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INTRODUCCION

El proceso de la neurulacién tiene lugar en el embrion de aves y mamiferos en dos
fases bien diferenciadas: neurulacion primaria y neurulacion secundaria. Durante la
neurulacion primaria se va a formar la mayor parte de estructuras que conformaran el
Sistema Nervioso Central '9. Este proceso morfogenético comienza con el espesamien-
to de un grupo de células ectodérmicas que formaran la placa neural, la cual poste-
riormente se incurvard dando lugar a la aparicién del tubo neural. En la formacién de
la placa y tubo neural las células neuroectodérmicas sufren cambios de forma determi-
nados por la actividad de los elementos del citoesqueleto. Asi, los microtubulos que se
orientan longitudinalmente en las células neuroectodérmicas conducen a la elongacion
de éstas ' 1023 para formar la placa neural, mientras que los microfilamentos locali-
zados en los bordes apicales originan la constriccién apical de estas células ! 12 1315,
que adoptan una conformacién en «botella» o «cufia» cuya presencia se considera ba-
sica en el mecanismo de incurvamiento de la placa neural 2-2!.

Burguess y Schroeder ? han sefialado claramente que los sucesos morfogenéticos son
reflejo de los cambios que ocurren a nivel ultraestructural en las células. El anélisis de
los cambios macroscopicos observables en el transcurso de la neurulacién deben rela-
cionarse con el estudio de la organizacién subcelular y su evolucién durante este pe-
riodo. Si consideramos que la morfogénesis del tubo neural es un proceso activo lleva-
do a cabo por cambios de forma de las células neuroepiteliales, pensamos que el anali-
sis de la distribucién de las mitocondrias en dichas células adquiere una importancia
relevante en el conocimiento del mecanismo de la neurulacion.

En el presente trabajo hemos llevado a cabo dicho estudio de la distribucién de mi-
tocondrias en las células neurepiteliales haciendo hincapi¢ en los patrones de distribu-
cion en las regiones del cerebro medio y médula espinal presuntivas. De este modo se
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pueden establecer relaciones estrechas entre la dinamica de la morfogénesis del tubo
neural y la distribucion de las mitocondrias en ambas regiones del embrion.

MATERIAL Y METODOS

Como material de trabajo se han utilizado embriones de pollo en los estadios 6, 8.
10y 128, en los cuales se ha recogido la region presuntiva del cerebro medio. de
acuerdo con los criterios de Schoenwolf y Franks2!. En los estadios 8, 10 y 12 recoge-
mos asimismo la regién presuntiva de la médula espinal, tomada a nivel del primer
somito. Todas las regiones embrionarias se procesaron para micrografia electronica de
transmisién comenzando por la fijacion en una solucién de glutaraldehido al 2% con
rojo-rutenio al 0.1% en tampén cacodilato durante | hora a 4°C, seguida de tres lava-
dos en el mismo tampon. La postfijacion se realiza con tetréxido de osmio al 1% y
rOJO-'rutenio al 0.1% en tampodn cacodilato durante 3 horas a temperatura ambiente.
Sf:guldamente las piezas se deshidratan en soluciones de alcohol de concentracion cre-
ciente, se trasladaron a una solucién de éxido de propileno y se incluyeron en resina
Epon 812. Los bloques de inclusion fueron seleccionados primeramente a | um de
8Iosor y posteriormente se obtuvieron las secciones ultrafinas (interferencia dorada-
Dlate.ada) que se recogieron en rejillas de 200 mallas y se contrastaron con acetato de
uranilo y citrato de plomo 7. Las rejillas se examinaron finalmente en un microscopio
de transmisién Jeol 100 CX a 60 Kv.

Andlisis de la distribucion de mitocondrias
Para analizar la distribucién de mitocondrias en las células neuroepiteliales hemos
partido del muestreo de ocho bloques bien orientados en cada estadio seleccionados
mediante Tabla Digital al azar. De cada bloque se obtienen las correspondientes sec-
¢lones ultrafinas que se recogen en tres rejillas de 200 mallas que contienen cada una
3-6 secciones ultrafinas. Asi se obtiene para cada estadio un grupo de rejillas de las
g;le s¢ seleccionan 12 para su observacion en el microscopio electréonico mediante Ta-
ce?ullzlrgeltal al azar. En cada rejilla que va a ser muestreada se'folograﬁqn 10 perfiles
toh ® Obstgu.deados del neuroepitelio siguiendo el método dfascFlto por leakov&l' y Go-
it niendo ﬁpalmente 120 perfiles celulares neuroepiteliales que se analizan ¢n
Positivos fotograficos a 12.000-22.000 x. o
de tr;n:cllﬁls de la distribucion de las mitocondrias se hace en base al .establ'e'cm‘ne‘nlo
BasaP cies ?S en las células neuroepiteliales siguiendo un criterio de orientacion a;c)ilc_o—
ls, 1otk lgura 1), En cada una de las zonas se cuantifican los perfiles mitocondria-
5 eniendo posteriormente los porcentajes de distribucién de este orgdnulo en
cada zona.
rarll‘%snazr‘;entajes de distr'ibucic')n de mitocondrias en una zona de la célula se compa-
distril : 03 cuatro estadios mediante el test de indepc.ndlencm.de la G basado en la
ucion de chi-cuadradg 22 empleando un nivel de significacion P < 0.05.

RESULTADOS

Las mitocondrias que presentan las células neuroepiteliales del embrion de pollo

muestran una.distribucic’m dentro de dichas células que evoluciona tipicamente duran-
te la neurulacién (ver tablas nely?2).
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En las células neuroepiteliales correspondientes a la regién presuntiva del cerebro
medio (tabla n.® 1), las mitocondrias se encuentran preferentemente en la zona basal
de la célula, alcanzando casi el 50% del total de mitocondrias de la célula en el estadio
10. Dicho porcentaje en los estadios 6, 8 v 12 es ligeramente mas reducido, alrededor
del 40%. En la zona media sin embargo, el porcentaje de mitocondrias no llega al 30%
en ningun estadio. v por ultimo en la zona apical, evidenciamos una diferencia nota-
ble entre los porcentajes de mitocondrias del estadio 10 (24.7%) y los estadios 6, 8 y
12

En cuanto a la distribucién de las mitocondrias en las células neuroepiteliales de la
region somitica de los estadios 8, 10 y 12 observamos (tabla n.° 2) la ausencia de dife-
rencias significativas (P < 0.05) entre dichos estadios en las tres zonas celulares. Asi
podemos indicar que en la zona basal se encuentra un 40%, en la media un 20% vy en
la apical un 40% de las mitocondrias en los tres estadios mencionados.

DISCUSION

Las células neuroepiteliales que conforman primeramente la placa neural y poste-
riormente el tubo neural durante el proceso de la neurulacion, son células notab}c-
mente polarizadas apicobasalmente. En base a las observaciones realizadas previa-
mente ' que involucran algunos cambios especificos de la organizacién subcelular de
las células neuroepiteliales en la morfogénesis del tubo neural 7, hemos considerado
oportuno realizar el estudio de la polaridad de orginulos en este tipo celular embrio-
nario °.

El andlisis de la distribucion de mitocondrias en las células neuroepiteliales rev?l_a
una diferencia notable entre las células de la regién anterior (cerebro medio) y somiti-
ca (médula espinal) (ver tablas n.° 1 y 2). Asi mientras en la region presuntiva de la
médula espinal (region somitica) el patron de distribucion no varia durante la neuru-
lacion, en la regién cefilica disminuye drdsticamente el porcentaje de mitocondrias en
la zona apical del estadio 10 con respecto a estadios mds tempranos. Seg&p nuestra
opinion, este patrén de distribucion debe relacionarse con un hecho caracteristico que
ocurre durante la neurulacion: la constriccion apical de las células neuroepiteliales
por accién de los microfilamentos.

Las mallas apicales de microfilamentos (ver figura n.° 2) son las requnsab!c:s dfz la
constriccion de los dpices de las células neuroepiteliales ' 1 13 1%, Mediante técnicas
de inmunofluorescencia se ha demostrado que estos microfilamentos contienen acti-
na ' '8 y miosina !' de modo que pueden contraerse de forma similar a lo que ocurre
en el musculo esquelético !'. La contraccién de los microfilamentos apicales exige una
demanda energética local que es proporcionada por las mitocondrias, !a's cuales tien-
den a acumularse en las localizaciones con altos requerimientos energeticos, como se
puede comprobar en otros tipos celulares (células musculares, conos y bas_tones de. la
retina, espermatozoides, etc. 3). De esta manera se puede esperar que las mitocondrias
se localicen preferentemente en la zona apical de las células neuroepiteliales de la re-
gion anterior durante la formacion del tubo neural, y una vez que éste se ha formado
(estadio 10), el porcentaje de mitocondrias de esa zona apical disminuye notablemen—
te. En este sentido, Burnside * ha sefialado en el embrion de anfibios la _tendencna de
las mitocondrias a acumularse en el polo apical de las células neuroepitqhales durant.e
la neurulacidn, proporcionando asi la energia necesaria para la contraccion devlos_ml—
crofilamentos. Asimismo, Nagele y Lee ' indicaron que en las células neuroepltehalqs
del embrién de pollo las mitocondrias se encuentran preferentemente en la zona api-
cal de la célula.
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En las células neurepiteliales de la region somitica la distribucién de las mitocon-
drias no varia durante los tres estadios considerados. Para interpretar este patrén de
distribucién, debemos considerar la distinta dindmica morfogenética de la neurulacion
en las regiones anterior (cerebro) y somitica (médula espinal) segiin la descripcion de
Shoenwolf'y Franks 2!, En la region del encéfalo del embrién de pollo, el canal neural
aparece en los estadios 6-7 y presenta forma de «V» de modo que las células de la li-
nea media constituyen el drea sobre la que rotan los pliegues neurales. Posteriormente
tiene lugar la convergencia gracias a la formacion de dos pequefios surcos en las caras
luminales de las paredes dorsolaterales del canal neural (surcos bilaterales), con lo que
el canal neural adopta una conformacién a modo de rombo, produciéndose primero la
convergencia y finalmente la fusion de los pliegues.

_En la region de la médula espinal, los pliegues neurales se elevan durante los esta-
dios 8 y 10, y los surcos bilaterales se forman muy precozmente apareciendo a veces
an}es del comienzo de la elevacién, de modo que la convergencia y la fusion de los
Dlie_gues ocurre simultineamente '°. La fusion de los pliegues neurales en la region so-
mitica se lleva a cabo mediante la emisién de las prolongaciones apicales de las célu-
las con forma de huso de ambos pliegues que se unen en la linea media 2°. Este proce-
so de fusion es activo y requiere un aporte energético directo en la zona apical, aporte
que es proporcionado por las mitocondrias. Por ello, en nuestros resultados concer-
nientes a la distribucion de este organulo en las células de las regiones somiticas. el
porcentaje de mitocondrias en la zona apical se mantiene constante durante los tres
eStadIQS- _Probablemente en los estadios 8 v 10 dichos porcentajes se relacionan con la
constriccion apical que originaré la elevacion y convergencia de los pliegues neurales,
mientras que en el estadio 12 la proporcién de mitocondrias en la zona apical estd in-
volucrada en el proceso de fusidon de los pliegues neurales.

RESUMEN

El estudio del proceso de la neurulacion implica el conocimiento de los cambios
g;fooi‘;;in ?]nivel ultraestructur'al_ en las células neuroepi_te!i‘ales.‘ I'En el prcset_lte tra-
drias en lassc';:vlado a cabo el andlisis de los_;gatrones de distribucién ,de_: las mlt?cqn-
narlos con Iae u1as neuroepiteliales del embrlpn de po]l'o, con el proposito de relacio-
nes embrion morfogénesis del tubo neural. Dicho estudio se ha realizado en dos regio-
la regidn delarlas significativas desde el punto de vista de la dindmica morfogenética:
sultados my Cterebro medlg yla region de la médula espinal presuntivas. Nuestr_osl_re-
les se encu:r?tran que .la_ distribucion de lag; ml_toconc_lnas en las células neuroepiteha-
Micnt ra condicionada a las localizaciones intracelulares con altos requeri-

0 €nergéticos durante la constriccién apical y la fusion de los pliegues neurales.
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Fig. 1.— Imagen de una célula ncuroepitelial en la que se muestra la zona basal (b) media (m), apical (a), establecidas para realizar el
analisis de la distribucién de las mitocondrias. 1.200 x.
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MORPHOGENETIC DYNAMIC OF NEURULATION AT
THE PRESUMPTIVE MIDBRAIN AND SPINAL CORD
REGIONS OF THE CHICK.— ITS RELATIONSHIPS WITH
THE MITOCHONDRIAL DISTRIBUTION INTO
NEUROEPITHELIAL CELLS

SUMMARY

The study of neurulation process implies a knowledge of the changes occurring into
neuroepithelial cells at ultrastuctural level. In the present work we have carried out an
analysis of the mitochondrial distribution patterns into neuroepitelial cells in an at-
tempt to relate them with the reural tube morphogenesis. Such study was made at the
midbrain and spinal cord presumptive regions, since both regions have distinct morp-
hogenetic dynamic. Our results show a mitochondrial distribution related with the
high energetic demand during the apical constriction of neuroepithelial cells and neu-
ral folds fusion.

Fig. 2~ Malla apical de microfilamentos presente en las células neurepiteliales del embrion de pollo durante la neurulacion.
40.000 x, ‘
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TABLAL
Porcentajes de distribucion de mitocondrias en las células neuroepiteliales de la region anterior
del embrion de pollo, de los estadios 6, 8, 10 y 12,

6 8 10 12

B m a mab Mb mab
M 29.0 2 31.6 2 BbB. 28.4 &
A 32.0 @ 37.0 2 A L 30.2 2P

B:*zona basal. M: zona media. A: zona media.

Las letras a y b seflalan diferencias significativas(P<0.05)
dentro de una zona celular entre los estadios desarrollo. Le-
tras distintas indican la existencia de diferencias significa-
tivas.

TABLAII
Porcentajes de distribucion de mitocondrias en las células neuroepiteliales de la region somitica del
embrion de pollo de los estadios 8, 10 y 12.

8 10 il

B 41.8 40.5 3743
M 20,0 18.1 28,7
38.2 41 .4 39.5

zona basal. M:

zona media. A: zona media.

hay diferencias significativas entre los tres

estadios de desarrollo
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EFECTOS DE FACTORES FETO-PLACENTARIOS EN EL

TEJIDO MAMARIO DE LA RATA - UTILIZACION DEL

CONTENIDO MAMARIO DE ACIDOS NUCLEICOS
COMO INDICE LACTOGENICO

Por Luis—Ariel Garcia—Pardo (1)

INTRODUCCION

La existencia de un eje adreno-hipofisario funcional, durante las L’l.ltimas‘ etapas de
la gestacion, ha sido puesto de manifiesto en los fetos de varias especies ammales.‘ln-
gle y Fisher '3 realizaron la primera demostracion de que la adrenalectomia, practica-
da en ratas gestantes, producia un aumento del tamao de la corteza de las suprarre-
nales de los fetos. Esta observacion fue, mas tarde, ampliamente confirmada por otros
autores 36121521 ] 3 inyeccion de cortisona a la madre anulaba el efecto 6, y cuando se
inyectaba esta hormona a ratas gestantes, no adrenalectomizadas, se obtenia una re-
duccién importante del peso de las adrenales de los fetos 346 Recientemente se han
aportado evidencias histoquimicas € histoenzimolodgicas, que revelan la capacidad de
las adrenales fetales para aumentar su secrecion hormonal frente a condiciones de es-
tres, aplicadas a ratas durante las ultimas fases de la gestacion '8, Asimismo se ha de-
mostrado, en fetos de ovino, la capacidad de respuesta de las suprarrenales, a la admi-
nistracién de CRF, con produccion de cortisol, a los 95 dias de gestacion !!. Las expe-
riencias realizadas «in vitro» también han puesto de manifiesto la capacidad funcional
de las adrenales fetales de rata, conejo, bovidos y humanos 1.2,19.23.24.27 Por otra parte,
los factores hormonales de la corteza adrenal son imprescindibles para desencadenar
la actividad secretora del tejido mamario, al término de la gestacion 7103,

La contribucién de los factores hormonales de la corteza suprarrenal ! 23 de los fe-
tos al proceso de la lactogénesis ha sido sugerida por algunos investigadores 828 Aun
cuando este planteamiento no esta exento de un marcado sentido teleologico, la explo-
racion de una posible participacion de los corticoesteroides fetales, en un proceso
cuyo fin tltimo es proporcionar los nutrientes necesarios para el desarrollo Fie ‘Io_s re-
cién nacidos, resulta de gran interés desde un punto de vista extrictamente ﬁsnolpgxco.

En el presente trabajo se compara el contenido mamario de ADN y ARN asi como

(1) Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular, Fisiologia y Farmacologia
An. Fac. Vet. Leén. 1986, 32,273-281



