz nuclear‘ (Comings y Okada 1976; Miller 1978; Spector 1983). Este
 componente nuclear no solamente serviria de soporte a los niicleos interfdsicos, sino que tal

vez también sirva como un sendero para el transporte de productos hacia el citoplasma (Busch

1977).

Se ha demostrado que forman parte de la matriz nuclear interna y se supone que son

un sitio de acumulacién de snRNPs y/o maduracién y transporte de rRNPs (Spector 1983),

Estudios realizados han demostrado que estdn asociados con RNAs intranucleares de

tamafio pequefio, ricos en residuos de uridina (UsnRNA) (Spector 1983; Fakan 1984), las cuales




han sido implicadas en el procesarﬁienfo (Lener 1980; Rogers 1980), en el transporte de hnRNA

(Presmyko 1970) o pos:blemen‘re tienen un papel estructural en la arquitectura nuclear (Fakan

1984).

I.1.F. NUCLEOLO.

‘emb‘r' na especnal que lo delimite, pero se encuentra rodeado

El nucleolo no fiene una

de cromatina per‘mucleolar‘ Ia cual, esTa conecfada con regiones de cromatina intranucleolar de

manera continua. -

| ' el sitio donde se encuentra el DNA que servird como molde para
' smfe*hzar las moleculas precursoras de los RNA ribosomales. A las zonas donde se transcriben
estos :RNA .que forman parte de los ribosomas, se denominan regiones organizadoras

nucleolares.

El nucleolo, desde el punTo de vista estructural, se puede dividir en cuatro dreas

(Spector 1993): a) Componen‘re»flbrllar denso, b) centros fibrilares, ¢) drea granular o

componente granular.y d _m:’ nucleolar.

Los centr"os‘.ﬁbrtilanes ésfc{n rodeados por el componente fibrilar denso, lo que los hace
estructuras mdep le los demds componentes. En la periferia de los centros
fibrilares sé f'énc en 1 NA que forma la regién organizadora nucieolar (NOR) (Spector
D. 1993) Esfe DNAV es la mr;ﬂr‘lz de la cual se transcriben las moléculas precursoras de los
RNA r‘lbosomales 185 y 285 en todas las células animales, vegetales y fiingicas (Jiménez-

Garcia, 1993). El componente fibrilar denso y los centros fibrilares llevan a cabo la sintesis de

RNA ribosomales (Shaw, 1995),
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En el componente granular, se encuentran particulas de 15 a 20 nm de didmetro, las
cuales corresponden a los RNA's pre-ribosomales en diversos estados de maduracién, asi como
gran cantidad de proteinas enzimdticas y no enzimdticas, siendo éste el sitio especifico para la
combinacién de RNA con las proteinas nucleolares especificas (Busch H., 1977; Vazquez-Nin,
1993; Herndndez-Verdidm, 1993). El componente granular es el sitio de almacenamiento o

acumulacidn de las moléculas pre-ribosomales (Spector, 1993).

La cromatina nucleolar condensada es transcripcionalmente inactiva, y se encuentra

ve_spar'_cida en‘rre'la cromatina laxa (Delgado M, 1995).
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Fig. 1. Estructura del nicleo en interfase de célula diferenciada contrastada con la técnica del EDTA, preferencial
para ribonucléoprofeinas. Las regiones sombreadas corresponden a masas de cromatina compacta (chr). En el
espacio intercromatiniano (fondo blanco) sobresalen diferentes estructuras ribonucleoproteicas, el nucleolo (nu),

las fibras: pericromatinianas (--3), los grdnulos pericromatinianos (pg), los grdnulos intercromatinianos (ig) y los

cuerpos eﬁpirdiadqé (cb). (Tomado de Monneron A. y Bernhard W., 1969).
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I.2. SISTEMA NERVIOSO (DESARROLLO)

La morfologia del tejido nervioso en los vertebrados, se inicia en una etapa temprana
del desarrollo embrionario, hecho importante por la funcién que va a tener casi desde el
principio, al-constituirse en un sistema integrador de varias funciones generales. Por lo cual,

_desde ‘el final de la gastrulacién (en donde se establecen las tres capas embrionarias

primordiales) se integra la placa neural, la cual es el primer esbozo del sistema nervioso,

" formada'por l¢ ciacién de células ectodérmicas de la linea media del dorso del embrién.

-al ‘de los vertebrados se desarrolla a partir del esbozo

primario;, el’tub ubo, al‘formarse, tiene un didmetro desigual: su extremo anterior

estd dilatado,:la cavidad es mds ancha y las paredes son mds gruesas que en la parte posterior

del tubo. Esto prefigura el desarrollo del encéfalo a partir de la parte anterior del tubo neural

y el ,‘debs;:ir"rqllo" de la médula espinal a partir de la parte posterior.

El tubo neural, experimenta un alargamiento muy considerable, paralelo al alargamiento
general del embrién, especialmente en su mitad posterior. Como este alargamiento se hace a

expensas del grosor del tubo, tiende a aumentar la diferencia de volumen entre el encéfalo y la

méduia espinal.

Las partes posteriores del tubo y de la placa neural experimentan una transformacién
muy peculiar. En esta zona, la placa neural llega hasta el blastoporo. Cuando la parte posterior
del tubo neural se alarga, lo hace en mayor grado que la parte ventral del embrién. El extremo
posterior del tubo neural se desplaza, por lo tanto, mds alld del blastoporo. La mayor parte del
tubo neural, desde su extremo craneal hasta el dpice de la curvatura, se diferencia formando

el sistema nervioso central (encéfalo y médula espinal). No obstante, la parte curvada del tubo,
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la pqh‘e Vérifqadg' entre el dpice del esbozo y el blastoporo, se diferencia como tejido muscular

de la regi’én tciudal (en Balinsky B., 1978).

Durante el periodo de tubo neural, se observan cambios morfolégicos notables, como: la
separacién del ectodermo, el aumento de grosor de su pared y conjuntamente la formacién de
las crestas neurales. Ademds, en la periferia de la pared del tubo, se distinguen algunas células
de aspecto irregular, con niicleo grande, redondo, pélido y con nucleolo muy aparente (Martiny
Langman, ,1965)'>’Esfas células se diferencian funcionalmente de las denominadas matrices, y
estas células cor‘r‘esponden a los primeros neuroblastos, que en el embrién de pollo aparecen

‘ aproxnm: da nen ‘,2‘2 somitas, (la cual corresponde al estadio 14 de Hamburger y

”Ivm es que corresponden al epéndimo primitivo. En los extremos dorsal y
ven'rr‘al del conduc'ro central en forma de rendija, el epéndimo forma una placa dorsal y una
placa: venfral respectivamente. Lateralmente, hay proliferacién de las células de la médula

_espinal que dan origen a la masa de células nerviosas y a las células neurogliales de la médula

espinal.

Las paredes de la médula espinal se engrosan lateralmente y, dado que la proliferacién
de las células continda a ambos lados de la médula espinal, el crecimiento de las partes
laterales supera pronto al crecimiento de las paredes dorsal y ventral. Ventralmente, el tejido
de la médula espinal crece hacia abajo y deja en medio una estrecha rendija, la fisura ventral
media. Dorsalmente, el conducto central queda comprimido; las capas ependimales de ios lados
derecho e izquierdo se fusionan y forman una estructura semejante a una membrana, el septo

dorsal medio, que separa las masas de tejido nervioso situadas al dorso del conducto central,
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dela mlsmavmanera que la flsura central media separa el tejido nervioso situado al vientre del

canal cenfral

i los gd'MI%ios,maéroscépicos de la forma de la médula espinal y de su conducto
cen'fr‘al esfén eniend‘é‘-;lugar, las" células  situadas en las paredes de la médula espinal
: exper‘lmgnfqn,qnl cqnjﬁn'ro de transformaciones que conducen finalmente al desarrollo de la
médula es'pi'nhl como par'te funcional del sistema nervioso. Cuando el tubo neural empieza a
formarse, sus paredes estdn constituidas por una capa tinica de epitelio neural seudo-
estratificado. Todas las células del epitelio alcanzan la superficie interna del tubo, pero los
niicleos de I&s 'célufas se disponen a diferentes distancias del lumen, dando la impresién de

dlferenTes homzom‘es de celulas Todas las células estdn ancladas en la superficie interna del

tubo, medlan're conexiones m'rer'celular'es en la forma de desmosomas. Todas las células

neuroeplfeha es:en.est on capchs de crecimiento y proliferacién y, en estos aspectos,
1963: We tterson 1965). Esto se ha demostrado suministrando

e ha obéérvado que al cabo de un periodo de 8 a 10 horas,

: ,Todas Ias celulas del neuroep teli bsor‘ben timidina, lo cual constituye una clara sefial de que

cada célula se prepqra pa ) mrroflca Cuando cualquiera de las células se acerca a la

mitosis se redondea’ y.al o se dlruge hacia el lumen del tubo donde se conecta mediante

desmosomas a otras:células:situadas en dicho nivel. Por consiguiente, todas las fases de la
mitosis desde la profase avanzada hasta la telofase, se ve que ocurren dnicamente cerca del

ez que la mitosis es completa, las dos células hijas se alargan de

lumen del tubo neural..Una
nuevo y pasan‘a ser. ridisﬂhgt.nibles de las otras células del neuroepitelio. De esta manera, la
proliferacién elulas neur‘oepl‘rellales aumenta el nimero de células del tubo neural y

asimismo increr 'ra eI volumen global del tubo.
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Fig. 2.

Fases del desarrollo temprano del embrién de pollo. (Secciones transversales). A) banda primitiva; B)

fase de la placa neural; €) fase del tubo neural; D) esbozos primarios de los érganos.

_En_una fase posterior, algunas de las células del neuroepitelio empiezan a perder su

unién con otras células en la superficie interna del tubo neural, se desplazan hacia fuera,

”er"gefr del neuroepitelio seudo estratificado. La migracién hacia fuera estd

‘terminan por

acompafiada por la diferenciacién de estas células en forma de neuronas.
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Aunque algunas células émpiezan a migrar antes de mostrar signos de diferenciacién, lo
mds comtn entre las células es que.empiecen a diferenciarse incluso antes de abandonar el
neuroepitelio (Watterson 1965). El extremo reducido de la célula neuroepitelial cilindrica se
convierte en neurita y desarrolla un sistema de neurofibrillas que pueden tefiirse por el
método del nitrato de plata. El extremo interno de la célula también desarrolla neurofibrillas y

se conoce como "dendrita transitoria”. La célula adquiere por tanto una manifiesta polaridad.

Las células que migran a partir del neuroepitelio se acumulan inmediatamente debajo de
lo que se cqnver"ti}'c’l}v en la materia blanca de la médula espinal y forman una capa poco compacta
" de -cyél“l‘.‘!lqs!: dlgnoﬁ\ihddav. manto. Ademds de la migracién primaria hacia fuera, las células
v ‘ner,‘vios"’u‘s:'buéden’ experimentar migraciones mds complicadas hacia arriba y hacia abajo, a lo

'larg‘o del tubo neural, que forman concentraciones de células nerviosas a las que los
.dnafomisms conocen por diversos nicleos del cerebro y de la médula espinal. En el manto, las
‘neuronas alcanzan su diferenciacién funcional plena. La "dendrita transitoria” se reduce, de
manera que temporalmente las futuras neuronas son unipolares, pero pronto se forman nuevas
dendritas que ya son definitivas. Después de la produccién de las neuronas, otra migracién de
células a partir del neuroepitelio da lugar a los astrocitos, las células de las neuroglias que

nunca adquieren funcién nerviosa. El neuroepitelio residual se convierte en el epéndimo.

La transformacién de las células matrices en neuroblastos parte de un punto critico,
que es la incapacidad de incorporar timidina (Fujita, 1963). Este autor, describe que en los
nicleos hay una mayor dispersién de cromatina y los nucleolos son mds prominentes. Los

cambios, se acentdan conforme transcurre el desarrollo.

Las células nerviosas o neuronas estdn formadas por un cuerpo celular o pericarion, que

contiene el nicleo, del cual parten las prolongaciones. De acuerdo con el tamafio y la forma de
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-sus prolongaciones, la mayoria de las neuronas pueden ser clasificadas en uno de los siguientes
tipos:

a) Neuronas multipolares, que presentan mds de dos prolongaciones celulares.

b) Neuronas bipolares, poseedoras de una dendrita y un axén.

c) Neuronas seudomonopolares, con sélo una corta prolongacién que se bifurca

inmediatamente, dirigiendo una rama hacia la periferia y otra hacia el SNC.

"de'las neuronas de los vertebrados son multipolares. Neuronas
bipolar'es se’ ntraj 'en los ganglios coclear y vestibular, en la retina y en la mucosa

olfafoma Las _neuronas seudomonopolar'es se encuentran en los ganglios espinales, que son

gangllos sensmvos sn‘uados en Ias raices dorsales de los nervios espinales.

Las neuronas mofor'ds com‘rolan érganos efectores, las fibras musculares. Las neuronas

sensoriales reciben esﬂmulos sensomales del medio ambiente y del propio organismo. Las

interneuronas esfablecen o xmnes entre otras neuronas, formando circuitos completos.

Una etapa.fundamental en la ontogenia de la funcién neural con repercusién directa en

tos, es el establecimiento de los contactos especializados, es

la diferenciacién de

| o futura substancia blanca.

gran parte hchivd‘i_d}f 70

La dlferencmcuon neuronal implica, por un lado, la pérdida de la divisién celular (ésta se

pierde cuando se. for'ma el neuroblasto a partir de la célula multi-potencial), con el consecuente
retardo en la expresién de los genes involucrados en la duplicacién del material celular y

también, el gran aumento de la expresién de los genes relacionados con las caracteristicas
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propias de todas las neuronas diferenciadas, asi como de los genes involucrados en las
propiedades fenotipicas de cada tipo neural como pueden ser: a) la arborizacién dendritica; b)
el alcance del axén; c) el transmisor sindptico; d) los receptores de membrana, etc., y atin de

los genes referentes ala posicion de la neurona dentro del drgano. (Jobling S., 1987).

La sintesis de este gran conjunto de proteinas caracteristico del estado de
diferenciacién neuronal, obliga a cambios de la expresién genética que se van suscitando en el
tiempo, hasta alcanzar la diferenciacién final. La mayoria de las neuronas maduras mantienen
altos niveles de sintesis de RNA y proteinas, como se deriva de la incorporacién de nucledtidos
y aminodcidos marcados, asi como de indicadores morfoldgicos (nidcleos grandes con abundante

cromatina laxa y nucléolos de gran tamafio).
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a)

b)

c)

d)

II. OBJETIVOS

Estudiar la relacién entre la cromatina y los grdnulos intercromatinianos en neuroblastos

de embrién de pollo a través de diversos métodos de tincién para ribonucleoproteinas.

Demostrar si existe una variacién de la densidad de grdnulos intercromatinianos y de la

cromatina.
Determinar el porcentaje del volumen nuclear ocupado por los cimulos de GIC.

Determinar si el tamafio de los nicleos de los neuroblastos se relaciona con las posibles

variaciones de los otros pardmetros.
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III. MATERIAL

E! material biolégico que se estudié consistié en embriones de pollo de 2, 4,7,9y 12
dias de incubacién. Las muestras de tejido se tomaron de la mitad ventral de la regién cervical

de la médula espinal (Fig. 3) de los embriones de pollo.

Se eligié este material por que estd bien estudiado desde varios puntos de vista:
diferenciacién de los neuroblastos, sinaptogénesis, mielinizacién, ontogenia de la actividad

bioeléctrica, motilidad embrionaria y muerte celular espontdnea durante el desarrollo.

Esquema del drea de estudio.

A .
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Fig. 3.- Seccidn transversal de la médula espinal de un embrién de pollo. (Tomado de Balinsky B., 1978).
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Esquema de uno de los lados del epéndimo

La zona de estudio se basa en las astas anteriores de este esquema.

células bipolares
primarias

células que
han perdido
ta dendrita
transitoria

ncurlonus con
e, danddrlton
definitivas

Fig. 4.- Fases del desarrollo de las neuronas del sistema nervioso central. 1) Fase de proliferacién de las células

neuroepiteliales. 2) Fase posterior, en donde las células individuales se desplazan hasta el manto y-desarrollan
neuritas y dendritas. (Tomi;‘do de Bé_xlinsky B., 1978),
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IV. METODO
IV.1. PARA LAS MUESTRAS DE EPON.

IV.1.A. FIJACION.,

Lo primero que se llevé a cabo fue romper el cascarén del huevo para asi poder
localizar al embrién de pollo. Una vez localizado se le inyecté una solucién fijadora, la cual
estaba constituida por formaldehido al 4% y glutaraldehido al 2% en un amortiguador de
fosfatos con un pH de 7.2, esto con la finalidad de que circulara el fijador por todo el

organismo y se tuviera una buena fijacién de todo el tejido.

Posteriormente, se corté la region cervical del embrién (tejido de interés). A estos
pedazos de tejido obtenidos, se les hicieron unos pequefios cortes para asegurar que el fijaddr

penetrara perfectamente en él. Posteriormente, el tejido fue sumergido en pequenos ,frascos :

de vndr'lo con. fqudor' en el cual permanecieron por una hora y medm con e o

conser'var' la esfrucfur‘a fma de las células o su ultraestructura y alterar en el ’menor' grado

p05|ble su composncuon
IV.1.B. LAVADOS.
Una vez transcurrida la hora y media, sre_t‘anjqudron conel amqr"r*iguddor de fosfatos, tres

enjuagues de 5 minutos cada uno, para seguir con ld_~deshidmm'ci6n a través de-alcoholes

(etanol) graduales.
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IV.1.C. DESHIDRATACION.

Una vez que se enjuagaron los tejidos, se llevé a cabo la deshidratacién por medio de

alcoholes graduales:

e un periodo de 10 minutos en etanol al 70%

e un periodo de 10 minufos‘en etanol al 80%

e un periodo de 10 minutos en etanol al 90%

e un periodo de 10 minutos en etanol al 96%

» tres periodos de 10 minutos cada uno en etanol absoluto

IV.1.D. PRE-INCLUSION.

Con el fin de lograr una inclusién cdecuada se r‘eahzo una preinclusién usando como

agente intermediario al éxido de pr‘opaleno que sirve por‘ un: Iado para deshidratar y por otro

Una vez cumplido ese tiempo, se llevé a cabo la inclusién ,e}ri're'syina epéxica (EPON).
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IV.1.E. INCLUSION.

La inclusién es el proceso mediante el cual el tejido adquiere la consistencia necesaria
para que pueda ser cortado. La resina funciona como soporte, la cual al polimerizar, adquiere

una consistencia sélida y facilita el corte.

La mezcla de inclusién consistié en EPON con las siguientes proporciones:

EPON 58g¢g
DDSA (Anhidro dodecenil succinico) 32g
NMA (Anhidro 2,3-metilnorbornendicarboxilico) 286g¢g
DMP (2,4,6-dimetil aminometifenol) 0.16g

Para la polimerizacidn de la resina, las muestras fueron colocadas en moldes planos,
donde se orientd la muestra biolégica para su mejor corte, se vertié la mezcla de inclusién y se
incubd a 60°C por 24 horas, después de las cuales se dejaron a temperatura ambiente por unas

horas para poder sacarlas de los moldes y comenzar su corte,

IV.1.F. CORTE.

Una vez obtenidos los bloques, se tallaron plr'amldes en. el exfremo de esfos en donde,

se encontraba el feJldo y enun uh‘ra mlcro’romo se obfuvneronico’ Fes semlfmos de u "‘grosw* S

Una vez lden'hflcada la meJor' zona del bloque S ujo el ‘drea ‘thy;llra pirdmidgy‘s_e

procedié a obtener cortes ul'rr'afmos de aproxnmadamente 50 nm
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Una vez obtenidos los cortes ultrafinos en el ultra microtomo se montaron en rejillas
de ranura para facilitar la observacién al microscopio electrénico ya que no cuentan con
barrotes que obstruyan el paso de los electrones a través del tejido.

IV.1.6. CONTRASTE
Los bloques de EPON fueron contrastados de dos formas:

a) Acetato de Uranilo alcohélico por 1 hora y después Citrato de Plomo por 10 minutos.

b) Se siguié la técnica de contraste preferencial para RNP's de Bernhard, con 'hempos de: -

Acetato de Uranilo por 3 minutos, EDTA por 20 minutos y Citrato de Plomo por 3mmufos

IV.1.H. OBTENCION DE DATOS.

Las rejillas con cortes contrastados se observaron en un. ml el ecfhénico' EM10

de donde se obtuvieron lmagenes de vndeo fo‘rogr'aflas y V/a’eo prints.delos, nucleos de celulas

"Ima_qeﬂ/a.5000:;(3105'0/77) modlflcado por personal delfCen'rro de Insfrumenfos de la UNAM
(Lopez-VeIazquez G., et a/, 1996), para hacer Ia cuanhflcacuon de los 6GIC. El drea en donde se
calculo la densndad de GIC fue de 21.5 mlcras (1?) para todas las mediciones en cada uno de

'

‘los casos.

El programa de cémputo se calibra con una medida estdndar para evitar al mdximo el

error de medicién. Posteriormente se comienza con el conteo. de los GIC por imagen. Para esto
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se recorre el video tape para que en un monitor de televisién normal, al cual se modificé el
brillo y contraste para una mejor imagen, pasara la imagen y posteriormente el programa de
computo digitalizara la imagen en el monitor de la computadora. Una vez digitalizada la imagen,
con el mouse de la computadora se comienzan a marcar los GIC. Una vez sefialados, se traza el
drea de estudio, que para todos los casos fue la misma y luego se le pide al programa de

cémputo que calcule la densidad numérica y cuente el nimero de GIC que se marcaron.

Con los cortes semifinos, montados en los portaobjetos, se cuantificé el drea de los
nicleos y del nucleolo. Esto se hizo con el programa "ZImages 2000' versién 1.1 de Motic. Esto

se llevé a cabo de la siguiente manera.

Los por“raob‘jefos‘ con cortes semifinos se colocaron en un microscopio éptico modelo
DMB1-223A que cuenta con una cdmara de televisién integrada, la cual manda la imagen
directamente al monitor de computadora para poder digitalizar la imagen. Una vez digitalizada,
con el mouse de la computadora sefialas el drea de estudio, en este caso el contorno de los

ndcleo y nucleolos, para posteriormente pedirle al programa que calcule la superficie del drea

marcada.

El programa Images 2000 cuenta con una rejilla especial de calibracién, la cual se

emplea para evitar al mdximo el error de medicién.
Una vez obtenidos los datos de nimero de GIC, densidad numérica, superficie de

niicleo y nucleolo, se: utilizé el programa Exce/ de Microsoft para hacer todo ‘el andlisis

estadistico y las grédficas correspondientes.
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Resumen del método. (Diagrama de flujo)
Regidn cervical del pollo
U
Fijacién
(solucién de paraformaldehido 4% y glutaraldehido 2% en
un amortiguador de fosfatos (pH 7.2))
U
Lavados
(3 cambios de 5 minutos con
el mismo amortiguador)
U

Deshidratacién
(con alcoholes graduales)

U

Pre- Inclusién
Y

Inclusién -
CEPON)
. Cortes
 (semifinos de 160 nm y ultrafinos de

50nm de grosor)

Contraste | -
(Ur - Pby EDTA)
U
Observacién al microscopio electrénico EM-10 y

toma de datos a través de programas de cémputo.

28




V. RESULTADOS

V. 1. POLLOS DE 2 DIAS.

En los cortes semifinos de embriones de pollo con dos dias de incubacién, tefridos con
azul de toluidina y observados al microscopio (Fig. 5), ya se puede ver una separacién entre el
tubo neural y el ectodermo superficial. Hacia la luz del tubo se observan células en mitosis y el
resto de la pared, estd integrada por un conjunto de células fusiformes perpendicular al eje
del tubo neural; los extremos de estas células por un lado tocan la luz del tubo neural y, por el
otro su membrana basal.

En esta etapa, (aunque se han descrito algunos tipos celulares), se considera que estas
células son funcionalmente matrices (Fujita, 1964), y presentan una gran diversidad de formas
nucleares, circulares grandes y pequefias, elipticas e irregulares, las cuales pueden deberse a
las adaptaciones que presentan estas células durante las diferentes etapas de su ciclo celular.

Con el microscopioc electrénico se hicieron observaciones de los nicleos celulares, los
cuales son ovoides grandes y muy juntos unos con otros, debido, tal vez, a la escasa cantidad
de citoplasma que los separa. Al ser contrastados con el método de EDTA, preferencial para
RNP, los ndcleos presentan una gran cantidad de estructuras tefiidas, principalmente grdnulos
y fibras, distribuidas ampliamente, de manera muy dispersa, y por gran parte del espacio
intercromatiniano (Fig. 6 y 7). Estos elementos, principalmente los GIC, se distribuyen de una
forma dispersa a través de todo el ndcleo, sin formar cdmulos (Fig. 7). Un aspecto a tomar en
cuenta es que no se presenta una gran drea de cromatina decolorada en la mayoria de los casos
(Fig. 6), por lo que se puede suponer que buena parte de la cromatina esfc en-fase extendida.
Finalmente, también es notable la baja frecuencia de granulos pemcrom ‘rmlanos en este tipo

de nicleos.

Con las imdgenes de video del EM-10, se obtuvieron: Ios,sugu es lfdd@é; para la

cantidad de GIC en los nicleos (Grdfica 1) y la densidad numemca (Gm

Los nicleos son generalmente grandes (34.98 mlcrasz) (Tabl
compacto, con escasas dreas claras y un hucleolo pequefio de 4.62 micras® de: super‘fncue (Tabla

7A).
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TABLA 1. Variacién de GIC en nicleos de embriones de 2 dias de desarrollo.

Pollo de 2 dias de desarrollo Pollo de 2 dias de desarrollo
Ndmero de GIC Densidad numérica
Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3 Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3
450 438 420 55 54 50
404 432 420 49 53 50
410 464 459 50 57 55
330 402 329 40 49 39
389 494 440 48 60 53
443 457 393 54 56 47
492 389 416 60 59 50
306 482 423 37 59 b1
416 469 466 51 57 56
451 476 322 55 58 38
362 403 391 44 60 53
272 492 321 33 60 46
337 470 459 41 57 55
391 370 433 48 53 52
391 416 383 48 51 46
458 499 466 56 61 56
383 470 302 47 57 36
364 421 402 56 51 48
413 386 429 51 55 54
378 : 425 58 64
418 365 i 51 58
- 362 447 44 66
379 368 - 46 45
- - 410 ’ S 50
Sumatoria’
o 8999 10445 7674 1122 1350 93
. Nim. Total
muestras.
o 23 24 19 23 ‘ 24 1
- Promedios o ,
' 391.26 435.20 403.89 48.78 56.25 49.2
Promedio Promedio .’ '
total 410.12 total . . 51.4

Desviacidn total v 51.27 Desviacién total : 6.8
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Figura 5. o ) .
Corte transversal-de la regién cervical de un embrién de pollo de 2 dias de incubacién. Se
puede distinguir perfectamente ‘el tubo neural (T), el epéndimo (E), la notocorda (n) y las-
futuras dos astas anteriores (A), las cuales no estdn formadas aun, pero existe la regién en
donde se formardn.

Se observa también que las células tienen diversas formas, circulares pequefias, circulares
grandes aunque la mayoria son alargadas. Foto de un corte semifino (preparacién éptica)
(240x).
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Figuras 6y 7. -
“ - *“Micrografias electrénicas de nicleos de células de las astas anteriores del embrién de pollo de
- 2 dias de desarrollo. Contrastadas con Ur-EDTA-Pb, preferencial para RNP’s, se observa que
" los nucleolos (Nu) son grandes, los GIC (gic) se ven con una distribucién muy dispersa y no se
distingue " algiin cdmulo definido. No se observan, en todos los casos, grandes dreas
 decoloradas que representen a la cromatina (cr) ( 26,250 aumentos).
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V.2. POLLOS DE 4 bias.

En los embriones de 4 dias de incubacidn, la médula cervical muestra la luz ependimaria
aun alargada, pero reducida con respecto a su pared. En la poblacién celular se pueden
distinguir tres dreas determinadas por la posicién y el aspecto morfolégico de las células que
las constituyen.

La primera zona estd constituida por células pequefias y ovoides, la segunda estd
ocupada bdsicamente por los neuroblastos bipolares: los cuales presentan un aspecto
fusiforme, los nicleos son ovoides y su orientacién es perpendicular a la luz ependimaria. En la
tercera zona, la mds periférica, se encuentran neuroblastos de mayor tamafio, de forma ovoide
o poligonal, con ntcleos mds grandes y nucleolos prominentes (Fig. 8 y 9).

Este ditimo grupo de células corresponde a los neuroblastos multipolares, que
conforme van madurando, se transforman en las neuronas motoras del asta anterior.

La médula espinal en este periodo, estd rodeada por una franja estrecha, pdlida y de
aspecto fibrilar, que corresponde al velo marginal que en un futuro serd la substancia blanca.

Los nicleos de las células localizadas en las astas anteriores presentan abundantes
particulas de RNP's, sobre todo fibras y grdnulos (Fig. 10 y 11), lo cual nos puede indicar que en
esta etapa del desarrollo, se tiene un elevado ritmo de transcripcién, expresado por el nimero
de ribonucleoproteinas que no tienen la tipica ubicacién pericromatiniana, ya que ocupan la
mayor parte del volumen nuclear (Fig. 10y 11), :

A pesar de ser un cuantioso nimero de GIC, se tiene una disminucién significativa con
respecto al caso de dos dias de desarrollo y siguen sin formar cimulos (6rdfica 1). Tanto el
niicleo como el nucleolo, aumentan su tamafio con respecto a los casos de dos dias (Gréafica 5y
7). La cromatina sigue siendo escasa y en algunas imdgenes se tiene un pequefio rastro de ésta
generalmente asociada al nucleolo (Fig. 11).

En cuanto a los nicleos, éstos son un poco mds grandes con respecto a los de 2 dias de

desarrollo, tienen un tamafio promedio de 37.45 micras?, con una forma circular y un nucleolo
ligeramente mayor (4.75 micras®), (6rdfica 5y 7 y en Tablas 6A y 7A).
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TABLA 2. Variacion de GIC en niicleos de embriones de 4 dias de desarrollo.

Pollos de 4 dias de Desarrollo Pollo de 4 dias de desarrollo
Numero de GIC Densidad numérica
Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3 Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3
384 212 238 59 26 . 28
309 269 388 50 33 46
362 423 354 58 51 42
385 297 302 47 36 36
355 306 267 47 38 32
338 373 263 41 45 32
387 296 273 50 36 33
436 353 . 290 56 47 49
340 379 459 46 50 57
329 277 305 40 39 36 -
420 313 319 56 42 38
245 288 294 31 43 .35 -
343 309 397 44 43 47
314 359 360 , 4t 49 43
318 329 40 : » 42
331 268 40 ‘ 37
370 ; 44
315 45
271 ! : 37 .
307 . : - 40
303 0T i 38 .
253 o ' 30 ‘
350 : : .42
: 326 ‘ .47
Sumatoria ’ R ' :
5596 4454 7601 746 578 . = 956
Nim. Muestras ; S ‘ ’ '
16 14 24 1 16 14 24
Promedio R S
349.75 318.14 . 316.70 46.62 41,28 - '39.83
Promedio total ' ‘ 328 27 Promedio total 42.58
Desviacién total o 52.37 Desviacién total 7.66
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Figura 8.
Corte transversal de la regidn cervical de un embrién de pollo de 4 dias de incubacién.
La foto muestra el epéndimo (E) y una de las astas anteriores con un grupo grande de células.
Se pueden identificar células pequefias hacia el epéndimo (E), luego se ven células fusiformes y
finalmente, en la parté mas lejana al epéndimo, células de mayor tamafio, las cuales fueron
estudiadas para este fr’abaJo (316x).
. Figura 9. :
- Corte ‘rransver‘sal de la regcon cervncal de un embrién de pollo de 4 dias de incubacién.
: 'Acer‘camlenfo a una de las astas anfernor‘es en donde se muestran los grupos de células que se
= :}encuenff‘an yel ependlmo(E) (744x)
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‘Figura 10 y‘11.. -

Micrografias electrénicas de niicleos de células de las astas anteriores del embrién de pollo de
4 dias de desarrollo. Contrastadas con Ur-EDTA-Pb, preferencial para RNP's, los nicleos (Nu)
son grandes, de forma circular o irregular alargada, presentan un gran nimero de RNP's
distribuidas ampliamente, se ve a los GIC (gic) distribuidos ampliamente, pero no forman

cimulos. El nucleolo (nu) es grande y compacto (25000x).




Datos de las dreas nucleares
Comparacién entre embriones de 2 y 4 dias de desarrollo.

TABLA 6A
Areas nicleo
Pollo 2 dias Pollo 4 dias
Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3 Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3
37.31 34.31 28.97 35.31 37.18 37.15
27.82 34.98 39.05 36.15 38.38 38.15
36.98 36.81 37.45 37.98 38.16 36.98
36.48 38.65 36.53 38.65 38.48 37.15
38.64 37.98 33.45 36.98 37.64 38.48
36.81 38.48 32.73 37.15 36.16 39.31
38.64 27.48 29.99 36.48 36.54 37.81
36.65 35.65 34.78 37.81 37.18 37.48
35.15 34.81 36.98 37.98 37.65 38.54
37.31 37.49 35.43 35.65 35.65 38.63
37.15 28.98 33.66 36.71 35.84 37.14
34.98 36.15 34.48 35.84 37.98 38.49
38.64 37.48 35.58 37.98 38.42 36.78
29.98 33.57 28.99 39.14 37.71 38.91
©32.65 35.48 32.569 38.64 35.84 37.49
Suma o o
‘ 535,19 ..+ 528.3 510.66 ‘ ~ 558,45 558.71 568.49
Nim. Muestras o : ‘ o
: 15 15 ‘15 , 15 15 15
Promedio - Lo o
35.67 .. -3b.22 34.044 -37.23 37.24 37.89
‘Desviacién total 3.15 Desviacidn total : 1.03
. Promedio - - 34.98p° Promedio 37.45,°
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Datos de las dreas nucleolares
Comparacién entre embriones de 2 y 4 dias de desarrollo.

TABLA 7A
Area del nucleolo
Pollo 2 dias Pollo 4 dias
Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3 Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3
4.33 4.34 4.35 4.66 4.15 458
3.83 5.56 5.16 4.49 3.89 4.87
5.83 5.16 4.38 4,98 5.33 4,58
5.66 4.57 4.78 4.66 4.66 5.16
499 4,99 4.66 4.33 5.56 4.83
4,98 4.83 5.41 4.66 4.56 4.69
4.59 4.73 3.98 5.56 4,14 478
4.83 5.49 4.67 4.16 5.16 458
473 473 4.57 4.66 4,78 4.29
5.16 3.83 437 4.44 4.66 5.01
3.49 3.98 4.48 4.26 4.49 478
3.83 5.16 5.11 . 5.78 4.16 4.69
5.33 4.83 3.87 4.16 5.68 5.07
3.83 . - 2.98 454 : b.16 4,24 b.16
433 415 463 o 5.53 5.16 4.69
Suma SR Ao : : o
, 69.74  69.33 68.9 71.49 70.62 71.76
Ndm. Muestras . . ,
15 15 1 L 15 15 15 -
Promedio , .
’ 464 462 45 4.76 4,78 478
Desviacién total 0.6 Desviacién total 0.45
Promedio 4.62u Promedio 4,752
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V.3. POLLO DE 7 Dias.

Los embriones de pollo de siete dias de incubacién presentan unos ndcleos un poco
mayores a los de 4 dias (Grdfica 5), de forma aproximadamente circular. Los nucleolos
nuevamente aumentan de tamafio (Grdfica 7 y Tabla 6By 7B).

El tamafio de los nicleos nuevamente aumenta de tamafio, y son en esta etapa del
desarrollo niicleos ovoides, con un tamafio promedio de 39.94 micras®. El nucleolo en estos
ndcleos también incrementa su tamafio, ahora es de 4.98micras?, y mantienen una tendencia al
crecimiento en ambos aspectos, el nuclear y el nucleolar (Grdfica 5y 7 y Tablas 68 y 7B).

Se ven dreas blanqueadas por el EDTA, y se perciben muchos RNP's; sobresaliendo el
aun alto nimero de GIC (Fig. 15), los cuales se pueden localizar dispersos por todo el
nucleoplasma, no tanto como en los estadios anteriores ya que se pueden ir detectando algunas
zonas con mds grdnulos, lo que nos indica que se pueden ir acumulando para que, en fases mas
maduras, formen cimulos.

A pesar de ser bastantes GIC, el nlimero de éstos se reduce (Grdfica 1), tal vez por la
disminucién en la actividad transcripcional. Se tiene un ndmero considerable de células en las
astas anteriores, las cuales no guardan un patrén definido de ubicacién pero se observa que se
dirigen a los polos de las astas (Fig. 13 y 14). o S
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TABLA 3. Variacién de GIC en nicleos de embriones de 7 dias de desarrollo.

Datos de 7 dias de desarrollo Pollo de 7 dias de desarrolio
Ndimero de 6IC Densidad numérica
Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3 Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3
235 363 286 29 44 35
218 335 297 27 41 35
290 286 323 36 36 39
205 285 235 25 35 31
250 278 250 31 37 30
248 337 266 31 41 35
267 219 264 33 28 35
258 212 260 32 26 31
212 257 340 26 31 44
280 318 235 35 39 28
282 261 271 35 32 32
203 270 254 25 33 31
274 252 235 35 31 29
215 236 268 26 29 35
294 290 277 37 35 36
260 280 31 37
253 256 31 33
264 301 32 o 36
. 256 253 3 300
267 217 , "33 o320
253 223 : 31 .. 28
264 0327 S ‘ 327 39
2 28
222 .29
234 , ‘ 30
237 29
Sumatoria _ R
3731 6016 6822 463 739 857
Nim. Muestra ‘ o 8 ERD I L
15 22 26 15 22 T 26
Promedios T N A TS S
248.73 275.56 262.38 30.86 - 733,59 . 3292
Promedio total 262.25 " Promedio’ total = 32.46
Desviacién total 35.62 ~ Desviacién total 4.33
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Figura 13"Cor‘f¢ transversal de la regién cervical de un embrién de pollo de 7 dias de
incubaciénEn‘la: ;fofo se puede observar el epéndimo (E) que se ha cerrado dias atrds. Se
»puedeniobservar las asqu anteriores con grupos de nicleos (N) de gran tamafio, también se

’r»‘v.Flgura 14. Corte transversal de la regién cervical de un embrién de pollo de 7 dias de
i cubacmn. La foto es un aumenfo (252x) de la foto anterior. En este aumento se muestran los




Figura 15. Micrografia electrénica de un niicleo celular de las astas anteriores del embridn de
- pollo de 7 dias de desarrollo. La muestra fue contrastada con Ur-EDTA-Pb con un tiempo de 3,
20 y 3 minutos_ respectivamente. Se observa un nicleo grande, de forma redondeada, el
_niimero de GIC (gic) se ve disminuido y se comienza a ver una organizacién de éstos hacia el
: hdéleélo'(I:\'lu)ij"p‘e'r"d‘siguen existiendo GIC por toda el drea nuclear (20000x).
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V.4. POLLO DE 9 DIAs.

A los nueve dias de incubacidn, los pollos muestran una médula cervical con cambios
acentuados. El conducto del epéndimo es casi circular rodeado por células pequefias.

En esta etapa, las células matrices han dejado de producir neurcblastos y se
transforman en epitelio simple de revestimiento; en cambio, las neuronas del asta anterior
estdn en vias de maduracidn, tanto en el aspecto morfolégico como en el funcional, puesto que
ya han tenido contacto con sus tejidos efectores y han presentado sinapsis aferentes con

algunas fibras nerviosas.

También los cambios ultra-estructurales son acentuados, asi tenemos que los nticleos
de las motoneuronas son voluminosos en este periodo, su tamafio aumenta considerablemente
con respecto a los nicleos de siete dias: este aumento se debe a una mayor cantidad de

nucleoplasma (6Grdfica 5).

Las neuronas del asta anterior son grandes, irregulares y un poco alargadas, con
ndcleos bastante grandes (Fig. 16), los cuales incrementan su tamafio considerablemente con
respecto a los de siete dias de desarrollo (Grdfica 5). El nucleolo también aumenta su tamafio
pero no de manera considerable como el nlicleo (6réfica 7).

El espacio que separa a las neuronas es pequefio con lo cual, en estas zonas, se puede
ver la presencia de un conglomerado celular.

En cuanto a los niicleos, es en esta etapa en donde se da un gran cambio en el tamafio,
ya que el nﬁcleo aumenta de 39.94 micras® de 7 dias de desarrollo a un tamafio promedio de
50.83 micras® y presenta nlcleos mds grandes, ovoides y pollmor'flcos (Fig. 18 y Grdfica 5). El
nucleolo también crece en relacién a la etapa anterior; prés”n‘rando ahora un *ramano de-5.22

mlcras (Gr'aflca 7 y Tablas 68y 7B).

' asxv fases anteriores, los GIC ‘
y-1), pero se dejan ver algunos
sos en el nucleoplasma (Fig. 17 y 18), -

; La distribucién de las RNP's varia con: respecfo
,nuevamenfe disminuyen en densidad y nimero (6rd
prmcnplos de cumulo cercano al nucleolo y no Tan*d
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TABLA 4, Variacién de GIC en nticleos de embriones de 9 dias de desarrollo.

Pollos de 9 dias de desarrollo Pollos de 9 dias de desarrollo
Nuimero de
GIC Densidad numérica
, Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3 Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3
195 167 191 310 27 20 22 37
195 194 174 185 23 24 20 22
174 201 272 199 20 24 31 24
206 176 200 158 24 21 23 19
288 151 147 246 33 19 17 29 o
183 140 . 220 192 22 17 25 .23
194 137 176 189 > o2t s 22
198 158 152 182 17 et
208 205 219 170 2B i 02000
208 185 175 185 200 22
173 166 169 239 19 28
165 196 236 199 27 24
185 184" 174 193 200 230
147 154 189 191 22 .25 -
247 205 168 139 19 17
228 195 23
3. 169 153 18
157 176 21
119 196 23
214 229 w27
173 - 21
171 20
162 ‘24
167 20
157 19
137 16
149, ¢ 18
2862 5042 1069 = . . 328 606
Nim. 47 15 27 47 o 15 27
Promedic
183.19 1908  186.74 22.53 - 21.86 22.44
Promedio 186. 91 Promedio ; 22.28
Desviacién de totales =~ 35.14 Desviacién de totales 3.96
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Figura 16. Corte transversal de la regién cervical de un embrién de pollo de 9 dias de
incubacién. La foto es un aumento del asta anterior del tubo neural, en donde se pueden
observar al epéndimo (E), nicleos (N) grandes, de forma irregular, con un espacio pequeiio
entre ellos y un fragmento de:la notocorda (n) (404x).
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Figuras 17'y. 18. Micrografia electrénica de nicleos celulares: de las astas anteriores del
_embrién de pollo'de 9 dias de desarrollo contrastados con Ur-ED TA-Pb.'En las fotos se pueden
ver claramen('reflos cambios que se encontraron, los niicleos (N) son grandes, irregulares y un
poco alargadas, el espacio que separa a las neuronas es pequefio y el tamafio es mayor al de
otros estadios. Los GIC (gic) disminuyen nuevamente su niimero, pero su arreglo sigue siendo
muy irregular (26250x).
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Datos de las Areas nucleares
Comparacién entre embriones de 7 y 9 dias de desarrollo.
Tabla 68

Areas nlcleo

Pollo 7 dias Pollo 9 dias
Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3 Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3
34.65 43.98 42.16 39.81 48.89 54.14
38.83 42.38 38.76 42.87 47.98 53.76
41.71 39.73 41.07 48.47 55.81 49.76
39.89 38.68 39.49 51.97 54.86 51.76
38.98 37.98 39.98 51.76 58.8 48.99
39.84 41.76 38.49 49.76 47.89 49.73
41.61 42.41 41.07 52.64 46.79 50.07
. 40.08 39.48 40.16 57.08 46.14 55.49
39.76 38.17 39.48 51.76 53.47 48.99
38.89 39.98 40.76 52.86 49.87 52.73
40.1 ; 40.2 38.98 54,93 49.78 4412
- 39.88 41.37 38.83 49.99 49.59 53.12
39.78 38.86 40.16 4948 - . 4878 48.99
40.09 38.76 42.76 -~ 53,76 ¢ ; .. 52.14 54.64
38.49 3798 4116 - 5686 - . 49.78 46.89
592,568 601,72 - . 603.31 . - 764 760.57 76318
Nim. Muestras- : - BN D
185 15 e 15 , 15 15 727 15
Promedio : - B
39.50 40.11 40.22 50.93 50.74 50.87
Desviacién total 1.59 Desviacién total 3.77
Promedio 39.94p° Promedio 50.83p°
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Datos de las dreas nucleolares
Comparacién entre embriones de 7 y 9 dias de desarrollo.

Tabla 78
Pollo 7 dias Pollo 9 dias

Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3 Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3
5.66 5.16 4.86 433 b.66 4,99
5.83 5.17 4,78 4.16 5.53 4.49
4.79 4,99 4.86 4.49 4,99 4.73
4.68 4.66 476 4.49 483 5.33
5.29 47 5.17 5.33 5.33 5.68
4,98 4,98 4.98 5.53 5.53 4.92
5.32 5.26 4.88 5.68 4,98 5.53
4.88 4.87 4,69 4.99 5.77 4,98
4.87 513 5.07 573 498 5.66
4.86 4.87 4.76 5.49 .53 5.33
5.13 4.96 5.12 5.24 4,76 5.76
4.98 5.07 4,66 499 7.59 4.68
5.07 .23 5.17 4,98 5.87 4.87
4.68 4.76 476 5.76 4.89 5.87
497 : 4.99 5.08 5.16 4.68 5.68
Suma : : o S o

o 78,99 74.8 73.6 , 76,35 80.92 - 78.5-

Ndm. Muestras ‘ ' T

.15 15 15 - 15 15 o 15

Promedio ,
5.06 4.98 * 4,92 5.09 5.39 5.23
Desviacién total 0.24 Desviacién total 0.57
Promedio 4.98u2 Promedio - 5.22u?
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V.5. POLLO DE 12 pias.

Los embriones de 12 dias de incubacién presentan las neuronas del asta anterior de la
médula cervical con un mayor desarrollo, el epéndimo se reduce considerablemente y en
algunos casos no se llega a ver la cavidad (Fig. 19 y 20).

Las observaciones muestran unas neuronas muy voluminosas pero escasas (Fig. 20). Los
nlcleos de estas neuronas son muy grandes, en promedio de 63.14 micras® (aumentan su
tamafio de forma considerable con respecto a los nueve dias) (Grdfica 5). El nucleolo
nuevamente aumenta su tamafio, ahora podemos apreciar nucleclos de 5.8 micras? (Grdfica 7C).
El espacio que separa a estas neuronas es muy amplio, esto indica un mayor crecimiento de los
axones y las dendritas (Fig. 20).

Los GIC, vuelven a presentar una disminucién en cuanto a su nimero y densidad (grdfica

1y 3), pero se mantiene el comportamiento de agrupacién y migracién hacia el nucleolo, o el
centro del nicleo y se ven espacios muy grandes de cromatina (Fig. 21).
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TABLA 5. Variacién de GIC en nicleos de embriones de 12 dias de desarrollo.

Pollos de 12 dias de desarrolio Pollo de 12 dias de desarrollo
Nimero de GIC Densidad numérica
Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3 Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3
147 182 174 18 22 22
173 173 153 23 21 19
168 130 190 22 16 24
161 222 150 24 27 19
174 158 151 22 19 19
172 139 175 21 17 22
198 . - 179 - 170 27 2t 21
237 . - 163 . 170 31 1822
159 . 171 145 20 o2t o 18
197 - - 169 166 25 .o 22000 2l
163 . 178 188 20 220 024
134 251 163 23 - - 32 . 20
174 144 186 8. . 17 . .23
184 161 157 24 . 19 20
154 179 174 200 o2t 22
258 150 206 32 18 o 260
155 © 119 182 19 14 23
167 164 146 20 20 .18
240 “214 167 30 26 21
169 125 168 22. o150 o2t
129 oo L 188 LS U R R F-Y
‘156 : 19
159 20
219 28
171 ‘ 21
Sumatoria
4408 3361 3569 566 408 449
Nim. Muestras
25 20 21 25 20 21
Promedio .
176.32 168.05 169.95 22.64 24.9 21.38
Promedio total 171.44 Promedio 22,973
Desviaciéon de totales 28.17 Desviacién de totales 3.75
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Figura 19. Corte transversal de la regién cervical de un embrién de pollo de 12 dias de
incubacién. En esta foto se puede ver como el epéndimo (E) presenta sus bordes adosados y las
.~ células son muy grandes pero escasas. El espacio entre ellas es muy amplio (140x).
© Figura 20. Aumento de la regién anterior del tubo neural de un embrién de pollo de 12 dias
" (400x), en donde se ven los nicleos (N) y nucleolos grandes, de forma irregular pero con
tendencia circular. Son escasos los nicleos en esta etapa, pero su tamafio es grande.
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Figura 21 y 22. Micrografia electrénica de nicleos celulares de las astas anteriores del
‘embrién de pollo de 12 dias de desarrollo contrastados con Ur-EDTA-Pb. La ultraestructura de
este estadio muestra que los GIC (gic) disminuyen su nimero, la tendencia a formar ctimulos es -
mas:-marcada; mcluso en algunos pocos casos se puede identificar un cimulo, pero es en una
minoria de casos. .

Figura 21 a 13230x muesfra un cumulo de GIC basfan're definido, préximo al nucleolo (Nu).
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Figur‘a,22{q:"léb()‘OSé;vsér:'i'dldy—uﬁa‘dil‘sfrikbt‘jbc'ié'n'irr“egdldr de los GIC (gic) y entre los dos nucleolos
(Nu) una mayor densidad regional, que puede dar, en estadios mas avanzados, el propio cimulo
de GIC. . il '
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Datos de las dreas nucleares de embriones de 12 dias

Tabla 6C
Area nicleo
Pollo 12 dias
Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3
64.13 ' 61.79 65.8
61.3 66.74 67.98
67.63 64.8 - 66.78
56.48 65.98 - 65.56 .
63.31 63.78 62.18
64.37 64.23 . 59.98
60.64 66.53 63.86.
63.97 59.98 : 6412 .
65.8 63.48 - 61.04
59.47 64.12 59.89
66.97 62.94 64.12
63.87 59.98 61.04
59.98 62.17 ' 59.89
62.24 59.87 - 61.24.
64.46 ©-63.72 . 63.1
Suma . ) . )
944.62 950.11 : -'946.58
Nim. Muestras L s ’ o
15 ‘15 15
Promedio ‘ : ,
62.97 63.34 63.10.
Desviacién otal . 2.58
Promedio : 63.140°
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Datos de las dreas nucleolares de embriones de 12 dias de desarrollo.

Tabla 7C
Area del nucleolo
Pollo 12 dias
Pollo 1 Pollo 2 Polio 3
5.98 6.05 5.66
' 5.68 5.96 - » . B.77
5.87 587 5.69.
5.68 545 -5.56
5.83 5.69 5.69 "
5.78 578 - ‘ : 6.02
5.68 556 ' . 5.78
5.89 586 . ‘ - B.79
6.03 1 6.02 _ 5.68
5.18 ; : 5.89 o - 6.03.
6.04 : 5.68 5.63
5.67 6.01 : 579 .
5.98 - 5,98 s . 6.03
5.78. 579 . SR 5.68 -
6.02 586 5.69
Suma . g i
87.09 87.45. " 86.49
NGm. Muestras , ;
15 15 15
Promedio
5.86 5.83 5.76
Desviacién total 0.18
Promedio ‘ 5.83p°
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GIC en Pollos
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n
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Grdfica 1. Grdfica que muestra el nimero de 6IC que se encontraron en las tomas de video en
los casos estudiados. Se puede ver claramente que conforme el embrién se va desarrollando,

los 6IC disminuyen su ndmero.
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GIC en Pollos en el area estudiada
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Desarrolio

‘Grdafica 2. Nimero de 6IC (promedio) que se observaron para cada embrién en los 5 diferentes
estadios de desarrollo. :
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Densidad Numérica (promedio)
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Densidad (promedio)

Grdfica 3. La grdfica muestra la densidad numérica que se obtuvo en el programa de computo.

Los GIC disminuyen tanto su ntimero como su densidad conforme el embrién va desarroildndose

y las neuronas van madurando.
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6Gréfica 4. La gréfica muestra la densidad numérica que se obtuvo en el programa de computo
" para cada caso de las diferentes edades de desarrollo de los embriones de pollo. Se puede ver
que la densidad va disminuyendo con forme el embrién es mayor.

Densidad Numerica de GIC
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Area de Nucleos

70

Micras cuadradas

polas 2 dias polos 4 dias polos 7 dias polios G dias poBo 12 dias
Desarrolio

Grdfica 5.
En esta grdfica se muestra el cambio del drea nuclear durante el desarroilo de los

neuroblastos - neuronas. E! drea nuclear esta dado en micras?,

El incremento se presenta constante en los pollos de 2, 4 y 7 dias de desarrollo, en
donde se tiene un incremento moderado. A partir del dia 9, el niicleo presenta un crecimiento
considerable con respecto a los dias anteriores; y para el dia 12, el crecimiento es muy
marcado, es en el dia 12 donde se presenta el mayor tamafio del nicleo.
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. Gréfica 6.

En esta gréfica se muestra el cambio del drea nuclear durante el desarrollo de los

neuroblastos a neuronas. La grdfica representa cada caso de los estudiados.
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Area del Nucleolo

Micras Cubicas

polo 4 dias polio 7 dias polio 8 dias polio t2dias

Grdfica 7.
La grédfica 7 representa los cambios del drea del nucleolo.

: El volumen nucleolar se mantiene casi constante, el crecimiento que se observé fue
minimo, aunque consistente en los tres primeros casos. Los embriones de 9 dias presentaron un

crecimiento marcado a comparacion de 2, 4 y 7 dias.

Los embriones de 12 dias presentaron un aumento considerable en el volumen nucleolar;
un marcado aumento en comparacion con los otros casos.

Este mismo comportamiento de crecimiento se observé en el volumen nuclear.
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Resultados finales
(Cuadro comparativo)

Area del
Nicleo

Area del
Nucleolo

Ndm.

GIC
Densidad

Descripcidn

2 dias

34.98,2

4.62p2

410

51.41

En los embriones de 2 dias de
desarrollo se puede observar el
mayor nimero de GIC y la mayor
densidad, El nicleo y nucleolo son
grandes. La cromatina es laxa. Los
GIC tienen una distribucidn
dispersa y no se ven ctmulos
definidos de GIC.

4 dias

A los 4 dias de desarrollo se ve una
disminucién en nimero de GIC asi
como en la densidad de éstos, el
nicleo y nucleclo crecen en tamafio,
Los GIC aun no forman un cimulo,

7d|c|s »

En esta etapa, los nicleos vy
nucleolos crecen de tamafio a
comparacién de los otros estados
de desarrollo. Los GIC vuelven a
reducir su nimero y densidad : vy se

"| comienzan a ver algunos lndlClOS\ de,

cimulos, pero su dlS’ff‘IbUCIo
aun dispersa.

‘9dias

50.83u?

5.22p?

En esta etapa se presenfan varjos
cambios. Los ndcleos: Y. nucleolos
aumentan su famano”“de forma
considerable.  Los " 6IC kreducen
drdsticamente .
densidad vy
"manchones"” muy g
definidos delo: que
cdmulo.

12 dias

63.14p2

5.8u%

a7

2297

En la'dltima ‘etapa: esfudmda se' o
mantiene “la- fendenc:a “mostrada
anTerlormenfe crecnmlen‘ro de
ndcleo:y" nucleolo y los GIC

: dusmmuyen Los “niicleos ahora son
- ./| escasos pero muy grandes. No se
.|ven.. cimulos definidos pero si

principios de ctimulos.
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Resultados finales

(Cuadro comparativo)

para GIC
Ndm. de | Nimero de Desviacién Prueba < ignificativo .
-muestras 6IC estdndar S
: o (Promedio) S :
Pollo 2 dias 66 410.12 51.27 Significativo
" Pollo 4 dias 54 328.27 52.37. - Significativo
Pollo 7 dias 63 262.25 35.62 _Significativo
Pollo 9 dias 89 186.91 35.14 No significativo
Pollo 12 dias 66 171.44 \

2817

Nota. La Prueba t se obtuvo comparande 2 dias vs. 4 dias, 4 Hidsﬁvs.‘
resultedos de la Prueba t se mencionan en el primer dia comparado. ™ - - -

Resultados finales

as(,j_7‘d:qs"vs. 9 dias y 9 dias vs. 12 dias. Los

(Cuadro comparativo)
para Densidad de GIC

Ndm. de Densidad Desviacidn Prueba t - Significativo
muestras | humérica estdndar S :
(Promedio) :
Pollo.2 dias 66 51.41 6.82 213071 Significativo
Pollo 4 dias 54 42.58 7.66 . 14,7512 Significativo
Pollo 7 dias 63 32.46 4.33 1.138% Significativo
Pollo 9 dias 89 . 22.28 3.96 0.184 No Significativo
Pollo 12 dias 66 22.97 3.75 )

Nota. La Prueba t se obtuvo comparando 2 dias vs. 4 dias, 4 dias vs. 7 dias, 7 dias vs, 9 dias y 9 dias vs. 12 dias. Los
resultados de la Prueba t se mencionan en el primer dia comparado.
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Resultados finales
(Cuadro comparativo)
para dreas Nicleo

Nim. de Area (p?) Desviacién Prueba t | Significativo
muestras | (Promedio) estdndar T Sy e
Pollo 2 dias 15 34.98 3.15 Significativo
Pollo 4 dias - 15 37.45 1.03 Significativo
Pollo 7 dias - - 15 39.94 1.59 Significativo
Pollo 9 dias 15 ‘ 50.83 3.77 Significativo
Pollo 12 dias , *‘15:‘« - 63.14 2.58 o

Nota. La Prueba t se ob'fuvo compurando 2 dias vs. 4 dias, 4 dias vs, 7 dlns 7 dlos vs 9 dms y 9 d:os vs. 12 dms Los
resultados de la Prueba Tse mencnonan en'el primer dia comparado. e

Resultados finales
(Cuadro comparativo)
para dreas Nucleolo

‘Nim.de | Area (1?) Desviacién Prueba:t - Significativo
) L muestras | (Promedio) estdndar o : :
Pollo. 2 dias 215 - 4.62 0.63 0.250 No significativo
Pollo 4 dias: 15 4.75 0.45 - 0.003 No significativo
Pollo 7 dias 15 4.98 024 0.009 Significativo
| Pollo 9 dias 15 5.22 _0.57 8.331%° Significativo
| Pollo 12 dias 15 5.83 048

Nota, La Prueba t se obtuvo comparando 2 dms vs. 4'd|as 4 dvos vs, 7 dias, 7 dias vs, 9 dias y 9 dias vs. 12 dias. Los
resultados de la Prueba 1 se mencionan en eI pmmer dlCl cornparado :
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VI. DISCUSION

La diferenciacién celular implica muchos cambios a diferentes niveles. E! mds obvio es
el referente al aspecto morfoldgico (forma, tamafo, tipo, etc.), pero se sabe perfectamente
que esos cambios son el resultado tanto de modificaciones bioquimicas como del metabolismo
de las células. Todo esto se da gracias a la accién del genoma de cada célula, que mediante la
expresion o represidn de algunos genes, determinan en gran parte este fenémeno indispensable
para el desarrollo de los organismos multicelulares. Los nicleos celulares, al ser las
estructuras que contienen el material genético, representan un material de estudio
indispensable, con lo cual puede entenderse la importancia de investigar sus cambios, tanto
fisicos (forma, tamafio, aspecto) como los quimicos o de ultra estructura.

En este trabajo se demuestra que los nicleos de neuroblastos en interfase y
motoneuronas inmaduras durante la diferenciacién celular sufren cambios muy notorios, tanto
en su estructura general como en los GIC, tema de este estudio en particular.

Del embrién de pollo de 2 dias de desarrollo se sabe que la pared del tubo neural estd
casi totalmente formada por células matrices, las cuales presentan un ciclo celular acelerado,
con mitosis, que multiplican asi la poblacion celular del tubo neural en fases tempranas del
desarrollo. El hecho de que en esta etapa se presente el mayor nimero de GIC puede deberse
a que estas células tienen un elevado ritmo de transcripcién y escasa cromatina laxa.

En la poblacién de células del embrién de pollo de 4 dias de desarrollo, el volumen
nuclear y nucleolar, aumenta un poco a comparacion de los embriones de 2 dias de
desarrollo(Grdfica 6 y 7), lo cual podria indicar que la poblacién de células matrices ya no es
tan homogénea. Estos resultados contrastan con los observados por Ortega-Rangel (1986) en
donde él observd que el volumen nucleolar es significativamente menor. Al ir disminuyendo el
nimero de GIC se puede sospechar que se dan los primeros signos de la diferenciacién de los
neuroblastos, la cual ocurre antes de los cambios morfoldgicos (Cajal, 1911),

Entre el dia 4 y 9 de desarrollo, se presentan una serie de hechos importantes para el
desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso. La mayoria de los axones de los neuroblastos
ya han formado un contacto funcional con células musculares (Barron 1946). Los neuroblastos
que no contactaron con células efectoras, degeneraron y murieron (Hamburger, 1975).

En este periodo es cuando los contactos sindpticos ya se observan, aungue no del todo
maduros, en las motoneuronas de la regién cervical (Stelezner, 1973). También es en este
periodo en donde aparecen las conexiones funcionales de los nervios espinales (Oppenheim,
1975). Se corrobora que en esta fase del desarrollo el "micro ambiente” que rodea a estas
células se ha modificado, ya que se vio que el espacio inter celular es amplio y se pueden
observar las primeras células gliales (Martin y Langman, 1965).
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Con lo anterior, el paso bdsico de desarrollo entre neuroblasto y motoneurona inmadura
se presenta en este periodo, y se confirma con los cambios registrados en las observaciones,
ya que se ratifica que se presenta un aumento en el volumen nuclear y nucleolar significativo,
en comparacidén con células de fases anteriores (mismos resultados que Ortega-Rangel en
1986). Los GIC disminuyen de manera considerable su nimero (dando pie a pensar que la
transcripcién ya se reduce). La cromatina comienza a ocupar mas drea intranuclear y esto se
debe tal vez, a que es propio de células que han iniciado cambios intrinsicos en la configuracién
de su genoma, previos y tal vez vitales para un futuro requerimiento de un desarrolic
metabélico que implique una especializacién celular definida.

El volumen nuclear, puede verse modificado tal vez, por que las neuronas inmaduras
presentan un metabolismo elevado, teniendo la necesidad de una expresién génica mayor o una
expresién rdpida de algunos genes. Por el motivo que fuere, da como resultado que la cromatina
se extienda y ocupe una mayor drea dentro del niicleo, (fenémeno que no se presenta en otras
etapas jévenes), se reduce el nimero de RNP's, y se puede suponer que la presencia de
metabolitos y almacenamiento de RNA, presente en los GIC sean los que modifiquen el volumen
nuclear de estas células.

El comportamiento de las particulas ribonucleoproteicas, en particular de los GIC,
durante la diferenciacién y maduracién del sistema nervioso en embrién de pollo, presenta
notables variaciones que se relacionan con las diferentes etapas morfoldgico - funcionales del
proceso de desarrollo nervioso, lo cual fue reportado por Ortega-Rangel como las RNP con
menos variacién durante el desarrollo embrionario.

Los GIC son sitios de acumulacidn de particulas de RNP's que contienen snRNA de bajo
peso moalecular ricos en uridina. Estos snRNA son esenciales en el proceso de Spficing, que es
un proceso denominado de "corte y empalme” en donde se eliminan los intrones del transcrito
primario y se juntan los exones para formar la secuencia continua que codifica un polipéptido
funcional.

£l estudio realizado nos da como resultado que en las primeras etapas del desarrollo,
los GIC se presentan en gran nimero y con una distribucién amplia o extensa, a lo largo de toda
el drea nuclear, debido tal vez al alto grado de transcripcién que se tiene en ese momento. Va
disminuyendo conforme las células se van diferenciando y madurando, hasta quedar (a los 12
dias), en un nimero reducido y con tendencia a la agrupacién, lo que demuestra que los GIC
forman cimulos perc que no estd el cimulo formado siempre, sino que se forma conforme se
desarrolla la célula, con lo cual se puede decir que el cimulo de GIC se presenta en células
maduras, las cuales ya sufrieron el proceso de diferenciacién celular.
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Estos estudios y resultados contrastan con los resultados reportados anteriormente,
en donde los GIC fueron las particulas con menos variacién durante el desarrollo embrionario
(Ortega, 1986), y se pone en duda, tal vez, que los GIC no tienen una relacién directa con la
transcripcién y/o con el transporte del RNA de nueva sintesis.

Un dato curioso es el que podemos encontrar en los resultados de Gonzdlez-Jiménez
(2000), cuyo estudio en semillas de vegetales, con la técnica de contraste preferencial para
RNP, durante la mitosis, no pudo identificar a los GIC's como se ha reportade para células
animales (en cdmulos), y los encontré de forma dispersa en el nucleoplasma, esto tal vez

‘gracias a que al romperse la membrana nuclear, permite que otras RNP invadan estas zonas.

Estudios en invertebrados realizados por Jiménez-Garcia (1989), sefialan que los GIC
se presentan individuales y no en ctimulo.

Todo lo anterior puede darnos una idea que las células estudiadas en este trabajo, al
estar en estados de diferenciacién y maduracién, no requieren de un procesamiento, almacén y
transporte de factores de splicing, por lo que se puede tener una idea que durante estos
procesos, los GIC no formen cdmulo, ya que no es necesario para la actividad metabélica de ese
momento. Esto puede tomar mayor fuerza al ver que en algunos casos de 12 dias de desarrollo
existen los principios de cimulo, una vez que la célula estd madura.

Lo que queda claro es que durante la diferenciacién y maduracién neuronal, la cromatina
compacta sufre cambios cuantitativos que se traducen en actividades genéticas adaptada a
cada etapa del desarrollo, tal vez como una necesidad de la célula por utilizar algin tipo de
proteinas en una regidn especifica o mds activa.

Los resultados de Sacco-Bubulya (2002) sefialan también que al no haber cimulos de

-~ 6IC's, se sigue sintetizando transcritos nacientes, pero la acumulacién de factores de sp/icing

se ve drdsticamente reducida. Esto puede reforzar el hecho que durante la diferenciacién y

‘maduracién no hay transcripcién en un dnico sitio, sino que se realiza en varias zonas y por lo
tanto los GIC estdn dispersos por todo el niicleo sin formar un cimulo de GIC.
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VII. CONCLUSIONES

* Los nicleos celulares en interfase durante la diferenciacién y maduracion del sistema
nervioso de pollo, presentan variaciones en cuanto a formay en su ultra estructura,

* Los cambios y las variaciones mds significativas se presentan durante la transicién de
neuroblastos a neuronas inmaduras (4 -9 dias), con un notable aumento en el volumen nuclear,
una mayor drea de cromating, y una disminucién en el niimero de GIC.

* Los cdmulos de GIC no se presentan en células dentro del proceso de diferenciacién
celular.
* Los cimulos de GIC se van desarrollando a medida que las células dejan o superan la

etapa de diferenciacién celular.

* Los GIC presentan una gran variacién durante este proceso, con lo cual se puede
sugerir que los cimulos de GIC "si" tienen un papel importante y estdn involucrados en
procesos de transcripcién y no sélo en ser reservorios de material bioquimico para el sp/icing.

* Las dreas nucleares aumentaron, de una forma escasa, pero la tendencia que se obtuvo
, fue de un incremento, con lo cual se pone de manifiesto que el desenrollamiento de la

cromatina lleva a un aumento en el drea nuclear.

* . Los GIC podrian estar intimamente relacionados con la cromatina, ya que en las etapas
; primarias del-desarrollo, cuando la cromatina se encuentra dispersa por toda el drea nuclear,
“los GIC se encuentran también dispersos, mientras que en los casos de células en donde la
"cromatina estd condensada en el nicleo, los GIC se pueden ver en grandes ctimulos, cono en el

" “caso de células ya maduras.
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