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La significacidén del nidcleo como lugar de ordena -
cién y regulacidén de la miltiple actividad celular viene mar
cada, en definitiva, por la presencia en él1 del DNA, material
genético organizado bajo la forma de cromosomas. Este material
cromosdmico aparece en los micleos de las células interfisi-
cas formando estructuras visibles, por su condensacién -la
denominada lleterocromatina~, 6 de manera desespirilizada, ex
tendida, ~la llamada Eucromatina-, no apreciable morfoldgica
mente, La configuracidén heterocromitica constituye una forma
no activa de las porciones gendmicas que la presentan; mien
tras que la eucromatica es un refkjo de la actividad que tie
ne lugar en esos niveles, realizaue fundamentalmente bajo la
forma de transcripcién en RNA, El1 estudio morfoldégico y fun-—
cional de éstas dos fracciones cromdticas es un punto clave
para el conocimiento del grado de actividad nuclear y, por
ende, del Indice de diversidad en la actividad celular pu --
diendo retflejarse la amplitud y multiplicidad de ésta en las

proporciones nucleares de ambas fracciones.

En el conocimiento del modo en que el Sistema Ner-
vioso realiza su actividad, el estudio del mecanismo fntimo
de funcionamiento de sus unidades biasicas ~las neuronas-— cons
tituye un punto primordial de investigacidéne. En éste aspecto,

el micleo neuronal, como lugar de control de ésta actividad,

estructuracidén y mecanismos de actuacidénj; profundizacidn rea
.

lizada actualmente desde campos muy diversos y cuyos resulta

dos seran definitivos para llegar a comprender el funciona -



miento neuronal desde sus niveles mds bésicos.

Los estudios sobre la Heterocromatina neuronal reu
nen en si la confluencia de éstas lineas de investigacién,
que se encuentran actualmente entre las de vanguardia de las
inquietudes citolégicas: por un lado, las investigaciones SO
bre la organizacidén, caracteristicas y composicidén de las es
tructuras heterocromidticas nucleares, como mecanismo para ac
ceder a la comprensién de su significado e intervencidn en
la vida celular; de otro, las investigaciognes acerca de la
relacién entre los componentes diversos y la actividad gene-—
ral de los nicleos neuronales, que nos conduzcan hacia un me
jor conocimiento de como la neurona realiza su especialisima

funcién de integracidén y ordenamiento,

En éste campo, hemos pretendido abordar uno de los
aspectos con la realizacién del presente trabajo. Para ello,
hemos centrado nuestro estudio en uno de los tipos de Hetero
cromatina neuronal que, por su peculiar localizacién y ampli
tud, parece que podré aportar datos sobre el esclarecimiento
de éstos problemas, concretamente se trata de la Heterocroma

tina asociada al Nucléolo.,.



CONCEPTOS BASICOS SOBRE EL MATERIAL

OBJETO DE ESTUDIO, -~




Aunque ya en el siglo XIX se habia observado en el
interior del ndcleo celular la existencia de estructuras den
samente tefiidas, en formas variables (manchas, condensacio -
nes, filamentos, etc), no fué hasta 1928 cuando se introdujo
el término "Heterocromatina'" para designarlas. Fué Heitz
quién, estudiando materiales vegetales, establecié las rela-
ciones de éstas estructuras con los cromosomas celulares, al
tiempo que introducia el término, adscribiendo a la hetero -
cromatina una serie de caracteristicas peculiares (Heitz,
1928, 1931, 1933, 1934). Desde éstas fechas, ya lejanas, has
ta nuestros dias, los estudios sobre heterocromatina se han
multiplicado hasta constituir uno de los campos mas aborda -
dos en la investigacién de la estructura y funcionamiento ce

Jular,.

De acuerdo con las ideas de Heitz, la heterocroma-—
tina correspondia a cromosomas, 6 regiones cromosdémicas, que
quedaban en estado denso y empaquetado durante la interfase.
Por e¢llo se ponen de manifiesto con las técnicas habituales
de colorantes bdsicos, 6 las destinadas a la demostracién del
material cromosémico, como la clidsica reaccién de Feulgen pa-
ra el DNA; de manera que la heterocromatina aparéce durante
la interfase como "regiones cromosdémicas que forman masas de

material Feulgen positivo" (Schultz, 1947).

De ésta forma se establecia una diferencia dentro
del material que constituia los cromosomas (cromatina); exis

tiendo partes de éstos cromosomas, 6 cromosomas enteros, que



s6lo aparccian condensadas durante los procesos de divisién
celular (Mitosis y Meiosis), y al comenzar de nuevo la in -~
terfase se desempaquetaban; mientras otras partes cromosémi
cas permanccian condensadas a lo largo de todo el ciclo ce—
Jular (Interfase y etapa de divisidn). Estos distintos mate
riales cromosémicos se denominaron "Eucromatina" (EC) y "He
terocromatinam (HC) respectivamente. Ya desde el comienzo

se comprobé que el nucléolo no pertenecia a éste tipo de ma
terial heterocromdtico, formando una entidad aparte en las
estructuras que conformaban el niicleo interfdsico (Heitz,

1956).

La imagen de un niicleo interféisico queda estable-—
cida por el nucléolo (6 los nucléolos), y las regiones hete
rocromaticas de los cromosomas (visibles en forma de conden
saciones de aspecto variable), mientras que las regiones
cucromaticas no serdn observables por su descondensacidn.
En ¢l periodo de divisidn, sin embargo, el nucléolo desapa-
recerd y las regiones eucromidticas y heterocromiticas apare
ceran condensadas para ofrecer la estructura e imidgenes ti-

picas de los cromosomas mitdéticos & meidticos.

Estudios sobre HC han sido realizados tanto duran
te la interfase celular (Andrew y Andrew, 1944; Karnkowska-
Gorska, 1960; Taylor, 1960; Galton y col., 1965; Fraccaro y
col., 1965; Tiepolo vy col.,, 19673 entre otros), como duran-
te el periodo de divisidn (Heitz, 1935; Lima-de-Faria, 1950

1961; Vosa, 1970; Rowley y Bodmer, 1971; Summer y col.1971,



entre otros). Los primeros conducen a establecer patroncs

heterocromaticos de los distintos tipos cclulares en rela -
cidén a su mayor o menor abundancia y a la morfologia de és—
tas estructuras, mientras Jlos segundos conducen al conoci -
miento de la localizacidén cromosémica de éstas zonas hetero

cromdticas,

Las caracteristicas adscritas a las rcgiones hete
rocromdticas solo establecen, con respecto a las eucromdti-

cas, una diferencia de comportamiento, y no de naturaleza.

La HC no serfa una sustancia especifica, sino un
estado caracteristico de la propia cromatina, diferente del
eucromatico (Brown, 1966). Tanto la EC como la HC estarfan
organizadas bajo las mismas bases estructurales, pero sec di
ferenciarfian en cuanto a su comportamiento (espirilizacidn)
a lo largo de las distintas etapas del ciclo celular. Una
observacién en apoyo de ésta idea es el hecho de que la HC
no aparece en todos los estadios del desarrollo, faltando
gencralmente en las etapas embrionarias (Brown, 1966). La
HC aparece, por tanto, como una respuesta particular al de-
sarrollo de ciertas regiones cromosdémicas que mantienen su

extructura condensada a partir de cierto momento.

L1 fendmeno de "lHeteropicnosis negativa que pre-
sentan ciertas regiones cromosdmicas (White, 1945) no pare-—
ce guardar relacidén con la HC (Schultz, 1947). E1 término

de heteropicnosis negativa se introdujo para designar el -



comportamiento peculiar de algunas zonas cromosdémicas que
aparccian durante los perfodos de divisidén, méds claras que
el resto del cromosoma. Segiin Shultz éste fendédmeno no seria
el opuesto al proceso de heterocromatinizacién (que también
ha sido denominada "Heteropicnosis positiva"), como se cre-
y6 durante algin tiempo, sino que es independiente de la na
turaleza eucromidtica & heterocromidtica de la regién que lo
presenta, obedeciendo su aparicién a causas distintas. Anéi-
lisis espectrofotométricos de la concentracién de DNA en
las zonas heterocromiticas muestran que existe tres veces
més cantidad de &cido desoxirribo nucleico en éstas zonas
que en las eucromdticas (Lima-de-Faria, 1959); sin embargo
éstos mismos andlisis aplicados a las regiones que presen—
tan heteropicnosis negativa demuestran que no hay una dife-
rencia apreciable en la concentracién de DNA de éstos seg -
mentos con respecto a los eucromdticos (Woodward y Switt,

1964; Woodward, Gorowsky y Swift, 1966).

Una caracteristica de las regiones heterocromiti-
cas de los cromosomas es la de duplicar su DNA més tardfa -
mente que las zonas eucromdticas en el periodo de sintesis
durante la Interfase. Las primeras observaciones de éste fe
némeno fueron realizadas por Lima-de-Faria en Melanoplus di
fferentialis (1ima~de§Faria, 1959) y ha sido comprobado des
pués cn diversos trabajos (Pelc y La Cour, 1960; Karnkowska-—
Gorska, 1960; Taylor, 1960; Schmid, 1967; Tiepolo y col.,
1967), apareciendo como un hecho general de las zonas hete-

rocromidticas. Sin embargo el inverso no siempre parece ser



cierto; e¢s decir no todas las zonas cromosdémicas que repli-
quen su DNA tardfamente tiencn que ser heterocromdticas (Li

ma—de-Faria y Jaworska, 1968).

Aunque a priori cualquier regidn cromosdémica po -
drfa presentarse como heterocromdtica, se ha comprobado que
no todas ofrecen ésta caracteristica con la misma frecuen -
cia., Asf las zonas de los cromosomas que mids frecuentemente
aparecen como heterocromdticas son las préximas a los cen -
trémeros (HC centromérica), las que ocupan los extremos de
los brazos cromosémicos (HC telomérica) y las adyacentes a
la regidén organizadora del nucléolo en los cromosomas que
actian como organizadores nucleolares (Brown, 1966). De és-—
ta manera, para cada especie, el conjunto de cromosomas que
constituyen su dotacidén genética estd caracterizado por
unos patrones heterocromiticos especificos para cada uno de
ellos. Estas distintas regiones heterocromiticas, asf obser
vadas c¢n preparaciones de cromosomas mitéticos & meidticos,
aparecen durante la interfase como masas redondeadas 6 alar
gadas, bién esparcidas por el interior del ndcleo y muy fre
cuentemente adosadas a la cara interna de la membrana nu-
clear (los denominados cromocentros), 4 adheridas al nucléo
lo en forma de protusiones mids o menos voluminosas (IIC aso-

ciada al nucléolo).

La presencia de HC asociada al nucléolo es un he-
cho bastante generalizado en multitud de nidcleos celulares

interfdsicos, tanto pertenecientes a tejidos animales como
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vegetales. Observaciones de éste tipo de HC ya fueron des -
critas por Heitz (Heitz, 1928, 1931, 1933, 1934) v Confirmﬁ
das después por mdltiples autores tanto en células somidti -
cas (Einarson, 1933; Andrew y Andrew, 1944; Schultz, 1947 ;
Casperson, 1950; de Robertis y col., 1972; cntre otros), co
mo en germinales (Lima-de-Faria y Moses, 1966; Lima-de-Fa -

ria y col., 1968).

Ya desde los estudios de Heitz se ha venido cre -
yendo que la HC era genéticamente inerte y funcionalmente
inactiva. Esta idea venia basada originalmente en la creen-—
cia de que los cromosomas eran genéticamente activos solo
durante interfase y no durante el periodo de divisidén, ya
que era durante el periodo interfisico cuando los genes -
existentes en ellos se expresaban, mediante la transcrip-
cion de RNA, codificando una determinada sintesis protdéicaj
la persistencia en las zonas heterocromdticas de la organi-—
zacidén espirilizada en el material cromosdémico que las cons
tituye, semejante a como se encontrarian durante las etapas
mitéticas, haria inactivo éste material mientras se encon -
trase en ése estado (Brown, 1966). Por otra parte se ha com
probado la escased de genes en las regiones heterocromati -
cas de los cromosomas (Heitz, 1933; Brown, 1966; Hsu, 1962),
la HC representa, por tanto, porciones del genoma que se en
cuentran normalmente inactivas (Grumbach y col., 1963) vy
ofrece un patrén celular representativo del grado de dife -
renciacidén nuclear (Brown y Nur, 1964; Mittwoch, 1967) v

con ello una menor amplitud de la expresidén génica (Frens -
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ter, 1965).

Aunque su aparicidén responde.a un fendémeno similar
(mantenimiento de 1la espirilizacidén durante interfase), no -
todas las regiones heterocromiticas parecen poseer caracte -
risticas semejantes, ni presentar un significado totalmente
equivalente., Asi suele distinguirse entre una HC constituti-
va, una HC facultativa y una HC funcional. La primera esta -
ria constituida por las regiones heterocromaticas presentes
en ambos cromosomas homélogos y que mantienen su estado con-
densado de manera permanente en todos los tejidos y tipos cg
lulares, para una especie determinada (Brown, 1966; Schmid,
1967). La HC facultativa apareceria por condensacién de algu
nas zonas solo en uno de los homélogos, y mlds frecuentemente
por condensacién en las hembras, de uno é ambos cromosomas X
(Lyon, 1966). La HC funcional estaria representada por las
zonas cromosémicas que se condensas, a partir de un cierto
momento del desarrollo, en un tipo celular determinado, como
respuesta a la especializacién funcional concreta a que lo
ha conducido el proceso de diferenciacién celular (Frenster
y col. 1963; Littan y col., 1964; Fawcett, 19606; Pardue y
Gall, 1970; yasmineh y Yunis, 1970)., Las zonas de HC consti-
tutiva son comunes para todas las células de un determinado
organismo; las de HC facultativa, del tipo X, serén comunes
para todas las células de las hembras donde aparece, faltan-
do, sin embargo, en las células de los machos de la misma es
pecie; las regiones de HC funcional, por el contrario, varia

rin de unos tipos celulares a otros, dentro de un mismo orga



nismo, dependiendo de la funcidén especifica que esté desa -

rrollando ese tipo celular concreto.

Estudios realizados en HC facultativa se han refc
rido fundamentalmente a la aparicidén de éste fendmeno en
los cromosomas X de Mamiferos. Un ejemplo de éste tipo de
HC lo constituye el 'corpisculo de Barr" que aparece en for-—
ma de una mancha muy densa en el nidcleo interfisico de célu
las pertenecientes a las hembras de Mamiferos, como resulta
do de la heterocromatinizacidén de uno de los cromosomas X
(Barr y Bertram, 1949; Lima-de-Faria, 1959; Brown, 1966; -
Lyon, 1966).

La HC centromérica, la HC telomérica, y la HC ad-
vacente a las regiones organizadoras del nucléolo se consi-
deran como HC constitutiva, y son las formas méds frecuentes
de aparicidén de éste tipo de HC (Brown, 19663 Yasmineh y Yu
nis, 1970; Jones, 1970; Pardue y Gall, 1970; Arrighi y col.
19703 Yunis y Yasmineh, 1971; Hilwis y Gropp, 1973). La HC
funcional apareceri en aquellas regiones cromosdémicas que
vayan a ser inactivas en un tipo celular concreto, no pose-—
yendo, por tanto, una localizacidén tan precisa como las an-—
teriores (Frenster y col., 1963; Fawcett, 19663 Yasmineh v
Yunis, 1970).

Las regiones de HC constitutiva y funcional apare
cen durante interfase constituyendo los cromocentros y las

masas de HC asociada al nucléolo, que representarfian, por
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tanto, la imagen interfisica de éstos tipos heterocromiti -

COSe

La HC facultativa actuaria como un mecanismo de
compensacién en el nidmero de genes activos en un organismo,
evitando que en las células de un determinado organismo -
(hembras) puedan actuar mayor cantidad de genes que en las
de otros organismos (machos) de la misma especie por exis -
tencia de un mayor numero de un cromosoma determinado (2
cromosomas X en las hembras frente a uno solo en el macho)

(Brown, 1966).

La funcién de la HC constitutiva queda atin desco-
nocida. Los estudios realizados apuntan més bién hacia una
actividad mds estructural que funcional en éste tipo de HC
(Brown, 19663 Yunis y Yasmineh, 1971). No obstante se ha
mencionado por algunos autores la posibilidad de que la HC
constitutiva sea principalmente inactiva pero pueda contener
cistrones implicados en la regulacién de la expresidén géni-

ca de otras regiones del cromosoma (Yunis y Yasmineh, 1971).

E1l hecho de que generalmente la HC constitutiva
aparece en los cromosomas separando zonas de actividades di
ferentes (el centrémero, o la regidén organizadora del nu-
cléolo, del resto del cromosoma) podrfia indicar una actua -
cién de delimitacién de las zonas de actividades especiales,
protegiendo al centrémero y a la regién organizadora del ni

cleolo de posibles alteraciones (Brown, 1966; Yunis y Yasmi
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nch, 1971). En éste aspecto se ha comprobado la escasa ocu —
rrencia de fendmenos de crossing—over entre zonas heterocro-—
miticas (Darlington, 1937; Brown, 1966), lo que podrfa indi-
car un cierto mecanismo de defensa de éstas zonas de activi-
dades especiales frente a las alteraciones producidas por el

crossing—over (Yunis y Yasmineh, 1971).

Por otra parte su existencia en zonas semejantes
de ambos cromosomas homélogos podrian tener una influencia
en el comportamiento cromosémico durante etapas tales como
la mitosis 6 la meiosis. Efectivamente, la HC constitutiva
provecrfa de unos patrones especificos a cada pareja de cro-
mosomas, lo que podria ser importante en mecanismos que nece
siten de un reconocimiento mutuo entre los cromosomas, tales
como el apareamiento entre homélogos durante la meiosis, &
los fenémenos de emigracidn y orientacién cromosdémica (Brown

19003 Yunis y Yasmineh, 1971),

La HC también puede influir en la agregacidn de
cromosomas no homélogos para la formacidén de estructuras en
las que intervengan varios de ellos. Agregaciones de Cromoso
mas no homélogos por sus regiones heterocromiticas durante
interfase ya fueron descritas por leitz (Heitz, 1934) en el
caso del cromocentro que unfia entre sf los cromosomas polité
nicos de gléndulas salivares de Drosophila melanogaster.
Otro ejemplo de éste tipo de agregacién heterdloga la cons -
tituye la unién de los cromosomas organizadores nucleolares,

durante la interfase, por sus regiones formadoras del nucléo
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lo para dar lugar a la conformacidén de éste componente nu -
clear. Estas agregaciones son frecuentemente observadas en
plantas y animales, También se han observado agregaciones de
cromosomas no homélogos por sus regiones pericentroméricas
6 teloméricas., La heterocromatina presente en éstas regio -
nes puede jugar un papel fundamental en la constitucidn de
tales agregados (Yunis y Yasmineh, 1971). La heterocromati-
nizacién parece ser un fendmeno que acompafia también la apa
ricién de cromosomas supernumerarios, pues éstos son funda-—
mentalmente heterocromiticos e incapaces de sufrir crossing-

over (Brown, 1966).

Otro papel adscritg a la HC constitutiva es el de
establecer barreras de fertilidad que pueden actuar en la
diversidad evolutiva y ayudar a la especiacién (Yunis y Yas
nineh, 1971). En éste aspecto algunos autores (Schmid, 1967
Nadler, 1969) han comprobado una cierta relacidén entre la
cantidad de HC centromérica y la variedad de formas distin-—
tas para un determinado grupo de organismos. Asf, subfami -
lias de roedores tales como Microtidae, Muridae y Criceti -
dae, que presentan una gran cantidad de éste tipo de HC, pre
sentarfan una mayor variedad de especies y cariotipos que
otros grupos sindénimos como Felidae, donde la HC centrémeri

Ca €S escCasas

De ésta manera, la HC constitutiva nos aparece
mostrando una amplia variedad de formas y patrones y reali-

zando, asimismo, una multiplicidad de funciones,
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E1 papel de la HC funcional serfa el de dinactivar
aquellos genes que no van a ser necesarios para el funciona
miento de un tipo celular concreto, estableciendo una dife-
rencia de funcionalidad entre los diversos tejidos y formas
celulares que constituyen un determinado organismo, Esta HC
actuarfia, por tanto, como un patrdén representativo del gra-
do y tipo de actividad funcional de una célula determinada
(Brown y Nur, 1964; Frenster, 1965; Fawcett, 1966; Mittwoch
1967).

Sobre el mecanismo que hace transformarse en hete
rocromdtica una zona cromosdémica determinada, hay pocos da-
tos que nos permitan su esclarecimiento. Existen observacio
nes acerca del momento en que aparece el fenémeno pero se
desconoce ailin la causa que lo provocaj; parece ser sin embar
go, que la heterocromatinizacidén es un fendmeno relacionado
directamente con el proceso de diferenciacién celular. lo
que se ha dado en llamar el "efecto de posicién" (Brown,
1966) parece tener una influencia muy importante en el com-—
portamiento heterocromidtico de una determinada zona, una
vez adquirido éste caricter; puesto que si un gen localiza-
do en una zona heterocromitica, y por tanto inactivo, es
traslocado a una zona eucromdtica, cesa su inactividad vol-
viéndose funcional. (experiencias realizadas con Drosophi -

la melanogaster),



VARTIABILIDAD DE LOS DIFERENTES TIPOS

DE HETEROCROMATINA
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La existencia de diferencias interespecificas en
la cantidad relativa de HC es un hecho ampliamente conocido
en todos los grupos de organismos eucariéticos. Estas dife-
rencias se han desprendido fundamentalmente de estudios rea
lizados sobre preparaciones cromosémicas, y se refieren a
los distintos patrones, en cantidad y localizacién, de HC
constitutiva caracteristicos para las distintas especies —--
(Ohno y col. 1957; Kurita, 1958; Caspersson y col., 1968;
Vosa, 1970; Arrighi y Hsu, 1971; Forejt, 1973). Segin lo an
terior, la HC constitutiva presentarfia una diversidad entre
los distintos grupos taxondémicos, al mismo tiempo que una

homogeneidad para todos los organismos de una especie dada.

De ésta manera, la HC constitutiva nos pertiria‘
caracterizar el cariotipo de cada especie, por unos patrones
heterocromiticos especificos cpara cada cromosoma, ofrecién
donos un nuevo medio de estudio en el campo de la diversi -
dad evolutiva. Actualmente hay una gran cantidad de traba -
jos genéticos sobre cariotipos usando como patrén de estudio

la distribucidén de HC constitutiva.

Estudios recientes muestran, sin embargo, una po-
sible diversidad intraespecifica en la distribucién de su
~HC constitutiva. Asf, parecen existir pequeiflas variaciones
entre organismos de una misma especie, dentro del patrén ge
neral que caracterizaria la distribucién de su HC constitu-
tiva, lo que podrfa indicar una especificidad adn mayor de

ésta HC como marcador para estudios cariotipicos (Forejt, -
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19733 Hoehn y col.1973; Sharma y c0l.1973).

Diferencias, dentro de un mismo organismo, en los
patrones heterocrométicos mostrados por células petenecien-
tes a distintos tejidos, ya han sido mencionadas en parra -
fos anteriores, Estas diferencias se desprenden, por el con
trario, de estudios citolégicos realizados sobre distintos
tipos celulares en interfase (Frenster y col., 1963; Littan
y col. 1964; Fawcett, 1966). En éste caso las diferencias
se refieren, tanto a la HC constitutiva como a la HC funcio

nal.,

En efecto, aunque la HC constitutiva parece presen
tar una distribucién semejante, en cuanto a su localizacién
cromosémica y cantidad, para todas las células de un organis
mo, parece que éstas zonas heterocromiticas pueden manifes-
tarse en interfase formando estructuras variables de unos
tipos celulares a otros. Asf Lee y Yunis, estudiando la ma-—
nifestacidén interfisica de la HC constitutiva de Microtus
agrestis, encontraron modelos de distribucibén diferentes pa-
ra células tales como fibroblastos, hepatocitos, células en-
doteliales y neuronas. (Lee y Yunis, 1971). Estos patrones
variaban desde fibras alargadas, hasta masas muy compactas

dependiendo del tipo celular que se tratase.

Diferencias en las manifestacio-nes interfdsicas
de la HC constitutiva han sido comprobadas también en el ca-

so del ratén para distintos tipos celulares: espermitidas,
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neuronas, hepatocitos, células de sertoli (Pardue y Gall,

1970; Yasmineh y Yunis, 1971).

Aparte de la diferente manifestacién de la HC cons
titutiva, ya hemos mencionado anteriormente las diferencias
existentes entre células de distintos tejidos en HC funcio-
nal., El proceso de diferenciacién celular 1leva a cada tipo
celular a adquirir una cantidad especifica de HC funcional
en relacién con la funcidn que vaya a desarrollar. En éste
aspecto, las distintas células de un organismo dado, nos -—-
muestran un amplio mosaico en cuanto a sus patrones hetero-
cromdticos interfisicos, pudiendose decir que practicamente
no hay dos tipos celulares diferentes que muestran un pa-

trén semejante (Frenster, 1965; Fawcett, 19606).

En éste caso, la abundancia 6 escasez de HC fun-
cional en una célula determinada ésta en relacidén con su
grado de actividad. Asi células de una gran actividad fun-
cional como células epiteliales del epididimo & neuronas
mostrarfan en su nidcleo una menor cantidad de HC que otros
tipos celulares menos activos en sintesis de RNA como eri-
trocitos, algunos tipos de células epiteliales 6 espermato-

zoides (Fawcett, 19066).

E1 hecho de que la HC funcional estd en relacidn
con el proceso de diferenciacidén celular viene también apo-
yado por la observacién de que la cantidad de HC varfia, in-

cluso dentro de un mismo tipo celular, con su proceso de ma
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duracién. Asf durante la eritropoyesis la HC de ndcleo de -~
las distintas células que se suceden hasta la formacién del
eritrocito, va aumentando paulatinamente con la disminucién

de la actividad sintetizadora (Fawcett, 1966).,



METODOS DE ESTUDIO ACTUALES
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Actualmente, el estudio de la HC estd siendo abor-
dado desde campos muy diversos; lo que permitira, sin duda,
un avance considerable en el conocimiento de su estructura y
disposicién, asf como el de su significado en la fisiologia

celular.

El desarrollo de métodos de aislamiento y purifi-
cacidén ha permitido la obtencién de fracciones puras de HC,
con independencia de otros componentes nucleares., Estos méto
dos de aislamiento se emplean sobre nidcleos interfésicos, ob
teniendose una serie de fracciones, en una de las cueales se
acumulan las masas heterocromiticas de éstos nilicleos. Estas
fracciones purificadas constituyen un medio muy idéneo para
el estudio de su estructura y composicidén quimica, al evitar
las interferencias producidas por otros materiales nuclea -

rese.

A un nivel estructural, el empleo de la micrsscopia
electrénica para la observacién de masas heterocromdticas ob-
tenidas por éstos métodos de aislamiento, ha permitido el es-—
tudio de su ultraestructura y organizacidn bésica. Las obser-
vaciones realizadas muestran que las masas heterocromaticas
estidn organizadas sobre una base fibrilar que se empmjueta de
manera considerable, y en ocasiones se complementa con forma-
ciones granulares y materiales amorfos (Kaye y McMaster-Kaye,
1966). Los estudios realizados sobre nidcleos celulares intac-
tos han permitido comprobar que ésta estructura de la HC obte

nida en las fracciones purificadas, se corresponde con la ob-
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servada para la HC nuclear "in situ" (Frenster y col., 1963;
Frenster, 1965). Esta organizacién a base de fibrillas se ha
constatado también para las regiones de EC, aunque en éste
caso las fibrillas no se apelotonan para formar masas densas,
observindose la existencia de una continuidad fisica entre
las fibrillas constituyentes de ambos tipos de cromatina —-

(Frenster, 1965).

Por otra parte, los elementos fibrilares que apa-
recen en ambas regiones presentan un grosor semejante, que
varfa de unas observaciones a otras entre 50 y 250 A, depen
diendo del método de peparacidén de la muestra empleado por
los distintos autores (Gall, 19663 Wolfe y Grim, 1967). Esta
continuidad y organizacién bésica semejante entre EC y HC ——
apoya la idea, ya esbozada desde los comienzos del estudio
de éstos materiales, de que la HC no representa un material
diferente de la propia cromatina, sino que responde, mis -—-
bién, a una forma especial de estructuracién de ésta, distin

ta de la estructuracidén eucromética.

Los estudios bioquimicos sobre la composicién y
funcionalidad de las regiones heterocromiticas, también se
han visto facilitados de manera apreciable por los métodos
de aislamiento antes expuestos. Estos ensayos han comprobade,
por un lado, el escaso Indice de actividad sintetica de RNA
que tiene lugar en las zonas heterocromdticas con respecto a
las eucromiticas (Hsu, 19623 Frenster y col., 1903; Littau y

col., 1064), resultado indicativo de que el DNA constituyente
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de la HC se encuentra, normalmente, inactivo en su mayoria,
v que por tanto el grado de heterocromatinizacién de un nid-
cleo celular serd indicativo del grado de actividad de esa

célula.

De otro lado, los andlisis de secuencias de bases
realizados al DNA extraido de las masas de HC funcional, no
revelan diferencias apreciables con los realizados sobre el
DNA de las regiones eucromdticas (Frenster, 1965). Sin em -
bargo, éstos mismos estudios realizados sobre las zonas de
HC constitutiva, revelan una cierta diferencia en cuanto a
la composicién media de bases entre el DNA de éstas zonas y
el DNA eucromdtico (Yasmineh y Yunis, 1970; Yunis y Yasmineh
1970)., Estudios de ultracentrifugacién en gradientes de Clo
ruro de Cesio, junto con técnicas de disociacién y reasocia
cién de las cadenas del DNA extrafdo, han llevado a la con-
clusién de que una parte, variable de unas especies a otras,
del DNA que constituye el genoma de una célula eucariética,
esti comstituido bajo la forma de una secuencia repetida de
manera consecutiva multitud de veces; ésta porcién repetiti
va del genoma celular se ha denominado DNA satélite 6 DNA
repetitivo (Walker, 1968; Britten y Kohne, 1968). Andlisis
del DNA extrafdo de la HC constitutiva, asi como la realiza
cién de pruebas de hibridacién "in situ", han permitido de-
mostrar cémo este DNA repetitivo se encuentra localizado en
las regiones cromosdémicas correspondientes a HC constituti-
va (Yunis y Yasmineh, 1970, 1971; Arrighi y col., 1970; Yas

mineh y Yunis, 1970, 1971; Saunders y col., 1972; Stefos y
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Arrighi, 1974; entre otros).

Los estudios sobre bases de éste DNA satélite han
revelado la abundancia de Adenina y Timina en su secuencia
base (Yunis y Yasmineh, 1970) lo que unido a su repetitivi-
dad hace que la condicién de bases del DNA extraido de la
HC constitutiva varie respecto a la del DNA eucromdtica; he

cho que no ocurre con el DNA perteneciente a la HC funcional.

Los procedimientos de hibridacidén y los procesos
de disociacién y reasociacidén de las cadenas de DNA extraf-
das tras centrifugacién en gradientes de CsCl, estan apor -
tando nuevos métodos de andlisis para la localizacién y es-
tudio estructural de la HC constitutiva de las células cuca

rioticas,

Otros andlisis bioquimicos efectuados sobre las
masas de HC y EC extraidas de las células por los procedi -
mientos antes apuntados de purificacién se refieren a las
proporciones de proteinas y fosfolipidos con respecto a la
cantidad de DNA existente. Estudios en éste sentido han mos
trado la no existencia de diferencia apreciable, en la pro-
porcién de histonas con respecto al DNA, entre la EC y 1la
HC; sin embargo, las regiones eucromdticas poseen unas razo
nes de fosfolipidos/DNA y proteinas residuales/DNA mayores
que las encontradas en los andlisis de las zonas heterocro-
miticas (Frenster, 19065; Rose y Frenster, 1965; Ruch y Ros-

selet, 1970). La posibilidad de obtencién, por separado, de
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éstas fracciones purificadas de EC y HC, estd permitiendo
potenciar, de manera patente, los estudios bioquimicos de
ambos tipos de cromatina de una manera comparada (Littau
v col., 1965; Bonner y col., 1968; Clark y Felsenfeld,1971)
ello a la vez facilitard el ahondar sobre las causas de la
distinta organizacién y funcionalidad de ambos componentes

nucleares.

Los estudios sobre HC también se han abordado ac

tualmente desde un punto de vista cuantitativo, mediante

la aplicacién de métodos citofotométricos (Kiefer, 1973).
Estos métodos combinan la unién estequiométrica de algunos
colorantes a las cadenas de DNA, con la medida, mediante

un citofotométro, de la densidad en las distintas zonas del
ndcleo; éstos estudios conducen a valores cuantitativos rg
lativos de la cantidd de DNA en esas diferentes zonas y por
tanto al establecimiento de valores medios de HC entre dife

rentes tipos celulares.

A nivel cromosémico, la localizacién de las zonas
heterocromédticas, realizadas sobre preparaciones cromosémi-
cas, se ha facilitado con la aplicacién de nuevas técnicas.
Estas incluyen procesos de: disociacién y reasociacién se -
guidos de coloraciones adecuadas; métodos de hibridacién
"in situ"; y métodos de marcado con sus—~tancias fluorescen-

tese.

En el primer aspecto, la disociacién y reasocia -
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cién de las cadenas de DNA, permite reconocer qué regiones
cromosémicas estidn constituidas por DNA repetitivo, pues
éstas serdn las zonas que més rapidamente reasociaran debi
do a las caracteristicas de su DNA, y recobrarén, por tan-
to, mis rapidamente su estructura inicial. La combinacién
de éste proceso con la tincién mediante el colorante de
Giemsa, se estd empleando actualmente de manera amplia pa-
ra la localizacidén de las zonas de HC constitutiva dentro
del cromosoma (Pardue y Gall, 1970; Arrighi y Hsu, 1971;
Summer y cole., 1971; Wang y Fedoroff, 1971; Patil y col.,
1971; Daniel y Lam—-Po-Tang, 1973; entre otros).

Los métodos de hibridacién "in situ", tras la di
sociacién de las cadenas del DNA apuntadas anteriormente, son
también un medio idéneo para el reconocimiento de las zonas
cromosdémicas constituidas por DNA repetitivo, hecho emplea
do por otros autores para el reconocimiento de éstas regio-—

nes (Pardue y Gall, 1970; Jones, 1970).

Los métodos de marcado con sustancias fluorescen-
tes se basan en la posibilidad de poner de manifiesto las
zonas cromosdémicas de HC constitutiva usando fluorocromos,
vy han sido aprovechados también para éstos estudios (Caspeg
son y col., 1968, 1970; Vosa, 1970; Pearson y col., 1970,
19715 entre otros). Incluso la comparaeién de los resulta -
dos obtenidos con los métodos fluorocrémicos y los logrados
con las tinciones de Giemsa, tras la disociacién y reasocia

cién, estén permitiendo reconocer una cierta variedad den -
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tro de la propia HC constitutiva, variedad que, sin duda,

contribuird a una mejor sistematizacién de éste tipo hetero

cromdtico y a una comprensién mis exacta de su significado

celular (Vosa, 1970; Lomholt y Mohr, 1971; Gagne y col.,
1971; Kim, 1973).



ESTUDIOS SOBRE HETEROCROMATINA EN

CELULAS NERVIOSAS
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Desde las primeras observaciones microscopicas de
las neuronas, se observé como éste tipo celular mostraba un
ntdcleo con escasez de estructuras densas en su interior, en
comparacién con los de otros tipos celulares. Los nucleos
neuronales aparecen, con las técnicas usuales, como estruc-
turas ovaladas & esféricas, claras, con posicién generalmen
te central dentro del citoplasma neuronal; ésta imagen es
representativa de la escasez de HC existente en éstos tipos
de nticleos. Desde entonces, ésta escasez heterocromdtica ha
sido comprobada en miltiples observaciones, calificando el
nidcleo de las neuronas como uno de los més funcionalmente
activos entre los de los diferentes tipos celulares que cong
tituyen un organismo (Beams, 1931; Andrews y Andrews, 1942,

Fawcett, 1966).

En estudios iniciales sobre la morfologfa interna
de la neurona se apunta ya, tanto ésta escasez de sustancia
cromdtica en su ndcleo, como las variaciones existentes en-
tre distintas neuronas en cuanto a la disposicién y morfolo
efa de éstas sustancias coloreables nucleares (Cajal, 1896).
Por otra parte, se diferenciaba también dentro de ésta sus—
tancia cromitica, denominada entonces nucleina, aquella par
te que constituye el nucléolo y la que forma parte del res-
to de grumitos y manchas existentes en el nidcleo neuronal;
la primera parte serfia una nucleina falsa 4 '"paranucleina',
mientras que la segunda seria la nucleina verdadera, asimi-
lable a lo que actualmente se conoce como "heterocromatina®

(Levi, 1896; Von Leuhossek, 1897; Marinesco, 1905).
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Comienzan ya también a hacerse descripciones sobre
disposiciones peculiares de la HC neuronal; asf Levi descri-
be la existencia de unas zonas baséfilas, en forma de media
luna, adosadas a la superficie del nucléolo (Levi, 1806). —-
Estas zonas basdéfilas de Levi, descritas para los ganglios
espinales, constituyen el primer ejemplo de descripcidén de
HC asociada al nucléolo para células nerviosas, cuya existen
cia ha sido confirmada posteriormente por otros autores (Ma-
rinesco, 19053 Brusa, 1950). Mediante la estimulacién nervio
sa de las zonas estudiadas, Levi observ$ una variacidén en la
morfologfa de éstas zonas baséfilas, que se hacfan mds finas;
por el contrario, tras la seccién del nervio, ésta HC asocia
da al nucléolo aparecfa mis voluminosa y saliente de la su -
perficie nucleolar. Estos hechos parecen indicar una cierta
relacidn entre la morfologfa de ésta HC y determinados esta-

dos funcionales de éstas células nerviosas.

Otra estructura descrita coma componente del nicleo
neuronal es la denominada por Cajal como "cuerpo accesorio"
(Cajal, 1903). Aparece como un componente esférico, distinto
del nucléolo, localizado en el nucleoplasma, en un gran ntme
ro de células nerviosas, tras la impregnacién por los méto -
dos argénticos. Este componente argiréfilo ha sido analizado
posteriormente por otros autores (Tompson y col., 1957), ob-—
servandose su naturaleza Feulgen negativa, lo que demuestra
que ésta estructura no puede considerarse como un componente
heterocromdtico, representando una férmacidn caracteristica

del ndcleo neuronal cuya composicién y significado adn no —-
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estd suficientemente esclareccido.

En 1950 se describié la existencia en los ndcleos
neuronales de un corpisculo, denominado "satélite nucleolar”
que representaria un grumo heterocromdtico en relacién con
el sexo (Bar, Bertram y Lindsay, 1950). Esta estructura he-
terocromitica, descrita inicialmente para las ncuronas del
gato, estaria constitufda por un cromosoma X que permanece-—
ria en estado condensado en los nidcleos celulares de las —--
hembras, faltando en los de los machos. Este tipo de HC, de
nominada por su relacidén con el sexo como tcromatina sexuall
corresponderia a una forma de HC facultativa que actuaria a
modo de mecanismo compensador, inactivando uno de los cromo
somas X de la hembra, y de éste modo equilibrarfa el ndmero
de genes activos en éstas células con los de las células —-
masculinas que solo llevarian un cromosoma X. E1 corpisculo
de Barr, como se ha venido llamando a ésta cromatina sexual,
representa, poir tanto, un ejemplo tipico de HC facultativa

que afecta al cromosoma X.

La cromatina sexual apareceria en las cédlulas neu
ronales del gato como un corpisculo esférico, de aproximada
mente una micra de diametro, generalmente adosado a la su -
perficie nucleolar, aunque también puede localizarse libre
en el nucleoplasma 6 en las proximidades de la membrana nu-
clear. La presencia de cromatina sexual ha sido confirmada
en otros tipos celulares del gato (Graham y Barr, 1952), asi

como en células pertenecientes a otros animales (Moore y —-
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Barr, 1953; Mylle y Graham, 1954; Prince, Graham y Barr,1955).
Tras la estimulacidén eléctrica del nicleo del Hipogloso en -
el bulbo de gato, se observé que el satélite nucleolar de

las células de éste niicleo se localizaba preferentemente cer
ca de la membrana nuclear, volviendo a su posicién més fre -
cuente, adosado a la superficie nucleolar, tras un periodo

de descanso 6 tras la cromatolisis neuronal (Barr y Bertam,

1951).

Aunque algunos autores han tratado de equiparar el
satélite nucleolar & "cromatina sexual" de Barr y Bertram
con las "zonas baséfilas" de Levi 6 el "cuerpo accesorio'" de
Cajal (Brusa, 1950), las observaciones realizadas indican --
una diferencia entre las distintas estructuras (Lindsay y
Barr, 1955; Tompson y col., 1957). E1 satélite nucleolar y
las zonas baséfilas de Levi corresponderfan a estructuras he
terocromidticas del niicleo neuronal, naturaleza que no puede
ser demostrada para el cuerpo accesorio. Por otra parte, las
zonas baséfilas y la cromatina sexual se diferenciarian en -
tre si, tanto por su forma, como por la localizacidén y com =—
portamiento. lLas zonas baséfilas podrfan representar regio -
nes de HC asociada al nucléolo del tipo funcional, mientras
el satélite nucleolar representarfa HC facultativa del tipo
X, cuya localizacién de forma asociada al nucléolo no es --

siempre constante.

Estudios posteriores han comprobado la existencia

de HC asociada al nucléolo para las neuronas de ratén (An -
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drews y Andres, 1942). Se describe en éste trabajo la exis-
tencia de unos corpisculos, en nimero variable, de HC situa
dos sobre la superficie nucleolar, junto con un fino anillo
Feulgen positivo que rodea superficialmente éste nucléolo.
Estas protusiones de HC asociada al nucléolo son descritas
también en éstro trabajos para las neuronas del cerebro hu-
mano, aungue de menores dimensiones. Las experiencias reali
zadas muestran que tras someter los animales aperiodos de
inanicién, éstos cuerpos de HC desaparecen en una gran can-
tidad de células, quedando solo en ellas el fino anillo he-
terocromdtico que rodea al nucléolo. Segin estas experien -
cias, estas masas de IC asociada al nucléolo responderfan
de manera parecida a como lo hacfan las zonas baséfilas de
Levi frente a la estimulacién eléctricaj; por otra parte, su
naturaleza y localizacidén son factores gue acercan entre si,

también, ambas estructuras.

Observaciones sobre HC neuronal han sido realiza-—
das también por otros autores sobre diversos grupos de ellos,
asi como la existencia de HC asociada al nucléolo en neuro-
nas de roedores que no parece pertenecer a éste tipo de cro-
matina sexual. Efectivamente, en las neuronas de varios gru-—
pos de roedores se han encontrado varias masas de HC asocia-—
das a la superficie del nucléolo, en nimero y tamafio varia =
bles, que no guardan relacién con el sexo al aparecer tanto
en machos como en hembras; éstos autores constatan, también,
on éstos casos la presencia de una fina cubierta de material

con cardcter Feulgen positivo sobre la superficie del nucléolo.
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Estas masas de HC asociada al nucléolo varfan, de unas espe-
cies a otras, desde masas mids o menos redondeadas a caperu -
zas en forma de media luna adosadas a la superficie nucleo -
lar; para el caso del ratén se describen una 6 dos masas, re
lativamente voluminosas, situadas, en éste segundo caso, de

manera opuesta sobre el nucléolo.

Estas observaciones coinciden con las de otros -—-—
autores anteriores para el caso de la HC asociada al nucléo-
lo en las neuronas del ratén; comprobindose, por otra parte,
que no corresponden a un tipo de HC facultativa relacionada

con el sexo.

La existencia de una 6 dos masas de HC asociada al
nucléolo en las neuronas del ratén ha sido confirmada también
por métodos de aislamiento para estudios bioquimicos (Yasmi-
neh y Yunis, 1970). En éstos casos, tras los procedimientos
de fraccionamiento y purificacién de fracciones nucleares, se
obtiene, en la fraccién correspondiente a la HC, junto con -
las masas heterocromiticas de los cromocentros, los conjun -
tos formados por nucléolos y HC asociada a ellos en forma de

masas redondeadas situadas sobre su superficie.

Estudios més actuales han descrito también la exis
tencia de HC asociada al nucléolo para las neuronas del eri-
zo (Gropp y Citoler, 1970), En éste caso se describe la exig
tencia de una gruesaAmasa heterocromitica, dispuesta sobre

la superficie nucleolar, que no esti relacionada con el sexo.



Constituiria, por tanto, un nuevo ejemplo

nucléolo posiblemente de tipo funcional,
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de HC asociada al

La célula neuronal constituye, por tanto, uno de

los tipos celulares donde la presencia de
nucléolo es bastante frecuente, lo que la
material muy aprovechable para el estudio
rocromidtico. Esta HC asociada al nucléolo

sos del tipo de HC facultativa sexual; en

HC asociada al

convierte en un -
de éste tipo hete
seri en unos ca -

otros se tratard

de una HC funcional &, como apuntan algunos autores, de una

HC de tipo constitutivo. En los casos en que no se trata de

cromatina sexual, la significacién funcional de ésta HC neu

ronal asociada al nucléolo, caso de existir, permanece, no

obstante, desconocida ain; aunque ya desde las primeras des

cripciones se haya venido apuntando una posible relacidn

con el estado y grado de actividad neuronal.,



STTUACION ACTUAL DE LOS CONOCIMIENTOS

ACERCA DE LA ESTRUCTURA OBJETO DE ES-

TUDIO
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La situacidn actual de los conocimientos acerca
del significado de la HC asociada al nucléolo en neuronas
del ratén es algo confusa, puesto que al coincidir sobre
ella estudios desde campos muy diversos, los conceptos uti.

lizados no son siempre equivalentes,

Ya hemos expuesto anteriormente como su existen
cia viene avalada por resultados obtenidos tanto a partir
de estudios morfoldgicos (Moore y Barr, 1953; Andrews y --
Andrews, 1942; entre otros), como de estudios bioquimicos
(Yasmineh y Yunis, 1970). La descripcidén mis generalizada
de este tipo de HC consiste en una o dos masas, de forma
esférica o alargada, situadas sobre la superficie nucleo-
lar. Por otra parte, parece aceptada la no relacién de es
ta HC asociada al nucléolo con el sexo; no tratindose, por

tanto, de una cromatina sexual (Moore y Barr, 1953)

E1l punto mis confuso corresponde al de su catalo
gacién entre los distintos tipos de HC descritos. No se ~—=
tratarfia de una HC facultativa del tipo X, por lo antes -
expuesto, pero su adcripcién a un tipo de HC constitutiva

o de HC funcional es, atun, un punto discutible.

los autores de trabajos de tipo bioquimico suelen
coincidir en la catalogacidén de este tipo de HC asociada al
nucléolo como HC constitutiva (Yasmineh y Yunis, 1970; Jones
1970; Yunis y Yasmineh, 1971). Estas conclusiones vienen, -

sobre todo, indicadas por los resultados de aislamiento de
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fracciones ¢ hibridaciones "in situ" con dcidos nucléicos
marcados, y utilizando como premisa la localizacidén de DNA

repetitivo en la HC constitutiva.

Segin los diversos estudios realizados, la HC -
constitutiva del ratén parece ser una HC de tipo pericen -
tromérico, como se desprende del andlisis de preparaciones
cromosémicas procedentes de distintos tipos celulares (Pa£
due y Gall, 1970; Yasmineh y Yunis, 1970; Jones, 1970; Yu-—
nis y Yasmineh, 1971). Efectivamente, en todas estas prepa
raciones, los cromosomas del raton presentan cerca del cen
trémero una regién heterocromitica que, por existir en am-
bos cromosomas homélogos y en todos los tipos celulares -~
analizados, corresponderia a una HC constitutiva. Por otra
parte, cuando se realizaron hibridaciones con DNA satélite
marcado, se observé como la radiactividad quedaba localiza
da a nivel de esta HC constitutima en las preparaciones =
cromosdmicas (Jones, 1970; Pardue y Gall, 1970). La utili-~
zacién de un procedimiento de tincidén con el colorante de
Giemsa, tras disociacién y reasociacién de las cadenas de
DNA, mostré que esta técnica aparecfa especffica para el -
DNA repetitivo, pudiendo suplir a las hibridaciones para
su localizacidén cromosémica (Arrighi e Hsu, 1971). Utili -
zando estos distintos procedimientos, la localizacién del
DNA satélite en la HC constitutiva ha sido confirmado para
mdltiples organismos (Stefos y Arrighi, 1974; Schnedl, 1971;

Yunis y Yasmineh, 1971; entre otros) .

Partiendo de esta correspondencia entre DNA repe



41

titivo o satélite y HC constitutiva, en preparaciones cromo-—
sémicas, se ha tratado de analizar la HC existente en los -
nidcleos interfisicos para su catalogacién., Los procedimien =
tos seguidos han sido fundamentalmente dos: realizar hibrida
ciones con DNA satélite marcado, o con RNA marcado complemen
tarios del DNA gatélite, pero sobre células interfésicas en

lugar de sobre preparaciones cromosémicas; o bién, extraer -
la HC de los niicleos interfésicos por técnicas de fracciona-

miento, y analizar su contenido en DNA satélite.

Al realizar hibridaciones "in situ" sobre células
interfisicas del ratén, con DNA satélite marcado, se observd
que este hibridaba fundamentalmente a nivel de las masas de
HC —cromocentros y HC asociada al nucléolo-, tanto en células
embrionarias del ratén procedentes de un cultivo de tejidos
(Jones, ]970), como en otros tipos celulares procedentes de
preparaciones histolégicas (Pardue y Gall, 1970)., También se
han realizado hibridaciones sobre células hepdticas del ratén,
usando RNA marcado complementario del DNA satélite, mostrando
que las hibridaciones se realizan a nivel de la HC asociada -

al nucléolo presente en este tipo celular (Rae y Franke, 1972)

E1 aislamiento de fracciones heterocromdticas a par
tir de diversos tipos celulares del ratén, y el andlisis de
su contenido en DNA satélite, ha confirmado también la rique-
za de éste tipo de DNA en las masas de HC asociada al nucléo~
1o (Schildkraut y Maio, 1968; Yasmineh y Yunis, 1969, 1970).

No obstante, no todo el DNA satélite nuclear estd localizado
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en esta HC asociada al nucléolo, sino que los distintos cro
mocentros nucleares también presentan una cierta riqueza en
este tipo de DNA. Por otra parte, no todo el DNA que entra

a formar parte de la HC asociada al nucléolo es de tipo sa-
télite, sino que éste representarfa del 30 al 70% del con -~
junto de DNA que constituye las masas heterocromiticas, se-
gin las distintas fuentes (Schildkraut y Maio, 1968; Yasmi-

neh y Yunis, 1970).

Estos resultados parecen catalogar esta HC asocia
da al nucléolo como HC constitutiva que durante interfase
se reune, formando estas masas heterocromdticas asociadas
al nuclebélo, como resultado de la agregacién de los distin-
tos segmentos pericentroméricos de HC constitutiva localiza
dos en los diferentes cromosomas del ratén (Pardue y Gall,
1970; Rae y Franke, 1972). Otra explicacién serfa, aquella
que relata la existencia de constricciones secundarias en -
ciertos cromosomas del ratém que, estdn localizadas cerca
de los bloques pericentroméricos de HC constitutiva (Levan
v col. 1962; Hsu y col., 1971) lo cual llevarfia a la cons ~
truccion de los bloques heterocromdticos asociados al nucléo
lo a partir de la agregacidén interfésica de la HC pericentro
mérica de esos cromosomas, al unirse entre ellos para la or-

ganizacién del nucléolo (Rae y Franke, 1962).

Si esta HC asociada al nucléolo es de tipo consti-
tutivo, deberd de cumplir, en principio, las condiciones que

se vienen adcribiendo a este tipo de HC, tratandose entonces



de una HC gendticamente inerte y

cédlulas de un determinado tipe celular, si so acepta ol su
pucsto de un patrdn especifico de ordenamionto intorfisico
para dicha tipa celular. De otro modo, habrd que rovisar -

las caracteristicas que se atribuyen a ia HC constitutiya

)

L

y catalogar esta HC asociada al nucldolo de mancra ditoren

te.

Apuntando hacia este aspecte so éncucntyan ol
serie de observaciones que indican una cilesta avtividad go
nética en la HC constitutiva, e incluso, mas concroluamente
en el DNA satélite, asf como una posible variacidn cuanti-
tativa de las masas de HC asociada al nucléoleo en un e SO
tipo celular, hechos que nos aconsejan unyg profundizacion
nAs sistemidtica en el estudio de esta HO, antes de suooatyg

logacién de una manera mds definitiva.

En el aspecto de accidn eénica, son varios los -

trabajos, que apuntan hacia la posible transcripoeidn del
J s> 4 i 1

DNA satélite en diferentes secuencias de RNA, Bo ol caso -
de oocitos de Xenopus, existe un DNA satélite que puede ha
bridar con rRNA en un 18% de su peso, hacidndolo tanto con
el rRNA 18 S como con el 28 8 (Brown y Dawid, I90d; Bvans
v Birnstiel, 19683 Gall, 1069), Para el caso del vatdn, =
han descrito hibridaciones del DNA satélite con un RNA deo
gran peso molecular, que pudiera ser de tipo mensajero (Ha
rel y col., 1968; Britten y Kohne, 1968§ 1969). Tambidn

en el erizo de mar hay un DNA satélite que codifica un RNA
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de tipo mensajero (Kedes y Birnstiel, 1971). En otros casos
hay autores que comunican que, las secuencias de RNA trans-
critas a partir de un DNA satélite no salen al citoplasma,
permanecicndo en el interior del micleo celular con misidn

desconocida (Balsamo y cols, 1973).

Existen algunos trabajos indicativos de la trans-
cripcién de secuencias de DNA satélite en rRNA, con la par-
ticularidad de que este DNA satélite se encuentra localiza-
do en masas heterocromiticas asociadas al nucltéolo que, en
determinado momento, comienzan a transcribirse; tal es el
caso de una gran masa de HC asociada al nucléolo existente
en oocitos de Acheta (Lima-de-Faria, 1960; Lima-de-Faria y
col., 1973). Asi también, la existencia de masas heterocro-—
miticas, con un papel de organizadores nucleolares, implica
dos en la formacién de rRNA son descritas en Microtus agres

tis (Natarajan y Sharma, 1971).

Por otro lado, ciertos trabajos apuntan una rela-
cidn entre el tamaiio de la HC asociada al nucléolo y el ta-
mafio del nucléolo, en distintos tipos celulares de diferen—
tes organismos, relacién que indicarfa una variacién de es-—
tas masas heterocromdticas, dentro de un mismo tipo ceclular,
quizis relacionada con un grado de actividad celular varia-
Ble (Weber, 1971; Vagner—Capodano y Stahl, 1974). E incluso
se ha mostrado que la activacién de 1las células de la glan-
dula tiroidea de Microtus agrestis tiene como resultado una

desespirilizacién de la HC constitutiva relacionada, por otra
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parte, con la formacién del nucléolo (Schneider y col., ==

1973).

De esta manera, las comunicaciones sobre el sig
nificado de la HC asociada al nucléolo y el DNA satélite
nos situan ante una serie de observaciones, en ocasiones
contradictorias, que nos obligan a mantener una cierta pru
dencia ante la catalogacién definitiva y el significado de
estas estructuras. Incluso en el caso del ratén, nos encon
tramos con observaciones sobre una organizacién nucleolar
a partir de los cromosomas sexuales, cuya HC seria la que
formara, al unirse en interfase, las masas de HC asociada
al nucléolo (Ohno y col., 1957) frente a la organizacién
ya indicada que adcribe el papel de organizadores nuclcola
res a ciertos autosomas, y a sus HC pericentroméricas la
constitucidén de la HC asociada al nucléolo durante interfta
se (Levan y col., 1902; Pardue y Gall, 1970). Se ha apunta
do, por otro lado, la posibilidad de que el DNA satélite -
que aparece en las preparaciones de nucléolos aislados, se
encuentre situado intranucleolarmente, por el hecho de que
diferentes tratamientos sobre estos nucléolos extraen de
cllos mas facilmente el DNA de la banda principal que el -

DNA satélite de estas fracciones (Schildkraut y Maio, 1968).,

Toda esta multiplicidad de observaciones y des =—
cripciones nos indica, en definitiva, que la comprensién -
del significado y constitucién de la HC asociada al nucléo-

lo se encuentra, todavia, en las primeras etapas de su con-



secucidn; aunque, sin duda, ¢l estudio que se est& Ilevando
a cabo al abordarla desde campos Lan diversos, serd uno de
los factores que hagan avanzar mas rapidamente hacia este -

logro.
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Con la idea de contribuir al conocimiento del sig

nificado de la Heterocromatina asociada al nucléolo (HCnu),

y mis concretamente, al que ésta estructura pueda poseer en

la actividad neuronal, hemos realizado este estudio sobre -

la HC asociada al nucléolo en neuronas del ratén, desarro -

llando el

a).-

c)e-

d) .-

e)e-

siguiente plan de trabajo:

Puesta a punto y discusién de diversas técnicas -
para la demostracién de las estructuras heterocro
miticas existentes en las neuronas del ratén albi

NO .

Descripcién de la morfologfa y organizacidén que -
presenta la HC neuronal asociada al nucléolo, en

este animal.

Observacién del comportamiento de la HC neuronal
asociada al nucléolo frente a diversos tratamien—

tos citoquimicos.

Estudio de los tamafios de esta HC asociada al nu-—

cléolo en poblaciones neuronales diferentes.

Relacidén del tamafio de la HC neuronal asociada al

nucléolo con diversos pardmetros celulares.
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MATERIAL EMPLEADO




Para la realizacién de éste trabajo se han usado -
ratones blancos de laboratorio (Mus musculus var. albina) su
ministrados por el servicio de animales de la Universidad de

Granada. tueron empleados ejemplares adultos de ambos scxos

con pesos que oscilaban entre 20 y 30 gr.

Como material de comprobacién, con el fin de conse-
tatar si las estructuras puestas de manifiesto eran caracte-—
risticas del material empleado 6 se debian a artefactos pro-
ducidos por los procesos de preparacién, fueron usados cerc-—
bros pertenecientes a otros animales., Concretamente se em ——
plearon ejemplares de gato (Felis domestica) y de rana comin
(Rana sculenta). Los érganos extraidos a éstos animales pasa
ron por los mismos procesos de fijacidn, inclusidn, corte y
tincidén a los que se sometid el material procedente de rato-

nes.

Como material de estudio fueron usados un total de
8 cerebros de ratonecs (5 machos y 3 hembras, y como lesbLigos
se emplecaron cortes cerebrales procedentes de dos gatos -

(1 macho y 1 hembra) y dos ranas (1 macho y 1 hembra).

Los ratones fueron anestesiados con eter y decapi~-

tados. De cada animal fueron extrafdos el cerebro, higado,

rifiones y tejido muscular esquelético.

Los gatos fueron aneglesiados con eter y perfundi-

dos con fijador de Carnoy, empleado 250 ml para la perfusién.
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Finalizada ésta, se extrajo el cerebro de cada animal.

Las ranas fTueron anestesiadas con eter y decapita

das. De cada animal fué extrafido el cerebro.

Los érganos extraidos, tras ser lavados en agua
destilada se depositaron para su fijacién en frascos con fi
jador Carnoy, habiendo sido anteriormente seccionados en
trozos apropiados para su mejor penetracién por el fijador.
Cada pieza fué sumergida en un volumen de fijador de apro -

ximadamente 25 veces el suyo propioo

Transcurrida la primera hora de permanencia en los
frascos de fijacién a temperatura ambiente, se renové el fi
jador y se colocaron los recipientes en nevera a 42C, En és
tas condiciones permanecieron durante 96 horas realizéndose
durante éste periodo de tiempo una renovacién del fijador,
concretamente a las 48 horas. El cambio se realizé con nue-
vo fijador Carnoy enfriado previamente a 42 C, para evitar
cambios bruscos de temperatura en los tejidos que estaban

siendo fijados.

Transcurrido el periodo de fijacién, los frascos
fueron sacados de la nevera, dejando que adquirieran la tem
peratura ambiente antes de proceder a las operaciones de in

clusidén.

E1 fijador empleado fué el liquido de Carnoy con



cloroformo cuya composicidén es la siguiente:

Su USOe

Etanol absoluto (Merck)

* 6 6 U & &8 O o &9 O 60
Cloroformo (Merck) ceeeeecescscsssvess 30
Acido acético glacial (Merck) seesosos 10

El fijador era preparado inmediatamente antes

(para 100 ml)

ml
ml
ml

de
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PROCESAMIENTO DEL MATERIAL PARA LAS

DIFERENTES TECNICAS
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Las piezas, una vez realizada su fijacidén, fueron
incluidas en parafina, para su posterior seccionado, siguien

do los pasos expuestos a continuacién:

~Lavado de las piezas en solucidn saturada de Carbona-
to cdlcico (CO(3 Ca) en etanol absoluto durante 2 ho -
ras, realizando un cambio con nueva solucién a los 60

minutos de permanencia en ella.

—Inmersién en etanol absoluto durante 12 horas, reali-

zando dos cambios a las 2 y 5 horas respectivamente.

—Aclaramiento en Metil-benzoato mediante tres pasos su

cesivos de 24 horas cada uno.

~Inmersidén en benzol durante media hora, tras renovar

el liquido a los 15 minutos de su permanencia en é1,

—~Paso por benzol-parafina (2:1 v/v) durante 30 minutos

en estufa a 602 C,

—~Paso por benzol-parafina (1:2 v/v) durante 30 minutos

en estufa a 602 C,

~Tres pasos por parafina fundida a 602 C en estufa de

24 horas cada uno.

~Inclusién en parafina y confeccién del bloque.

Para comprobar posibles influencias del proceso de
inclusién sobre las estructuras a observar, se tomaron pie -

zas pertenecientes a los distintos érganos, los cuales tras
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su fijacién, se sometieron a corte con el microtomo de conge

lacién segin los pasos siguientes:

—-Lavado de las piezas, durante 2 horas, en solucidén sa

turada de Carbonato

cidlcico en etanol absoluto, reali

zando una renovacidén de la solucién a los 060 minutos

de permanencia en ella.

—~Lavado en etanol absoluto durante 12 horas, realizan-

do renovaciones del
~Paso por etanol 96%
~Inmersidén en etanol
~Inmersidén en etanol
~Paso por etanol 50%

—~Paso por etanol 30%

alcohol a las 2 y 5 horas.
durante 8 horas.

90% durante 8 horas.

70% durante 8 horas.
durante 8 horas.

durante 8 horas.

~Lavado en agua destilada durante 10 horas.

Un esquema general del procedimiento de las pie -

zas para su corte vienen representado en el esquema 1.

Las piezas incluidas en parafina fueron cortadas

a 10 y 20 nm., para los cerebros de ratén y a 10 um para to

das las otras piezas. los

cortes se colocaron en recipien -

tes con xilol para su desparafinizacidén durante 24 horas.

Una vez eliminada la parafina de los cortes pasaron a un re

cipiente con etanol absoluto para eliminar el xilol y al —--

mismo tiempo eran pegados

sobre portaobjetos. Ya sobre los



FIJACION

CDBCa-Etanol abs,

Etanol absocluto

Etanol 96%

Metil-henzoato
Etanol 90%
Etanol 70%

Benzol

Etanol 50%

y Benzol-Parafina 2:1
Etanol 30%

Benzol-Parafina 1:2

Agua dest,

Parafina

Inclusidn

CORTE

Esquema 1
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portaobjetos, los cortes se hidrataron pas&ndolos sucesiva-
mente por etanol 96%, 90%, 70%, 50%, 30%, y agua destilada,

permaneciendo 5 min., en cada uno de los pasos.

Una vez hidratados, los cortes eran sometidos a
las correspondientes técnicas de tincién. Los tiempos de des
hidratacién y diferenciacidén usados en todos los casos fue -
ron de 1 min, en cada uno de los alcoholes de concentracién
creciente de 30%, 50%, 70%, 90% y 100%. E1l agente aclarante

empleado fué el xilol y el medio de montaje usado fué Eukit.

Las secciones histolégicas obtenidas en el microto
mo de congelacién ofrecian un grosor aproximado de 20 um, =—-
siendo sometidas a las distintas técnicas de manera semajan-—

te que los cortes procedentes de inclusién en parafina.

El esquema ITI muestra los distintos pasos a que --

eran sometidos los cortes para su observacién.



CORTE CORTE

Xilol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Tratamiento [::::]

Tincidén ———[:%::}———

Deshidratacién

Y
Montaje

OBSERVACION

Esquema I1I

Absoluto
96%
90%
70%
50%

30%

5 m, Agua destilada



TECNICAS DE TINCION Y TRATAMIENTOS

EFECTUADOS
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TECNICAS EMPLEADAS

En la realizacidén de éste trabajo se han empleado.

las siguientes técnicas de tincidn:

a) Método del Verde de Metilo-Pironina
b) Tincién con Verde de Metilo

c) Tincién con Pironina

d) Tincién de Nissl

e) Tincidén con colorante de Giemsa

f) Reaccién de Feulgen

g) Método del Azur-B

A continuacién se describen los métodos de prepa-
racién de los distintos colorantes, asf como el procedimien
to de tincién seguido, para cada una de las técnicas antes

enumeradas.

Método del Verde de Metilo-Pironina

La solucidén colorante se usé a pH = 5,57 en tam -
pén acetato-acetico (Walpole) y se ob-tiene de la siguiente

maneras.

Solucidén madre.—
Verde metilo (Merck) purificado escessss 0.10 gr.
Pironina G (Meer) cssssssssessncssscsss U435 gl

Agua destilada -ooo-oo.oocoooooooooo-..loaoo ml.
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Solucién tampén a pH = 5,57 .-

Solucidén acuosa M/5 de Acido acetico (Merck) 10 ml

Solucidn acuosa M/5 de Acetato sédico (Merck) 90 ml

Se mezclan a partes iguales la solucidén madre y la

solucién tampén para obtener la mezcla colorante,

el
el
ne

no

La purificacién del verde de metilo, para extraer
violeta de metilo que siempre existe como contaminante en
colorante comercial, se realizdé con cloroformo. Este tie-
la particularidad de disolver el violeta de metilo, pero

el verde. El1 colorante comercial era vertido en un reci—-—

piente con cloroformo y agitado por espacio de 15 min., Pos -

teriormente se realizaba una filtracién y el residuo que que

daba sobre el papel de filtro era desecado para su recolec -

cidn. Este residuo era sometido a unas nuevas extracciones

clorofdérmicas hasta que el liquido filtrado aparecfa incolo-—

T"'Oe

El residuo de la dltima filtracidén era utilizado en la

preparacién de la solucidén colorante,

El proceso de tincidén es el siguiente:

~Hidratacidén de los cortes

—~Tincidén en la mezcla colorante durante 15 min,

~lavado en agua destilada durante 2 min.

~Deshidratacidén y diferenciacién

—~Aclaramiento en dos cambios de xilol de 5 min, cada uno.

-Montaje
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Tincidn con Verde de Mctilo

La solucidn colorante se empledé a pH = 5.57 en tam
pén acetato—acético (Walpole). Se obtuvo de la siguiente for-

ma.:

Solucidén madre.—

Verde Metilo (Merck) purificado ceeesessescns 0.3 gr

Agua destilada eeeeesessscssccessscscsessscecse 100 ml
Solucién tampén a pH = 5.57.~

Solucidén acussa M/S de acido acetico (Merck) 10 ml

Solucién acuosa M/5 de acetato sédico (Merck) 90 ml

Para obtener la solucidn colorante se mezclan a -

partes iguales la solucién madre y la solucidén tampédn.

La purificacién del verde metilo se realizdé de la
forma ya descrita para la preparacién de la solucién coloran

te de la técnica Verde Metilo-Pironina

E1l procedimiento de tincidén es el siguiente:

~Hidratacidén de los cortes

—Tincidén en la mezcla colorante durante 15 minutos.
—Lavado en agua destilada por espacio de 2 minutos
—Deshidratacién y diferenciacién

—Aclaramiento en xilol. 2 cambios de 5 min. cada uno

~Montaje
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Tincidén con Pironina

La solucién colorante se rcalizé en tampén acetato
acético (Walpole) a pH = 5.57. Esta solucidén colorante se ob

tiene de la forma siguiente:

Solucidén madre.—

Pifoniﬂa G (MePCk) I EEEXEEEE I E A NI I I 003 gr

Agua destilada s e s e esses0erssssassss e 100 ml
Solucidén tampdén a pH = 5.57 .-

Solucién acuosa M/5 de Adcido acético (Merck) 10 ml

Solucién acuosa M/5 de acetato sédico (Merck) 90 ml

Se mezclan a partes iguales las soluciones madre

y tampén para obtener el liquido colorante.

E1l procedimiento de tincién empleado es el siguien

te:

~Hidratacién de los cortes

—Tincidén durante 15 min. en la mezcla colorante
~Lavado de 2 min. en agua destilada

~Deshidratacién y diferenciacién

—Aclaramiento en xilol. 2 cambios de 5 min. cada uno.

~Montaje.

Tincidén de Nissl

La solucidén colorante se realizdé en tampén acetato
acético (Walpole) a pH = 4.5. Se obtiene de la forma siguien

te:
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Solucién madre:-
Tionina (Meer) ©c e 0 88 008008 EES 0SSOSR EERDTE S 1 gr

Agua destilada ceseeessssessesscsess s 100 ml-
Solucidén tampén pll = 4.5

Solucidén acuosa M/5 4cido acético (Merck) 55 ml

Solucidén acuosa M/5 acetato sédico (Merck) 45 ml

Mezclar 2.5 ml. de solucidén madre con 100 ml. de

solucién tampén.

E1l procedimiento de tincién fué el siguiente:

—~Hidratacién de los cortes

~Tincién durante 8 min. en la mezcla colorante
~Lavado en agua destilada durante 2 min.
—Diferenciacién y deshidratacién
—Aclaramiento en xilol durante 5 min.

~-Montaje

Tincidn con colorante de Giemsa

La solucién colorante se realizé de la siguiente -

maneras:
Solucidén madre de Giemsa (Analema) ceesssese 20 ml
Agua destilada ese 0600000000000 000000SRRSETSTS 100 ml

E1 procedimiento de tincidén fué el siguiente:

—Hidratacién de los cortes.



63

~Tincidén durante 3 min. en la solucidn colorante
—Lavado en agua destilada durante 2 min.,
—Aclaramiento en xilol durante 5 min.

-Montaje

Reaccién de Feulgen,-

El reactivo de Schiff para ésta reaccién fué prepa
rado siguiendo el método de De Tomasi (1936). Las soluciones

empleadas fueron las siguientes:

Reactivo de Schiff.-
—-Disolver 0.5 gr. de Fuchsina Bdsica (Merck) en 100 ml.
de agua destilada hirviendo. Mezclar enérgicamente y

dejar enfriar hasta alcanzar la temperatura de 502 C,
~Filtrar y afiadir 10 ml., de HC1 1N al filtrado.

—Afiadir 0,5 gr. de Metabisulfito potdsico (Merck) y de-
jar en la oscuridad 24 horas. Al cabo de éste tiempo

el liquido adquiere un color rosa pélido.
—Afiadir 0.5 gr. de Carbdén activo y agitar durante 2 min.
~Filtrar en un embudo con filtro de placa.

-El1 1liquido filtrado, que es incoloro, es el reactivo
de Schiff empleado para ésta prueba de Feulgen. Se -
guarda en nevera a 42 C. Antes de usarlo se deja que

adquiera la temperatura ambiente,
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Solucidn de Metabisulfito

Solucidén acuosa de Metabisulfito potédsico (Merck) al -
10?%1 *® O 8 8 &8O 99 S T EI T RSN 5“11
Acido Clorhidrico 1IN R T N I 5 ml

Agua destilada hasta s e e sesseressORSRORRRIESTS 100 ml

La solucién de Metabisulfito hay que prepararla

inmediatamente antes de su uso,

El procedimiento de tincidén empleado fué el si —--

guiente:

—~Hidratacién de los cortes

—Aclarado de los cortes en ClH 1IN, a temperatura ambiente

—Hidrdélisis en C1H 1N a 602 C, durante 8 min.,

—Aclarado en CIH 1N, a temperatura ambiente

—Aclarado en agua destilada

—~Colocar los cortes en reactivo de Schiff durante 5 horas

-Verter el reactivo de Shiff y pasar los cortes por tres pa
sos de solucién de Metabisulfito de 10 min. cada uno,

—-Lavar en agua corriente durante 10 min,

—Deshidratacién

—Aclaramiento en Xilol durante 5 min,

~Montaje

Método del Azur-B

La solucién colorante se usdé con tampén citrico-

fosfato (Mc Tlvaine) a pH = 4 de la siguiente manera:
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Solucidén tampén a pH = 4,0

Solucién acuosa M/10 de Acido citrico (Merck) 73.8 ml

Solucién acuosa M/5 de Fosfato bisédico (Merck) 46.2 ml

La solucién colorante se obtiene mezclando 25 mg.

de Azur B (Merck) en 100 ml. de solucién tampén a pll = 4.0

£l procedimiento de tincidén empleado fué:

—~Hidratacidén de los cortes

—Tincién durante 2 h., a 372 C en la solucidn colorante

—~Aclarar los cortes en agua destilada

—Pasar los cortes a Alcohol butilico terciario donde se de -
jan durante 12 horas.

—Aclarar en Xilol durante 5 min,

~Montaje
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TRATAMIENTOS REALIZADOS

Durante la realizacidén de éste trabajo se han some
tido los cortes a algunos tratamientos con objeto de compro-
bar la accién de éstos sobre las estructuras que estaban --
siendo estudiadas. Los tratamientos realizados han sido los

siguientes:

a) Tratamiento de disociacidn y reasociacién del DNA
b) Tratamiento con DNasa

¢) Tratamiento con RNasa

Los medios empleados para éstos +tratamientos, asi
como los procedimientos seguidos, son descritos a continua -

Ciéno

Disociacidén v reasociacidén.-—

La disociacién de las dobles cadenas de DNA nuclear
fué realizada en los distintos cortes mediante incubacién en
una mezcla de Formamida y solucidn salina SSC., Esta solucién
salina estéd constitufda por citrato trisédico y cloruro sédi
co en las siguientes concentraciones: 1 x SSC = 0,15 M Clo -

ruro sédico 0,015 M Citrato trisdédico.

El medio de incubacidén para la disociacién del DNA
estaba constituido por
Formamida (I"Iel"Ck) e0000000cec0000000 00000000 90 ml

O.lXSSC 0O 9 9 6060 0006000606060 600680006000 0048 10 ml

En éste medio los cortes permanecieron durante 6 h.,

a temperatura ambiente.
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Tras el tiempo de incubacién algunos cortes fueron
tratados con formol al 4% durante 5 min., con el fin de blo -
quear la reasociacién de las cadenas y comprobar si habia te
nido lugar la disociacién del DNA, Estos cortes fueron a con
tinuacidén lavados en agua destilada y tefiidos con las distin

tas técnicas segin los procedimientos ya descritos.

Otros cortes, tras la incubacién en el medio diso-
ciante, pasaron a una nueva incubacién en 2 x SSC a 602 C -
con el fin de reasociar nuevamente las cadenas del DNA diso-
ciado. E1 tiempo de incubacién en éste medio, para la reaso-
ciacién, fué de 1 h. Tras éste periodo, los cortes fueron la
vados en agua destilada y tefiidos con las distintas técnicas

anteriormente expuestas,

DNasa

La hidrdélisis enzimética del DNA para su elimina -
cién de los cortes se realizdé por incubacién de éstos, duran
te 1 hora a 372 C, en una solucidén de DNasa en un medio cons
tituido por 50 mM Cloruro magnésico (Cl2 Mg), 10 mM Cloruro
cllcico (Clo Ca) en 25 mM tampén Tris-ClH a pH = 7.2. La con

p

centracién de enzima fué de lmg./ml de DNasa (Gurr)

RNasa

La hidrolisis enzimdtica del RNA se realizé por in
cubacién de los cortes en solucién acuosa del enzima a una
concentracién de 1 mg/ml de RNasa (Gurr). En éste medio los
cortes fueron tratados durante 1 h., a 372C. Tras el periodo

de incubacién, los cortes fueron tefiidos por las técnicas —-
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anteriormente descritas.,

El cuadro I muestra las distintas técnicas emplea

das sobre los diferentes materiales.



CUADRO T

Se muestran las diferentes técnicas utilizadas so-

bre los distintos materiales, con y sin tratamiento previo.

En la parte superior vienen indicados los diferen-

tes materiales empleados, asl como los grosores de los coites

efectuados sobre ellos., En el lateral izquierdo aparecen los

distintos tratamientos realizados, o la inscripcidén "sin tra

tar" para aquellos cortes que no fueron sometidos a ninguno

de e¢llos,

Las abreviaturas de las diferentes técnicas de tin-

cién y tratamientos empleados son:

VMP
VM

g = " @ = %

D+R
DNasa

RNasa

Tincién con Verde Metilo-Pironina
Tincidn con Verde metilo

Tincidén con Pironina

Método de Nissl

Tincién con colorante de Giemsa
REaccién de Feulgen

Tincién con Azur-B

Disociacién de las cadenas de DNA
Disociacién y reasociacién del DNA
Hidrélisis enzimltica del DNA -

Hidrdélisis enzimitica del RNA



D+R

RNasa

DNasa

sin tratar

RATON GATO RANA
Cerebro Higado Rifién Mdsculo |Cersbro | Cerebro
10 0. 20 {10 4. 20 10 41 20 10 A1 20 ) 10 | 1O
VMP  UMP  UMP  YMP  UMP  UMP  UMP  UMP yMP VMP
UM VM VM UM UM Vi1 UM VM UM VM
p P P p p P P P p P
N N N N M N N N N N
G G G G G G G G G G
F F F F F F F F F F
A-B A-B A-B A-B A-B A-B A-B A-B A-B A-B
VMP  UMP
UM UM
F F
A-B A-B
VMP  UMP
UM VM
F F
A-B A-B
VMP  UMP
UM VM
p p
N N
G G
F F
A-B A-B
VMP  UMP
VM UM
p P
N N
G G
F F
A-B A-B




‘MEDIOS DE OBSERVACION Y PROCEDIMIEN-

TOS EMPLEADOS,
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Las observaciones fueron realizadas empleando obje
tivo de inmersidén planacromatico. Se efectuaron impresiones
fotograficas en blanco y negro y en color para la realizacién

de las diferentes medidas.

Los negativos en blanco y negro de las preparacio-
nes efectuadas con las técnicas del Verde metilo-Pironina y
del Azur B, fueron realizadas por triplicado para cada ima -
gen, efectuando una impresién con filtro gris, otra con fil-
tro verde y otra con filtro rojo. Estas distintas impresio -
nes tenfan la finalidad de obtener una imagen general y otras
dos donde se resaltaran las regiones tefiidas de rojo y verde
respectivamente, Para el caso de las preparaciones efectua -
das con la técnica del Verde metilo, las impresiones en hHan-
co v negro fueron efectuadas empleando un filtro rojo. En —-
las preparaciones efectuadas con las tecnicas de Pironina y
Feulgen, el filtro usado fue el verde, Para las preparacio -
nes procedentes de tinciones con los métodos de Giemsa y -—-
Nissl se emplearon filtros grises y azules para la ocbtencidén

de los negativos.

Para la obtencidén de valores cuantitativos se rea-—
1izaron medidas celulares concernientes a los tamafios de la
HC asociada al nucléolo, nucléolo, micleo y superficie celu-

lar.,

Para el establecimiento de éstos indices cuantita-

tivos se escogieron dos poblaciones celulares que se difereg
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ciaran en el tamafio medio de sus células., A tal efecto, se
han escogido dos ndcleos bulbares; el ndcleo del nervio Hi-
pogloso y el ndcleo motor dorsal del nervio Vago. Estos dos
nuticleos presentan la ventaja de su localizacidén préxima —--—
(pfacticamente discurren de manera paralela entre limites
superiores e inferiores del bulbo) y de su naturaleza moto-
ra comin., Con ésto se han intentado eliminar las variables
que pudicran surgir, en los pardmetros medidos, como conse -
cuencia de la distinta localizacidén de las poblaciones esco
gidas, o las debidas a diferencias de funcionalidad sensi -

hle o motora.

Las células del micleo del nervio Hipogloso repre
sentan, por otro lado, una poblacién cuyos elementos son de
gran tamafio, cercano, incluso, al de las grandes células mo~-
toras medulares. Las células pequefias del niicleo dorsal del
nervio Vago representan, por el contrario, una poblacidn cu-
yo tamafio celular medio es relativamente pequefio, y se dife-
rencia apreciablemente del de la poblacién del nicleo del —-

nervio Hipoglosoe.

En cada uma de éstas poblaciones se establecié el
ntmero aproximado de células que constituye el total de ellas,
realizandose las medidas de pardmetros celulares sobre una
muestra, de cada una de éstas poblaciones, escogida aleato-
riamente. Cada una de éstas muestras contenfa un ndmero de -
células que representaba un 10% del total de las respectivas

poblaciones, y estaban distribuidas a lo largo de diferentes
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niveles del nucleo considerado. Las células escogidas debfan
mostrar las masas de HC asociada al nucléolo dispuestas de

g 21 dicul a la dir id ser L6 '
manera perpendicular a la direccién de observacién, de mane-
ra que fueran facilmente observables y medibles; se descarta
ron también las células cuyo nucléolo ofrecfa la posibilidad
de aparecer cortado en la preparacién, procurindose que el
nucléolo estuviera totalmente contenido en el corte para las

células escogidas.

Las células elegidas fueron fotografiadas todas --
ellas a los mismos aumentos, intercalando una reticula ocu =
lar que aparecia sobre el negativo superpuesta con la imagen
de la célula. Esta cuadricula servia como fndice de escala
al haberse calibrado anteriormente las dimensiones de cada
cuadro, para los aumentos empleados, con un micrémetro de ob
jetivo. Los negativos obtenidos eran montados sobre un mar -
quito de diapositivas para poder proyectarlos como tales.
Los negativos eran proyectados sobre una pantalla horizontal
con la ayuda de un espejo situado en 4ngulo de 452 frente al
proyector y en la vertical de la pantalla, tal como se obser

va en la figura 1l.

Sobre cada una de las células proyectadas se reali
26 1a medida de la superficie celular, superficie nuclear,
superficie nucleolar, ¥y superficie de la HC asociada al nu -
cléolo que mostraba dicha célula; estas medidas eran expresa
das en micras cuadradas utilizando como indice de escala la

cuadricula que aparecia superpuesta .
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Fig.



Sobre éstas medidas celulares se efectuaron los ——
cdlculos y operaciones subsiguientes para el establecimiento
de fndices y comparaciones entre las diferentes poblaciones

estudiadas.



RESULTADOS



RESULTADOS OBTENIDOS TRAS LA APLTCA—

CION DE LAS TECNICAS DE TINCION.




Lémina 1

Aspecto de distintas neuronas del nat@n trifides «n

diiferentes t&cnicas. Las masas de HOmu viienmem indiicadias evh =

flechas.

As Tincidn con Verde metilo-Piromimas 3000 %

B: Timcidén con colorante de Giemsaj 4o Q0D Ko

T« Mé&tode de Nissl; 3.000 xe

D= Reaccidn de Feulgen; 3.500 Xeo

E: Tincidn con Azur-Bj; 3.000 x.

F: Heurona tratada con DNasa y teunida posteriormente eon Veide

metilo—Pironina. Los restos de la HCnuw, tras este tratamien

to, se indican, asi mismo, com flechas; 3,000 x
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Las neuronas del cerebro de ratén, en las prepara-
ciones realizadas con la tecnica del Verde metilo-pironina,
presentan el aspecto mostrado en la figura A de la lamina 1.
Su citoplasma, mas O menos granular, aparece tefiido de rojo;
el nucléo, claro, contiene un nucléolo intensamente tefiido
de rojo que presenta adosadas a su superficie una o dos ma «
sas de color verdej; el resto de la zona nuclear muestra algu
nos grumitos, verdes y rojos, de pequeiio tamafio y nimero es-

CaSO0.

Debido a las propias caracterfsticas citoquimicas
de la tincién con Verde metilo-Pironina, como a la peculiari
dad de las imagenes obtenidas, se viene considerando que los
componentes celulares baséfilos =~intra o extranucleares-— ri-
cos cn RNA, se corresponden con las zonas que aparecen tefii-
das de rojo; la cromatina nuclear toma, por el contrario, el
color verde, revelando su constitucién a base de desoxirribg
nucleoproteinas. De esta forma, en las neuronas del ratén, el
nucléolo y el material baséfilo citoplasmdtico, equivalente
a los grumos de Nissl, aparecen con coloracidn roja, mientras
que los grumos de color verde azulado intranucleares repre =
sentarian masas heterocromdticas, destacando entre ellas las
de HC asociada al nucléolo por su peculiar tamaiio y localiza

cidne.

Las células neuronales del ratén albino presentan,
por tanto, unas masas de HC asociada al nucléolo relativamen—

te voluminosas, mientras que la existencia de cromocentros es,
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por el contrario, escasa. En los ndcleos de las células gliz

les aparecce, sin cembargo, una mayor cantidad de componentss

heterocromiaticos, bajo la forma de cromocentros, adosad 3

EIS &

i

al

=

la cara interna de la membrana nuclear; el citoplasma gl
. - - - - . . - . . P .
se presenta con un aspecto uniforme, tinéndose tenuemente

o
die

un ceolor rojo rosado.

Esta morfologia neuronal se corresponde de mansra
bastante precisa con la obtenida tras la aplicacidn de la -

téenica del Azur-B., Es ésta una tincién de tipo histogui

co usada frecuentemente para diferenciar zonas celulares e
constituidas por DNA y RNA, En los cortes cerebrales de ra-
tén teriidos con esta técnica, las neuronas presentan un ci-
toplasma y nucléolo tefiidos de rojo oscuro; los grumos in -
tranucleares aparecen de color verdoso, destacando entre =
ellos una o dos masas voluminosas adosadas a la superficile
nucleclar, tal como se observa en la figura E de la ldmina
1. 41 isual que con la técnica del Verde metilo-Pironina,
tras la tincién con Azur-B, el RNA nucleolar y citoplasmati
co toma, como vemos, el color rojo, mientras la heterocromgz
tina —cromocentros y masas de HC asociada al nucléole=- aparg
ce de color verdoso. Las células gliales presentan un aspec—
to parecido al que mostraban con la técnica del Verde metilg
Pironins, destacando la mayor riqueza heterocromiatica de sus

A
nidclens,

1o ohservacidén de la HC asociada al nucléolo puede

venlizarae Lambién con técnicas monocromdticas como son las



tinciones con colorante de Giemsa ¢ wmediante el empleos del

método de Nissl.

Tras la tincidn con el colorante de Giemsa, el ci
toplasma neuronal y el nucléolo aparecem de un color asula-

do, mientras que las masas asociadas al nucléolo lo hacen

en azul oscuro, destacande, por su intensidad, de la color:

la)

cidn nucleolar. La imi,agem de uns neurona cerebral del ratdn

tefiida con esta técnica se abserva la fisura B de 1la 13-

17
(=1
=

mina 1, La tincidn econ el colorante de Giemss se revela tam
bién como parcialmente Tibrilar, apareciendo en los prepara
dos sometidos a esta técnica una mayor cantidad de neuropi-

s anteriormente descritas.

ﬁ’»

lo que en los casos de las técnic
La observacién de una mayor cantidad de prolongaciones den-
driticas en las neuronas tehidas con colorante de Giemsa es

también patente al compararlas con las técnicas anteriores,

El método de Nissl ofrece imdgenes neuronales muy
parecidas a las obtenidas con la tincidn de Giemsa, si bién
se diferencian en el tono general de la coloracién. El aspec
to de una neurona tefiida con el método de Nissl aparece en
la figura C de la ldmina 1, mostrando un citoplasma granular
de color violeta claro, asi como un nucléolo esférico con la
misma coloracién; la HC asociada al nucléolo aparece con una
tonalidad mids oscura, destacando del nucléolo por su intansi
dad y su tono mis violeta. La cantidad de neuropilo en las
preparaciones de Nissl es, sin embargo, practicamente nula y

parecida, por tanto, a la que aparece con los métodos del -
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Verde-metilo-~Pironina o Azur-B,

En los casos de las tinciones con colorante de —-
Giemsa o con el método de Nissl, las células gliales siguen
presentando las caracteristicas antes apuntadas. Su nucleo
se revela como mucho més heterocromético gque el neuronal, y
su citoplasma, dificil siempre de poner de manifiesto, se
tifie tenue y homogeneamente con una coloracidén semejante a

la del citoplasma neuronal.

Hay que hacer notar también, gque con estos méto -
dos monocromdticos, la diferenciacién entre cromocentros y
grumos intranucleares constituidos por RNA, se hace més di-~
ficil que con los otros dos métodos, donde aparece una espg
cificidad diferencial., El conjunto de grumitos intranuclea-
res toma con Giemsa ¢ Nissl coloraciones azuladas o viole -
tas, en tonos variables, haciendose dificil la diferencia-
cién entre los que tienen caracter cromatinico y los que rg

presentarian pequefias masas de RNA intranucleares.

La aplicacién del método de Feulgen permite la ob
servacién, de manera muy clara, de la HC asosiada al nucléo-
lo, tal como se observa en la figura D de la l4dmina 1. Efec~
tivamente, este método, al poner de manifiesto solo las estrugc
turas celulares que presentan un caracter desoxirribonucleo-
protéico, permite distinguir claramente las masas heterocrgo
miticas adosadas a la superficie nucleolar; junto a ellas, -

aparecen también los escasos cromocentros existentes en el -



interior del ndcleo neuronal. las imdgenes de neuronas del -
ratén sometidas a este método histoguimico, muestran también
una fina capa de cromatina que envuelve superficialmente al

nucléolo, mids patente en unas células que en otras, de donde
emergen las masas de HC, cuya morfologia y tamano son nitida
mente delimitadas con ésta técnica. Los micleos gliales apa~
recen como estructuras rellenas de una gran cantidad de gru-
mitos rojos, dispuestos principalmente sobre la cara interna

de l1a membrana nuclear.

Las imdgenes resultantes de la aplicacidén de estas
distintas técnicas, pone de manifiesto que la HC de las neu-
ronas del ratén albino se encuentra, principalmente, bajo la
forma de HC asociada al nucléolo, siendo escasa la cantidad
de cromocentros en los nucleos neurcnales. Por otra parte,
estas masas heterocromiticas asociadas al nucléolo presentan
un tamafio relativamente voluminoso, mayor, en algunos casos,

que la propia masa nucleolar,

La aplicacidén de las diferentes técnicas permite,
por demis, establecer algunas caracteristicas propias de es-

ta HC asociada al nucléolo de las neuronas del ratén,



PECULIARIDADES DEL PROCEDER TECNICO




80

Con respecto a la tincidén con Verde metilo-Pironi-
na, hay que hacer notar la diferencia de coloracién de esta
HC en relacidén al pH utilizado y al proceso empleado en la
técnica. Es fundamental, para la obtencidén de una coloracién
homogenea y constante, la purificacién del Verde metilo co -
mercial en la forma descrita en el apartado "Métodos", asi -

como una fijacidn del pH dptimo para el material empleado.

A pHs bajos predomina la tincidén de las estructu -
ras celulares que toman el color verde, de manera que a medi
da que bajamos el pH de la mezcla colorante por debajo de 5
la coloracidn de citoplasma y nucléolo se va haciendo mas te
nue, mientras que la HC toma una coloracidén verdosa de color
cada vez mis claro. Llega un momento, cuando el pH se ha he-
cho demasiado bajo, en que desaparece practicamente la colo-
racidén de estructuras ribonucleoproteicas, apareciendo solo
las estructuras celulares heterocromdticas en una tonalidad
verde clara, coloracién que no llega a desaparecer a pHs muy

bajos.

Por el contrario, a medida que realizamos el método
de tincidén a pH s cada vez mas bésicos, la intensidad de colg
racién del citoplasma y nucléolo va aumentando, llegando in-
cluso a aparecer la HC en un color azulado, en lugar de verde,
posiblemente por tomar, a estos pHs tan altos, las estructu-
ras heterocromiticas algo de pironina y mezclarse los colores

verde y 1rojos.
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De manera que es preciso una

trdcta del
pH optimo para el material usado gue permita colerear mitida
mente en rojo y verde los componentes celulares constituidos -
por RNA y DNA respectivamente; de otra forma existird uas —-
disminucidén o enmascaramiento de las coloraciones que repen=

cutird siempre en la nitidez de las estructuras.

La utilizacidén de cada uno de estos colorantes de

manera individual nos ha servido para establecer su Te

tiva afinidad por las ribo- © desoxirribomucleoproteinas res

pectivas. Al pH optimo, ambos colerantes se comportan indivi

4

dualmente de una manera semejante, pera opuesta. Asi, al te-

fir solo con Verde metilo, se tedfan tanto las zomas ribonu~

cléicas como las heterocromdticas, pero la intensidad de co=

loracién que tomaba la HC era mucho mis intensa gue aguclla
con la que aparecian citoplasma ¥y nucldéole. Por el contrario,
tras la utilizacién solo de la Pironina, couno agente colovran
te, aunque también se tinen tantoe el nucldelo y citoplasma
como la HC, la tonalidad de esta dltima es mnche mds debil -
frente al intenso color rojo que adquieren las regiones celu

jares ricas en RNA,

E1l estudio del desarrollo de las tinciones monoe ~—
cromaticas efectuadas con el colorante de Giemsa o con el mg
todo de Nissl, ha revelado también que sus resultades se de-
ben a una diferencia de afinidad, entre las regiones hetero=-
cromiticas y las constituidas por ribonucleoproteina, respecg

to al colorante utilizado, puesto que los mejores resultados



se obtienen con tiempos de tincidén relativamente cortos,

Efectivamente, con ticmpos muy cortos de tincidn, las neu-
ronas muestran unas masas de HC tenidas con cierta intensi
dad, mientras que el citoplasma y el nucléolo aparecen muy
tenues. A medida que aumenta el tiempo de tincidén, el con-
traste ente ambas estructuras va haciendose menos patente,
hasta que llega un momento, con tiempos de tincidén bastan-
te prolongados, en que ambas regiones celulares muestran

una intensidad de coloracidén précticamente idéntica, ha --

ciendose dificil su diferenciacién.

E1l pH, en este caso, afecta de manera semejante
tanto al citoplasma y nucléolo, como a la HC, influyendo so
bre la fijacién del colorante; de manera, que a pHs bajos -
es necesario un mayor tiempo de tincién para obtener imige—
nes claras, pero el colorante continda fijindose antes sobre
las estructuras heterocromidticas que sobre el citoplasma y
nucléolo; por el contrario, a pHs altos, el colorante se i
ja a las estructuras de una manera mids ripida, aunque siem-
pre lo hace primero a la HC que a las regiones de naturale-
za ribonucleoproteica. De manera que con estos colorantes -
es conveniente no trabajar a pHs muy elevados para tener una
mejor posibilidad de control sobre la diferencia de intensi

dad en ambas regiones celulare-s.



RESULTADOS ENCONTRADOS TRAS LA REA-.
LIZACION DE LOS DIFERENTES TRATAMIEN

TOS EFECTUADOS.




Lamina 2

Neuronas del raton, tras sufrir distintos tratamien
tos, tenidas con diferentes técnicas. Las masas de HCnu, o -
los restos que de ellas quedan tras digestidén con DNasa, se

indican con flechas.

A: Hidrélisis con DNasa y tincién con el método de Nisslj; =--
3.000 x4-

B: Hidrdélisis con RNasa y tincién con Verde metilo-Pironinaj
5,000 x4~

C: Hidrélisis con RNasa y tincién con colorante de Giemsaj; —=—
5,000 xo.-

D: Tratamiento con RNasa y reaccién de Feulgenj; 4.000 x.~-

E: Tratamiento de disoéiacién del DNA por incubacién en Forma-
mida y tincién subsiguiente con Verde metilo-~Pironinaj; 3.000x

F: Disociacién y reasociacién del DNA seguida de tincidén con -

Verde metilo—Pironinaj; 3.000 x.
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Las preparaciones que fueron sometidas a un proce
so de disociacién de las cadenas de DNA, mediante incuba --
cién en formamida, mostraban una desaparicién précticamente
total de la tincién subsiguiente sobre las estructuras hete

rocromiticas.

Los preparados que eran sometidos a esta disocia-
cién en formamida, y a un tratamiento posterior en formol
para bloquear la reasociacién de las cadenas de DNA, tras
la tincidn con Verde metilo-Pironina mostraban unas neuro =
nas donde habfan desaparecido las masas de HCnu, asi como
el resto de grumitos heterocromiticos que pudieran existir
en el interior del nidcleo neuronal. La figura E de la 1&mi-
na 2 muestra una neurona, tefiida con esta técnica, tras el

tratamiento en formamida.

Cuando el tiempo de incubacién no ha sido total -
mente suficiente, algunas neuronas muestran una tenue colo-
racién verdosa sobre las estructuras heterocrom&ticas, colg
racién que desaparece totalmente con tiempos de incubacién

suficientemente largos.

E1l nucléolo y el citoplasma tras la incubacién en
formamida siguen tifiéndose normalmente, de color rojo, aun-—
que puede apreciarse una cierta accién del medio de incuba-
cién también sobre las estructuras ribonucleoprotéicas, con
sisténte, fundamentalmente, en una disminucién de la inten-—

gidad de la coloracién, de manera que nucléolo y citoplasma

o
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muestran un color mas rosado que el rojo intenso con que ==

aparecfan en la tincidn normal, sin incubacién alguna.

Esta desaparicidén de la HC es también demostrable
en las células gliales que muestran un micleo con escasos
grumos, tefiidos de color rojizo, frente a la riqueza en ma-=

sas verdosas que ofrecen en situacién normal.

La HCnu, tras la incubacién en formamida, no puede
ponerse de manifiesto con ninguna de las restantes técnicas
empleadas; la aplicacién del método de Feulgen se revela,
asi mismo, negativa, no consiguiendo demostrar la existencia
de las masas heterocromiticas tras la mencionada incubacidn.
La alteracidén moderada de las regiones ribonucleoproteicas
as también demostrable con las distintas técnicas capaces de
tefiir estas regiones, patentizindose en una disminucidén de la
intensidad de coloracién de estas zonas, en relacién a la que

adquieren en condiciones normales.

En los preparados qué, tras someterlos a la incuba-
cién en formamida, fueron incubados posteriormente en medio
salino, sin bloqueo previo con formol, para conseguir la rea-
sociacién nuevamente de las cadenas de DNA, las masas de HCnu
pudieron ser de nuevo, puestas de manifiesto tras la reasociga

Py
C1lOIle

Asi, tras la tincién con Verde metilo-Pironina, em-

pleada posteriormente a los procesos de disociacién y reaso-
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ciacién, las neuronas mostraban las tfpicas masas de HCnu,
con la configuracidn y aspectos capacterfsticos, tenidas
de verde. Cuando los tiempos de reasociacién en medio sali
no no eran suficientes, la HCnu aparecia tenuemente tenida
de verde, coloracién que iba aumentando a medida que el
tiempo de reasociacidn era mas prolongado, hasta alcanzar
pricticamente la misma intensidad que en situacidn normal,
sin tratamiento alguno. La imagen F de la 14mina 2 muestra
una neurona tefiida con Verde metilo~Pironina, tras someter

la a los procesos de disociacién seguida de reasociacidn.

En las células gliales volvian nuevamente a poner
se de manifiesto masas heterocromdticas en el interior de
sus nicleos, tras la reasociacién en solucién salina, que
aparecfan con la tipica coloracién verdosa al emplear la ——
técnica del Verde metilo~Pironina., No obstante, tras una hg
ra de reasociacién, tiempo suficiente para que aparezcan de
nuevo las masas de HCnu en las neuronas, la cantidad de crg
mocentros en las células gliales era algo menor que la que

suele existir en condiciones normales, sin tratamiento algu

no. Parece, por tanto, que este tiempo de incubacidén en me-
dio salino no permite la total reasociacién de las cadenas

del DNA constituyente de todos los cromocentros, quedando -
algunos de ellos cuyo DNA no ha terminado de reasociar y no

pueden ponerse aun de manifiesto.

La reasociacién del DNA que integra la HCnu, y por
tanto la posibilidad de volver a poner de manifiesto esta HC,

es también demostrable con las distintas técnicas usadas tras



este proceso. Con todas ellas, las masas de HCnu wvuelven a
mostrarse, presentando las caracteristicas morfoldgicas ¥y
de coloracién que presentaban, con cada una de las técnicas,
antes de ser sometidas al procesac de disociacidén seguido de
jncubacién en solucién salina para reasociar nuevamente las

cadenas de DNA,

La glteracién de las estructuras ribonucleaprotéi
cas, acaecida como resultado de 1la incubacidn en formamida,
continda, no obstante, mostrandose después de la reasocia—
cidn en medio salino, ya que Su presencia en citoplasma ¥ -
nucléolo continda apareciendo, tras 1a reasociacién, con una
intensidad de coloracidén mds tenue que la que presenta en -
condiciones normales. Parece, por tanto, que la incubacidn
en medio salino no restaura las alteraciocnes sufridas por -
las ribonucleoproteinas celulares tras el tratamiento con -
formamida, o gue incluso pudiera anadir un nuevo efecto de-—
bilitante en estas estructuras, pues la intensidad de colo-
racién de ellas es, en algunos casos, aun menor, tras la di
sociacidén y reasociacién, que la que presentan tras sufrir

solamente el proceso disociativo.

Las preparaciones tratadas con DNasa ¥y tefiidas con
Verde metilo~Pironina, mostraban unas neuronas que aparecian
solamente tefiidas de color rojo, habiendo perdido toda afini
dad por el Verde metilo de la mezcla colorante. Sin embargo,
el nucléolo continuaba mostrando unas pequeiias masas adosadas

a su superficie, solo que s€ diferenciaban de las que aparecen
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aparecen tefiidas de coelor rejo. Pl sspecteo de una Dewi-ona ,

tenida con esta ras el tretamiento con BiNasa, 2

ce en la fisura F de la ldmiaa 1; el citoplasma y el mucli&o-
lo muestran su tipica coloracidn roja de gran intensidad, ¥

adosadas a la superficie nucleolar aparecen unas masas, algo

mis pequenas gue las ex

tentes en condiciomnes mormales, que

i
}

se tifien también de coleor rojo y com la miswma intensidad que
nucléolo v citoplasma.

Esta presencia de masas adosadas a la superficie
nucleolar, con caracteristicas tintoriales semejantes a las
que ofrecen las regiones ribonucleoprotéicas, tras el trata-
miento con DNasa, es también comprobable con las restantes

técnicas aplicadase.

La tincidn con Azur-B revela unos resultados seme-
jantes a los conseguidos con la técnica del Verde metilo-Pire
nina, apareciendo el citoplasma, nucléolo ¥y las pequenas ma-—
sas adosadas a éste, en color rojizo, desapareciendo toda cg

loracién verdosa en las células.

La tincién con técnicas monocromfticas revela, del
mismo modo, la persistencia, tras la hidrélisis con DNasa, de
pequeinias masas adosadas a la superficie nucleolar que muestian
unas caractéristicas de afinidad tintorial semejantes a las de

citoplasma y nucléolo. La figura A de la 1dmina 2 muestra una

neurona tefiida con el método de Nissl, tras el tratamiente con
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DNasa, donde aparecen dos peguefas masas adosadas a la su-—
perficie nucleolar tefidas de color violeta, con la misma
intensidad gue el citoplasma y el nucléolo. La tincidn con
el colorante de Giemsa también nos muestra la existencia
de masas asociadas al nucléeclo tenidas de coler azul, comn
la misma intensidad que la que presenta el citoplasma celu

lar y el propio nucléolo.

En estas preparaciones tratadas con DNasa, la apli
cacién de la reaccidn de Feulgen se mostrd totalmente megami

va, revelande la inexistencia de estructuras celulares de -

Gy

caracter desoxirribonucleoproteico tras la hidrélisis enzim

tica del DNA,

Por otra parte, la tincidén celular usando Verde me
tilo solo, tras la hidrélisis con DNasa, mostraba que las ma
sas adosadas al nucléclo que persisten tras esta hidrdélisis,
se tifien muy tenuemente de color verde, de la misma manera
que lo hace el citoplasma ¥ el nucléolo. Sin embargeo la tin-
c¢ién solo con Pironina de estas preparaciones, mostraba como
estas masas se tefifian de rojo intenso, de la misma forma que

aparecian el nucléclo y el citoplasma celular,

iz aplicacidén de la hidrdlisis enzimdtica del DNA
con DNasa, y la subsiguiente tincién con las diferentes tec-
nicas, revelan, en definitiva, que esta hidrélisis no hace
desaparecer totalmente las masas de HCnu, sino que queda un

resto de ellas, resistente a la hidrélisis con DNasa, que se
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comporta tintorial e histoquimicamente de manera semejante a
como lo hacen los componentes celulares ribonucleoproteicos,
no afectados por el tratamiento con la enzima hidrolitica del

DNA.

La hidrélisis enzimética con RNasa, por el contra-
rio, hace desaparecer de las neuronas todos los componentes
de caracter ribonucleoproteico, apareciendo, con la subsi —-—

suiente tincidén, solo las estructuras heterocromiticas.

Asf tras la tincidén con Verde metilo-Pironina, des
pués de someter a la preparacién a la accién de la RNasa, --
las neuronas muestran el aspecto de la imagen B en la l&mina
2; el citoplasma ¥y el nucléolo aparecen sin tenir, destacan-
do solo las masas heterocromiticas, teflidas de verde, en el
interior del nidcleo neuronal. La tincién con Azur-B ofrece
imigenes semejantes a las obtenidas con Verde metilo~?ironina,

apareciendo solo las masas heterocromdticas en color verdoso.

La figura C de la lémina 2 muestra el aspecto de
una neurona, tras la hidrdlisis con RNasa, tefiida con el co-
lorante de Giemsa. E1 citoplasma ¥ el nucléolo han perdido -
su afinidad tintorial, apareciendo solo en las neuronas las
estructuras heterocrométicas nucleares tefiidas de azul oscu-
ro. El mismo aspecto es mostrado por las neuronas tras la co
loracién por el método de Nissl, apareciendo solo como estrug
turas coloreadas en el interior de las células las masas de

HC nucleares, que lo hacen en un color violeta oscuro.
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la aplicacién ded método de Feulgen, tras esta =
hidrélisis con RNasa, no mucstra imagenes ditferentes a las
que aparecen en situaciones normales, sin hidrélisis alguna,
apareciendo solo las estructuras heterocromdticas neurona-
les en un color 10jo parpura. La Figura D de la lémina 11 ~
presenta un cjemplo de la aplicacidén de este método tras la

hidrélisis cnzimatica del RNA,

Mediante la tincién con Verde metilo solo, O Con
Pironina solamente, las neurohas tratadas con RNasa poncn de
manificsto unicamente sus masas de HC nuclear, apareciendo,
estas tenidas de verde con ¢l primer colorante ) enl rosa te=

nue con ¢l segundo.

De esta mancra, tras la hidrélisis enzimdtica del
RNa mcediante la RNasa, desaparccen de las neuronas las estrug
turas de caracter ribonucleoproteico, ponicndose de manitics—
to solo las estructuras Leterocromaticas nucleares, o las
diferentes técnicas; estructuras heterocromdticas que siguen
manteniendo las afinidades tintoriales, frente a los distin-
tos colorantes, y las caracteristicas mofoldgicas que prescely
taban en situacién normal, sin tratamiento alguno. lLa hidrd-
1isis con RNasa hace que s€ destaquen de manera miy clara las
masas de HCnu, al ser esta, el componente heterocromidtico més

1lamativo de los ndcleos neuronaless

£1 cuadro adjunto muestra una sintesis de los dife-

rentes resultados que ofrecen cada una oc las técnicas emplea



das, tanto en situacidn normal como tras los distintos tra-—
tamientos realizados, sobre cada uno de los componentes nu—
cleares —-nucléolo y HC- analizados. E1 citoplasma neuronal

se comporta siempre de manera paralela al nucléolo frente a

las distintas técnicas.



Cuadro I1

Resultados de las diferentes técnicas de tincidn,
con y sin tratamiento previo, sobre los componentes neunrona-—

les ribonucleoproteicos vy heterocromaticos,

La entrada superior del cuadro represcenta las dife
rentes téenicas de tincidn; la entrada lateral, Jos distin-
tos tratamientos —o la auscucia de ellos—, asi como lous com-

poncntes celulares estudiados,

Nu representa el Nucléolo, que sirve de patrén para
las c¢structuras ribonucleoproteicas. HC representa la hoetera-

cromatina asociada al nucléolo.

En cada cuadro se ha representado la coloracidn ob-
tenida y la intensidad de ella mediante signos +. Una raya ho
rizontal significa ausencia de coloracidn sobre esa estructu-

rra concreta.

Las abreviaturas de las técnicas v tratamicntos son

las mismas gue en el cuadro I,
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OBSERVACIONES SOBRE 1A MORFOLOGIA

DE 1A HETEROCROMATINA NEURONAL ASO-

CIADA AL NUCLEOLO
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La HC neuronal asociada al nucleolo, estructura -
objeto de nuestro estudio, aparece, con cualquicra de las -
tecnicas antes expuestas, en las neuronas cerebrales del ra
tén, bajo la forma de masas mids o menos voluminosas y bas -
tantc patentes adosadas a la superficie de la estructura nu

cleolar.

Las observaciones efectuadas, con estas mismas -
técnicas, en otros tipos celulares de este animal, tambidn
permite observar la existencia de estructuras hcterocromédti
cas adosadas a la superficie del nucleolo, aunque de manera
menos c¢lara. Esto se debe, en parte, a la mayor abundancia
de componentes heterocromdticos en forma de cromocentros en
otros lipos celulares del ratén en comparacién con las cé&lu
las ncuronales, y en parte, también, a que estas masas dc¢
HC asociada al nucleolo son mayores en las ncuronias guc on

otras celulas del raton.

Por tanto, la existencia de HC asociada al nucleg
lo parecc ser frecuente en muchos de los tipos celulares del
ratén albino, aunque destaca en el caso de las neuronas por

su claridad y tamano.

Las preparaciones cfectuadas con estas técenicas ~
sobre material procedente de cerebros de gato y rana ha per
mitido constatar la escasez o ausencia de HC asociada al nu
cleolo en neuronas de estas otras especies. Efectivamente,

las celulas neuronales del gato o de la rana no presentan -
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estructuras heterocromiticas adosadas a su nucleoclo, o bién
estas aparecen como pequefios grumitos, en ndmerc escaso, -
que hacen protusién sobre la superficie de este componente
nuclear; en cualquier caso, estas pequefias estructuras hete
rocromidticas asociadas al nucléolo, en neuronas de estas -
procedencias, nunca muestran la amplitud, generalidad, ni

tamaiio de las que aparecen en las neuronas de ratdén,

Las neuronas del ratén albino se ofrecen, de esta
manera, como un material bastante idoneo para el estudio de
la HC neuronal asociada al nucleolo por la generalidad ¥ -
abundancia de esta estructura en sus nicleos, hecho que, -
por otra parte, no es exclusivo ae las células neuronales
de este animal, v que ha sido descrito, por otros autores,

para células nerviosas de otros tipos de animales.

La Heterocromatina asociada al nucleolo (HCnu) en
las neuronas del ratén albino, aparece de manera mis frecuen
te en forma de una o dos masas situadas sobre la superficile
del nucleolo, En un mismo cerebro, e incluso en una determi
nada zona, hay neuronas gue presentan una sola masa de HCnu,
otras presentan dos, e incluso algunas neuronas poseeln, in-
dependientemente de esta —-o estas- masas, una serie de gru-—
mitos heterocromiticos muy pequernos, ¥ en nimero escaso, es
parcidos sobre la superficie del nucleolo. El hecho més fre
cuente es la existencia de dos masas de HCnu y, generalmente,
estas suelen disponerse de manera opuesta sobre la superfi-

cie nucleolar.
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La morfologia que muestran estas masas de HCnu es
algo variable de unas neuronas a otras. La superficie mos -
trada en los cortes por estas masas es, generalmente, regu-
lar y de manera mas frecuente se acerca a la de un circulo,
un trapecio o triangulo, y un rectangulo, segin se muestra
en el esquema adjunto., En ocasiones estas masas pueden pre-
sentar una configuracién mds irregular, apareciendo como €3
tructuras bifurcadas o como masas alargadas, en angulo. los
pequeiios grumitos que ocasionalmente pueden aparecer sobre
la superficie del nucleolo suelen hacerlo como puntos muy -

diminutos,

Cuando estas masas aparecen bajo una constitucidén
circular, la imagen gque muestra la superficie nucleolar y -
1a de esta HCnu es la de dos circulos secantes con una pe -
quefia zona comin. Las configuraciones en rectangulo o trapg
cio también muestran, en su base de unién al nucleolo, esta

pequefia zona com@n para ambas estructuras.

E1 tamafio medio para estas masas heterocromidticas

oscila altededor de O,S—%M,de longitud por O,Q/;de SrosSor.

La aparicién de uno u otro tipo de configuraciones
as{ como la existencia de una o dos masas, aparece de manera
independiente de que el cerebro analizado pertenezca a un in
dividuo macho o hembra. Por otra parte, en un mismo cerebro,
e incluso en una determinada zona, cohexisten los distintos

tipos morfolégicos antes descritos, con tamafios también varia



’

Patrones morfolégicos mis frecuentes de aparicién de la
HC asociada al nucléolo. Las masas de HCnu vienen representa

das por las zonas ralladas; el nucléolo, por circulo blanco.

En este esquema se han representado unicamente una de -
las masas asociadas, pudiendo darse el caso de que ambas ma-
sas de HCnu, para una misma célula, adopten la misma configu

racién o aparezcan con formas diferentes.
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bles.

La existencia de estas masas de HCnu suele ocurrir
en casi todas las neuronas y el tamafio varia entre dimensio-
nes relativamente pequefias y otras muy voluminosas. Existen
no obstante, neuronas, generalmente aquellas cuyo tamaiio es
muy grande, que no presentan masas compactas de HCnuj; en --
estos casos solo existe un pequefio numero de diminutas gra-
nulaciones heterocromiticas, esparcidos como antes dijimos
sobre la superficie del nucléolo, y en ocasiones ni siquie-
ra eso. Esta ausencia de masas de HCnu en algunas neuronas
grandes continda existiendo aidn en aquellos casos en que el
nucléolo permanece integramente comprendido en el grosor del
corte (hecho comprobado en cortes de 39msobre nucléolos si-
tuados cerca del centro del grosor del corte), lo que elimi
na la posibilidad de que la ausencia de HCnu se deba a una
seccién del nucléolo que haya dejado fuera del corte la par

te correspondiente donde iba adosada esta HCnu.

La configuracién de estas masas heterocromdticas
suele ser semejante cualquiera que sea la técnica empleada.
Con cualquiera de los métodos de tincidén utilizados, la HCnu
muestra la morfologia y disposicién a que antes hemos aludi-
do, diferenciéindose, como es légico, tan solo en la colora -

cidén con que aparece.



VALORES DE LOS PARAMETROS ANALTZADOS
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El estudio cuantitativo sobre la Heterocromatina
neuronal asociada al nucléolo se ha realizado atendiendo a
dos conceptos: estudio de los tamafios de esta HCnu en pobla
ciones neuronales diferentes, y relacidén de este tamaiio con

otros pardmetros celulares,

A tal efecto, siguiendo el procedimiento expuesto
en el apartado de Métodos, se han realizado medidas en un -
total de 277 células, divididas en dos poblaciones diferen-
tes en cuanto a tamaiio celular —-nicleos del nervio Hipoglo-

so y dorsal del nervio Vago-

Para cada neurona, se han medido las superficies
celular (SC), nuclear (SN), nucleolar (SNu) y la de la HC
asociada al nucléolo (SHCnu), As{ mismo, se han establecido
dos parédmetros para cada célula: el que hemos denominado co
mo Indice de Constitucién (IC) y la llamada Constante de
Organizacién Nucleolar (CON). E1 IC de cada célula se ob-—
tiene dividiendo la superficie de HCnu entre la superficie del
respectivo nucléolo. La CON la hemos obtenido dividiendo la
suma de las superficies nucleolar y de HCnu entre la super-
ficie celular, y multiplicando por 100 el resultado. Estos
dos valores, presentan un nuevo tipo‘de relacién y de medi-
'das que no habian sido establecidas hasta ahora por otros

autores,

Los valores de los distintos parémetros celulares,

en ambos nicleos, se ofrecen en las tablas siguientes. En -



100

ellas, los valores que se refieren a las distintas supertfi-
cies vienen expresados en micras cuadradas; el 1IC y la CON

no se expresan, como es ldégico, en ningin tipo de unidades.
Las distintas medidas celulares se han ordenado, en cada ni

cleo nervioso, segin valores decrecientes de la SC.

Las férmulas que representan los dos nuevos pard-

metros establecidos vienen expresadas por:

SHCnu CON = SHCnu+SNux100

SNu SC

IC=




Figura 2

Se indica la posicién de los niicleos estudiados

en dos cortes de bulbo dados a diferentes niveles.

E1l corte superior, dado a nivel del cuarto ven-—
triculo, muestra la disposicidén de ambos niiclecs -niicleo
del Hipogloso (nH) y nidcleo dorsal del nervic Vago {(ndV)«
en el suelo del Ventriculo IV, con el niicleo dorsal del Va

go localizado mas externamente que el del Hipogloso.

E1l corte inferior representa un nivel del bulbo
mis cercano a la regidén medular, donde el canal central -
aun no se ha abierto para Tormar el Ventriculo IV. Ambos
niicleos se localizan en las cercanias del canal ependimzal,
situandose el nucleo dorsal del Vago por encima de la zona

qgque ocupa el nuclec del nervio Hipogloso.

Estos dos niicleos presentan una longitud parecida
—algo mayor la del nucleo dorsal del Vago- ¥ discurren para
lelos por las cercanias del canal ependimal, hasta que, al
abrirse este para formar el cuarto ventriculo, el niicleo dor
sal del Vago se desvia para situarse mas lateralmente, en el
suelo de este ventriculo, casi al mismo nivel que el niicleo

del Hipogloso.






Lamina 3

Las figuras A y B muestran el aspecto general de
las células del nucleo del nervio Hipogloso (A) y dorsal -
del nervio Vago (B). Tincién con Verde metilo~Pironina. Ob-
servese la diferencia de tamafios entre las células de ambas
poblaciones, Las dos imdgenes se han realizado a los mismos

aumentos: 1,000 x,

C: Aspecto de una neurona del nicleo del Hipogloso mostran-
do un gran nucleolo y pequeiia cantidad de HC asociada. -
Tincién con Verde metilo-Pironina; 3.000 x.

D: Aspecto de una neurona del nticleo dorsal del Vago con nu-
cleolo mas pequefio y grandes masas de HCnu. Tincidén con

Verde metilo-Pironinaj; 4.500 x.
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MEDIDAS REALIZADAS EN EL NUCLEO DEL NERVIO HIPOGLOSO
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MEDIDAS REALIZADAS EN EL

NUCLEO DORSAL
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DEL NERVIO VAGO
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1.81487
2422558
2.46653
1.51284
1.59845
1.71222
1.63445
2.,03028
1.20729
1.51202
1.63511
1.67960
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121.31314
120.95122
120.41671
120,038138
119.66954
119.22152
119.12178
118442459
118.27524
116.79118
116.35531
116.08413
115.69577
115.53630
114.29125
114.02833

113.54418

113.54418
113.54418
113.06622
111.55218
111, 50732
111.50713
110.80514
109.71975
109.22831
108. 34527
106,42641

65.33771
46.81358

| 58.66448

54.,18245
54.97926
58.26616
59.01307
56.47334
51.47345
55.50197
82.90321
55.27805
50.19853
46.,04511
49.40166
69.17326
75.29768
68452499
63.74413
64.60065
64.54100
70468600
49.54803
48.78412
53.10686
70.68600
52,98736
65.11048

0.48805
1.,39628
1.20518
1.43423
1.20518
0.80676
0.63746
1.20518
0.68324
1.43423
0.78540
0.99601
0.80676
0.80676
1.95216
0.47514
0.63746
0,63746
0.63746
0.80676
0.80676
1.63866
0.78540
0.80676
1.68324
2.,18165
1.43423
0.62056

- 2.72924
1 0.33951

0.52174
0.38224
0.99601
1.25547
1.95634
0.,63746
1.68324
0.47092
0.39500
1.24964
1.44422
1.59357
0.45653
0.65432
1.66762
1.36960
0.69748
0.78171
1.77879
0.61111
0.86420
1.20518
0.80676
0.34906
0.25363

0.66667 |

5459213
0.24315
0.43291
0.26651
0.82644
1.55618
3.06896
0.52893
2,64054
0.32834
0.50300
1.25464
1.79014
1.97527
0.23385
1.37710
2.61616
2.14852
1.09415
0.96894
2.20485
0.37293
1.10033
1.49385
0.47928
0.15999
0.17684
1.07430

2.65205
1.43511
1.43411
1.51324
1.83939
1.72974
2.17743
1.55596
1.96211
1.62781
1.01453
1.93434
1.94560
2.07755
2,10750
0.99050
2.03011
1.76764
1.17570
1.40490
2431779
2.01759
1.48833
1.81574
2.26941
2,31689
1.55785
1,20950




106.07421
105.35723
105.35723
103.98269
102.60817
102.18974
102.34986
101.23363
100.29746
100.02858
99.50066
98.37512
98.18600
96.57250
95.93498
95.01867
94.94597
93.96284
90.48672
89.24177
89.24177
88.74373
87.96684
86.39384
86.39384
85.90510
84.21191
84.16218

| 49.40166
56457296
58.26612
50.89574
66.93129
59401307
52.18974
45.25833
58.16654
55.07888
43.02726
55.07888
50.01924
46.,01536
50.16859
54.97926
56.73219
42.52935
47.80811
6344537
49.95958
46.61286
46431413
57.45034
52.93174
38.34609
39.95958

48.18649

1.20518
0.63746
0.48805
0,63746
0.35858
0.63746
0.48805
0.48805
0,63746
0.63746
0.63746
0.63746
0.48805
0.48805
0.63746
0.80676
0.62056
0.48805
0.48805
0.80676
0.63746
0.35858
0.63746
0.34900
0.47514
0.48805
0.48805
1.20518

1.25547
0.88770
1.51259
1.52178
1.48227
1.45418
1.84264
1.20518
1.20518
1.14133
0.77992
1.29350
1.23645
1.14133
1.42033
0.80676
0.25926
1.98374
1.4260606
0.80676
0.99601
0.81162
0.63746
0.88976
0.98765
1.11045
1.95295
0.44385

1,04172 |

1.39255
3.009025
2.38725
4.13372
2.28120
377551
2.,46937
1.89061
1.79043
1.22348
2.02914
2.53344
2.33855
2.22810
1.00000
0.41778
4.06462
2.92318
1.00000
1.56246
2,30823
1.00000
2.54901
2.07865
2.27527
4.00153
0.36828

1

2.31974
1.352609
1.89891;

4

2,07653 |
i

. 1.79405 |

2.04681 |
2.27717
1.67259
1.83717
1.77828
1.42449
1.96285
1,75636
1.58365
2.14498
1.69810
0.92605
2.63060
2.11601
1.80803
1.83038
1.31862
1.45045
1.43392
1.69316
1.86077

2.89745
| 1-95934
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83.38532
82.90321
80.85536
80.31761
79.71995
78.33561
76.79446
74.46745
73442532
71.95119
63.,60757

60. 55698
50.95548
37.64890
43.62492
39.52130
40.,11902
57.33414
62463801
49.00327
45.31808
50.90548

0.48805
0.78540
0.48805
0.35858
0.63746
0.48805
0,78540
1.17326
0.35858
0.80676
0.78540

1.57251 |

0.85186
0.84965
1.08428
1.21145
1,52178
0.93355
0.30865
1.46368
0.81878
0.94444

3.22202
1.08461
1.74090
3.02381
1.90043
3.11808
1.18862
0.26307
4.,08187
1.01489
1.20244

2.47113
1.97490
1.65443
1.79644
2.31925
2.56566
2423837
1.99001
2.48178
2.25922
2.71955




RESULTADOS CUANTITATIVOS ENCONTRADOS

EN CADA POBLACION CELULAR ANALIZADA
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La observacidén de los valores de la superficie de
HCnu nos indica que el tamafio de esta HC asociada al nucléo
lo no es constante para todas las células analizadas; ni si
quiera es semejante para todas las células de un mismo nu-
cleo, sino que cada neurona presenta una cantidad de HCnu -
especifica, diferente de las de cdlulas vecinas. Por tanto,
el tamaiio de la HCnu, en lugar de ser homogéneo de unas neu
tonas a otras, aparece como un pardmetro celular variable,
del mismo modo que pueda serlo el tamafio de su nucléolo, nt-

cleo, o el propio tamafio celular,

A partir de los datos obtenidos hemos hallado la
correlacién existente entre los valores de la SHCnu y los co
rrespondientes de SC, SN y SNu, en cada una de las poblacio-
nes celulares, con objeto de comprobar si existe alguna rela
cién entre el tamafio de la HCnu y los restantes parametros

celulares indicados.

El calculo de estos coeficientes de correlacién lo
hemos realizado de manera independiente en cada uno de los
nicleos, para comprobar si las relaciones existentes entre la
SHCnu y los restantes pardmetros, en un nicleo, eran también
cumplidas en la poblacidén representante del otro niicleo. Para
el tamafio de las poblaciones elegidas y segin las tablas, un
coeficiente de correlacién superior a 0,21 se considera reprg
sentativo con una probabilidad del 99%, pudiendo entonces es—
tablecerse que existe una relacién entre ambas series de valo

rese.
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Por otra parte, hemos calculado los valores medios
de cada uno de los pardmetros medidos, para realizar las com

paraciones pertinentes entre ambas poblaciones celulares.

Pasamos, en primer lugar, a estudiar los valores de
los distintos coeficientes de correlacién, entre la SHCnu ¥
los restantes pardmetros superficiales de las neuronas, en =

ambos nitcleos.
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Cilculo del coeficiente de correlacidén

La férmula que expresa el coeficiente de correla-
cidn entre una serie de parejas de valores viene dado por -

la expresidn

siendo

I = coeficiente de correlacidn

p = covarianza

<X= desviacién tipica de uno de los valores de las

parejas

<y= desviacién tipica del otro valor de las parejas.
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Cada uno de estos paradmetros viene expresado por

las férmulas

_1 -
P EXiYi- XY

donde
N = nimero de parejas de la serie

éxi yj = suma total de los resultados del producto de los

valores de cada pareja

I
I

valor medio de uno de los componentes de las pa-

rejas.
y = valor medio del otro componente de ellas

éxi2= suma total de los distintos cuadrados de uno de

los valores de las parejas

éyizs suma total de los diferentes cuadrados del otro

de los valores de ellas,.
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El coeficiente de correlacién permite el célculo

de la recta de regresidén, que serfia la recta bisectriz de

las dos rectas expresadas por las férmulas

X-%ZbXy (Y-¥)

Y—V:b%( (X"—()

siendo

o
>
it
=
I
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Superficie nuclear.- Superficie heterocromatina asociada al

nucléolo (SN/SHCnu)

para el cdlculo del coeficiente de correlacién en

tre estos dos pardmetros haremos x = SN e y
= SHCnu
:E(SN)2 = 1229848.53190/yﬁ
< (sHCnu)? = 20.92250;ﬁﬁ
< (SHCnu) , (SN) = 3566.6945§/M4
(5N) = 102.69438 Ad°
(SHCnu) = 0.33,780/Aa
n = 106

de donde podemos calcular la covarianza y las des-

viaciones tipicas de los dos pardmetros

L = ~1.04198/u"
¢ (sv)

i

32.49936/«4*"
§ (sicnu) = o.zsssé/u‘

y por tanto el coeficiente de correlacién valdré

r = -0,11110
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Superficie nucleolar.- Superficie heterocromatina asociada

al nucléolo (SNu/SHCnu)

para el célculo del coeficiente de correlacién

entre estos parametros haremos x = SNu e y =
SHCnu
:E(SNu)2 = 2165.52374/M“
:E(SHCn.u.)2 = 20.92250/M“
< (SNu).(SHCnu) = 129.3833§/u°
(SNu) = 4233461 u*
(SHCnu) = 0.33789/M‘
n = 106

la covarianza y las desviaciones tipicas tendréin

entonces los valores siguientes

Yo
4 (svuw) = 1.28086 u*

Il

_0.24364/u“

4 (sHCnu) = 0.28856/4‘
y el coeficiente de correlacidén valdré

r = ~0,65919
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Coeficientes de correlacidén en el nucleo dorsal del nervio

Vago

Superficie celular.- Superficie heterocromatina asociada al

nucléolo (SC/SHCnu)

para realizar el cdlculo de este coeficiente harg

mos x = SC e y = SHCnu
E(SC)2 = 3846398.15873/«"
E(SHCnu)2 = 184.28663//'
S(s0).(sHenu) = 18782.57501 u°
(5C) = 141.58505
(SHCnu) = 0.87713/mé

n = 171

los valores de la covarianza y las desviaciones -—

tipicas de estos pardmetros serin

P = ~14.34888 p”
4 (sc) = 49.46948/,:,1“"
4 (siCnu) = 0.55527 p*

y el coeficiente de correlacién tendrd un valor

de

r = ~-0,52236
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Superficie nuclear.- Superficie heterocromatina asociada al

nucléolo (SN/SHCnu)

el cilculo de este coeficiente se ha realizado ha

ciendo x = SN e y = SHCnu
2 5
< (SN) = 773606.,68802
e
2
< (SHCnu) = 184.28663/«»"
< (SN). (SHCnu) = 8068,22720 u1”
/s
(5N) = 64.95813 u®
/
(SHCnu) = 0.87713/\‘
n = 171

1a covarianza y las desviaciones tipicas presentan

unos valores de
P = ~4.53095 p”
G (sN) 17.44869 m*
¢ (sicmu) = 0.55527/n‘

I

y el coeficiente de correlacién presentard el valor
siguiente

r = —0146765
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Superficie nucleolar.- Superficie heterocromatina asociada

al nucleolo (SNu/SHCnu)

para calcular el coeficiente de correlacidén de -

estos dos pardmetros haremos x = SNu e y =
SHCnu
< (svu) = 426.51785/M°
:E(SHCnu)2 = 184.28663/M*
< (SNu).(SHCnu) = 139.87103/M‘
(SNu) = 1.32152/u2
(SHCnu) = 0.87713/ML
n = 171

v los valores de la covarianza y las distribucio-

nes tipicas seréan

P S -0.34119/M*

N = 0.86 N
4 (swu) 477 pa
6 (SHCnu) = 0.55527/Ma

el valor del coeficiente de correlacién es

r = -0,71054



Valor de

Hipogloso

Vago

Se hen

Jo<

senalado cor -+

Coclicic:.

[IGHS

‘e corvelocidn
SC/SHCnu SN/SHCnu SNu/SHCnu
-0,30585 -0,11110 -0,65919 +
+ + +

una probabilidad de 0'99

Volores mecios

Hipogloso

Vago

L4 4y

Ae oo Aiotar

los valores que son significativos con

tne nardmetros celulares

SC SN SNu SHCnu
353.44814/% 102.69438/,5 1.33461 /f 0.33780 N
41.58505/ 64.95813/} 1.32152\/,,d 0.87713/&‘




E1l andlisis de los cocficientes de correlacidén en-
tre la SHCnu y la SNu indica la existencia de una alta corrg
lacién cntre ambos parémetros celulares; correlacién que ~—-—
serfa de tipo inverso debido al signo negativo de este cocfi
ciente. Lfectivamente, los valores del coeficiente de corre-
lacién SHCnu/SNu son los mids altos encontrados, tanto en ¢l
nicleo del hipogloso, como en el ndcleo dorsal del Vago, lo
que indica una relacién inversa bastante estrecha entre los

tamanos de estas dos estructurase.

Fsto es tanto como decir que, noO solo el tamaiio de
la HCnu no es el mismo en todas las neuronas de un determina
do nidclco, sino que ademds el tamaiio de esta HCnu estd en re
lacién inversa con el del respectivo nucléolo, de modo que
cuanto mayor e€s el nucléolo de una neurona, menor cantidad
de HCnu presenta esta célula. Esta relacién se cumple en las

dos poblaciones celulares analizadas,

En la grafica 1 se ha representado la recta de re-
gresidén que relaciona los valores de la SHCnu y los de la =
SNu respectiva, para el caso de las células estudiadas del
nticleo del nervio Hipogloso. Se observa como esta recta re-
presenta una correlacién inversa donde a medida que descien-—
den los valores del tamario de la HCnu, aumentan los valores
del tamafio respectivo del nucléolo asociado. En punteado se
han representado las rectas de regresidén de Ysobre X y de X
sobre Y —cuya bisectriz constituye la recta de regresién con-

junta- respectivamente, observindose, por el pequeiio angulo
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existente cntre ambas, que la relacién gue une SHCnu y SNu
es bastante estrecha, como corresponde también a un valor
absoluto tan alto del coeficiente de correlacién entre es-—
tos dos parametros.

La grafica 3 representa la recta de regresidén en-—
tre la SlCnu y la SNu correspondiente, pero en estc caso -
para las células deld adceleo dorsal del nervio Vago. Se ob-=
serva también la alta correlacidén inversa entre ambos parg
metros, indicada por ¢l pequenio angulo de las dos rectas
de puntos, asf como por ¢l alto valor absoluto del coel'li -

ciente de corrvelacion correspondicente,

£l cocficiente de correlacién entre SHCnu y =N
=610 aparcce representativo para el caso de las células =
pertenccientes a1l nicleo dovsal del nervio Vagos; en ¢l ca-=
<o ded ndcleo del nervio Hipogloso ¢l valowr de esta cocti-
ciente se cncuentra por debajo del minimo significativo.
Por otra parte, cl valor de este coeficicente de correlacidn
SHCnu/SN es de los tres hallados, el mis pequernio dentro de
cada niicleo, Ello nos indica que la posible relacién exis—
tente entre el tamaiio nuclear de una neurond y la cantidad
de HC asociada a su nucléolo es una relacibén muy poco estre
cha, que se encuentra en los limites de lo significativo ¥y
1o aleatorio, pudiendo cumplirse algo mis estrechamente en
unos conjuntos neuronales que en otros -y de ahi oscilar en
tre valores significativos o no= dependiendo de las propias

caracteristicas celulares de esa poblacién, Esta correlaciébn,



127

cuando existe, €3 también inversa, como indica el signo ne-

gativo del respectivo coeficiente.

Por tanto, lo expuesto anteriormente para el nu --—
cléolo y su HC asociada de que a mayor nucléolo menor canti-—
dad de HCnu, y viceversa, no se puede afirmar de una manera
precisa para el caso del nucleo. Esta correlacidén inversa eIl
tre ntcleo y HC es un hecho que puede cumplirse en unas pobla
ciones celulares y no en otras, y por €so, el tamafio del nui-
cleo neuronal no siempre serd un patrén indicativo del contg

nido en HCnu de esa ncuronae.

La gréafica 4 muestra la recta de regresién calculg
da, para el caso de la poblacién celular del nicleo dorsal -
del nervio Vago, entre los tamafios de la HCnu y del nidcleo =
celular. Se aprecia el carééter inverso de la correlacibn y
la amplitud del 4gnulo de las dos rectas de X sobre Y e Y s0O
bre X, lo que nos revela que se trata de una correlacién muy
poco estrecha, hecho indicado también por el escaso valor ab
soluto del coeficiente de correlacién respectivo. Se ha omi-—
tido la representacién de la recta de regresién entre SHCnu
y SN para el caso de la poblacién neuronal del nidcleo del =
nervio Hipogloso, al no resultar significativo el valor del

coeficiente de correlacién en este conjunto celular,

E1l coeficiente de correlacién entre los tamafios de
I3
1a HCnu y la SC es significativo , sin embargo, en ambos ni-

cleos estudiados. En ambos casos existe una correlacién inversa
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cuando existe, es también inversa, como indica el signo nc-

gativo del respectivo coeficiente.

Por tanto, lo expuesto anteriormente para el nu --
cléolo y su HC asociada de que a mayor nucléolo menor canti-
dad de HCnu, y viceversa, no se puede afirmar de una manera
precisa para el caso del nicleo. Esta correlacién inversa en
tre ndcleo y HC es un hecho que puede cumplirse en unas pobla
ciones celulares y no en otras, y por eso, el tamafio del ni-
cleo neuronal no siempre serd un patrén indicativo del conte

nido en HCnu de esa neurona.

La grafica 4 muestra la recta de regresidén calcula
da, para el caso de la poblacién celular del nidcleo dorsal -
del nervio Vago, entre los tamarios de la HCnu y del nicleo =
celular. Se aprecia el cardcter inverso de la correlacidén y
la amplitud del 4gnulo de las dos rectas de X sobre Y e Y so
bre X, lo que nos revela que se trata de una correlacién muy
poco estrecha, hecho indicado también por el escaso valor ab
soluto del coeficiente de correlacién respectivo. Se ha omi-
tido la representacién de la recta de regresién entre SHCnu
y SN para el caso de la poblacién neuronal del ndcleo del ~
nervio Hipogloso, al no resultar significativo el valor del

coeficiente de correlacidén en este conjunto celular,

E1l coeficiente de correlacién entre los tamarios de
’
la HCnu y la SC es significativo , sin embargo, en ambos ni-

cleos estudiados. En ambos casos existe una correlacidén inversa



128

—el coeficiente de correlacién es también negativo- bastante
estrecha entre los valores de estos dos parédmetros; el valor
de este coeficiente de correlacidén, en ambos nidcleos, es in-
termedio entre los de los coeficientes que relacionan el ta-

mafio de la HCnu con la SN y SNu respectivamente.

Ello nos indica que también respecto al tamaio ce-
lular se cumple lo indicado anteriormente con relacién a la
superficie del nucléolo y, por tanto, a medida que una neurg
na prescnta un tamailo mids voluminoso, la cantidad de HCnu
en su ndcleo serd menor. Sin embargo esta correlacién ecs me-
nos estrecha que la que existfa entre los tamafios del nucléo
lo y de su HC asociada respectiva, y por lo tanto, el tamano
celular serd un fndice menos representativo que el tamano nu

cleolar, de la cantidad de HCnu que esa célula presente,

En la gréfica 2 se ha reprecsentado la recta de re-—
gresién entre SHCnu y SC para el caso de las células del ni-
cleo del nervio Hipogloso. Se observa una menor coincidencia
de las dos rectas de regresidén punteadas que para el caso de
la recta de regresién que relacionaba SHCnu con SNu, indica-
tiva de que la relacidén entre tamano celular y heterocromdti
co es menos estrechaj; asf mismo, el valor absoluto del coefi
ciente de correlacién aparece més pequeilo en este caso que
en el otro., La recta de regresidén representa una relacidén de
tipo inverso donde a valores crecientes de tamario neuronal se
corresponden tamafios méds pequenos de la HCnu existente en di-

cha célula.
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[sbN

La grafica 5 muestra la recta de regresién, para
el caso del niGcleo dorsal del nervio Vago, entre estos dos
mismos parametros celulares. Las caracteristicas de ella

son similares a las de la gréafica 2, aunque representa una
corrclacién més cstrecha en este caso, puesto que el coefi
ciente de correlacidén en este nicleo, para los parédmetros

mencionados, ticne un valor absoluto algo mayor que el co-

rrespondiente coeficiente en el nidcleo antes analizado.

En definitiva, los resultados de los distintos
coeficicentes de correlacidédn nos indican la existencia de -
una cstrecha relacidén inversa entre las variaciones de ta-
mano de la HCnu y las variaciones de tamafio del nucléolo
asociada, cn ambos nicleos. Ello quiere decir, que un aumen
to de tamano dec¢l nucléolo va en detrimento de la cantidad
de HC asociada a estc nucléolo, relacidn que se cumple de

oceneral en todas las neuronas analizadas.

D

mancira

AsIimismo, esta relacién inversa de tamafo, se cum
ple respecto a la superficie neuronal, aunque de manera me-
nos estrecha, también en ambos nilclcos analizados. Normal -
mente, células de gran tamafio van a presentar poca cantidad
de HCnu, y viceversa, pero esta relacién ya no se cumple de

manera tan estricta como en el caso anterior,



Grafica 1

REcta de regresién SHCnu/SNu encontrada para las
células del ntGcleo del Hipogloso. Las lineas punteadas re-
presentan las rectas de X sobre Y e Y sobre X, cuya bisec-

triz es la recta de regresién,

En ordenadas se representan valores de la super-—
Picic de Ta HC asociada al nucldolo; en abeisas, Tos valo-—

ey de superfaicie nucleolac, Ambos valores vienen expresa-

dos en miecras cuadradas.

Se indica. también., el valor dcl coeficiente de

correlacién encontrado entre ambos parametros.
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Gréfica 2

Recta de regresién encontrada entre SHCnu y SC,
para las células del niicleo del Hipogloso. Las lifneas pun-
teadas representan, igual que en la gréfica 1, las rectas

de regresidén de X sobre Y e Y sobre X,

En ordenadas, valores de la superficie de la ==
HCnu en micras cuadradas; en abcisas, valores de Superfi-

cie celular en las mismas unidades.

Se indica, as{ mismo, el valor del coeficiente

de correlacién SHCnu/SC para las células de esta poblacién,
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GrAfica 3

Se representa la recta de regresién entre los pa-
rAmetros SHCnu y SNu, en este caso para las células del nd-
cleo dorsal del Vago. Las lineas punteadas, igual que en

grificas antleriores.

Los valores, en ordenadas, corresponden a SHCnu
expresados en micras cuadradas; en abcisas, valores de su -

perficie nucleolar, tambien en micras cuadradas.

E1l valor del coeficiente de correlacién entre am-
bos parémetros, para las células de este nicleo, viene indi

cado en la gréafica.
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Grafica 4

Recta de regresién SHCnu/SN encontrada para las -
células del nucleo dorsal del nervio Vago. Lasyrectas de X =~

sobre Y e Y sobre X vienen representadas en punteado.

Los valores de la superficie de HCnu, expresados en
micras cuadradas, se representan en ordenadas; los de SN, en

las mismas unidades, en abcisase.

También se indica el valor del coeficiente de corre-

lacidén entre estos dos parémetros.
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Grafica 5

Representa la recta de regresién, para las é&lu-
las del nidcleo dorsal del Vago, entre la superficie de 1la
HC asociada al nucléolo y la superficie celular. Las lfneas

punteadas, igual que en grificas anteriores,

Los valores de estos dos pardmetros se expresan
en micras cuadradas, en ordenadas los de SHCnu y en abci-

sas los de SC,

También viene indicado el valor del coeficiente

de correlacién SHCnu/SC para las células de esta poblacidn,



X
v
0
100
200
300



130

Indice de constitucién y constante de organizacién nucleo-—

lar en el nicleo del nervio Hipogloso

En esta poblacién celular, el IC presenta un valor me-

dio y una desviacién tipica de

(IC) =  0.09609
4 (10)

Il

0.09165

la CON muestra, aquf, las siguientes valores de la me-

dia y la desviacidén tipica

(CON) = 1.37993
d(coN) = 0.31305

Los valores del IC oscilan, en este nucleo, entre O y

0.36659; los de la CON lo hacen entre 0,76721 y 2.57655

Indice de constitucién v Constante de organizacidédn nucleolar

en el nucleo dorsal del nervio Vago

En la poblacién celular de este nucleo el IC presenta

un valor medio y una desviacidn tipica siguientes

(IC) = 1.21005

G (xc)

I

1.18411

El valor de 1la media y de la desviacidén tipica para el

caso de la CON es

(CON) =  1.62775
G(CON) = 0.,42002

los valores del IC oscilan, en esta poblacién, entre
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0.00705 y 5.82589; los de la CON varfian entre 0.84015 Y -

2.80745

Valorecs medios ¢ intervalos de variacidn de los difercntes

indices celulares

Hipogloso

Vago

intervalo intervalo
IC de variacidn CON de variacidn
a
0.36059 2.57655
0.00705 0.84015
1.21005 a 1.62775 a
5.82589 2.89745
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Respecto a los dos nuevos pardmetros introducidos,
el IC y la CON, las neuronas se comportan, en ambos nicleos,
de manera diferente respecto a uno y otro en cuanto a su dis

tribucidn.

Asf, con respecto al IC, en el histograma de fre -
cuencias de la gréfica 6, se observa como existe un interva-
lo inicial que es el que presenta mayor nimero de células,
disminuyendo paulatinamente este nidmero en los intervalos -
crecientes sucesivos. Sin embargo, el histograma de frecuen-
cias para la CON en esa misma grifica, adopta una distribu-
cién de tipo normal, situandose mayor nimero de células en

los intervalos centrales.

Esta gré4fica representa los histogramas de frecuen-
cias para ambos parlmetros en el caso de las células del ni-
cleo del nervio Hipogloso. Se han representado también los
valorcs mncdios de cada uno de ellos mediante las flechas co-
rrespondientes en cada uno de los histogramas., Se aprecia la
distribucidén del IC siguiendo una curva exponencial decre-
ciente, mientras la distribucién de la CON se acerca a una -

curva normal,

La disposicidén de los histogramas de frecuencias de
ambos pardmetros para el caso de las neuronas pertenecientes
al nicleo dorsal del nervio Vago, representados en la gréfica
7, también adoptan una forma semejante. Se aprecia como en el

caso del IC existe, también, un intervalo inicial donde se -~-—



133

agrupa el mayor numero de células, niémero gue va decreciendo
en intervalos entre valores superiores. Se trata, por tanto,
de una distribucidén exponencial, bastante parecida a la que
adoptaba el IC en el niicleo del Hipogloso., Del mismo modo,

el histograma para la CON presenta una mayor cantidad de -
elementos localizados en los intervalos centrales, adoptan-
do, en este caso, una distribucién normal, de igual modo -

que lo hacia en el niicleo anterior,




Gr&ifica 6

Histograma de frecuencias de los diferentes valores

del IC y la CON, para las células del niicleo del Hipogloso.

En ordenadas se indican nidmero de células que po -
seen un valor del pardmetro correspondiente en el intervalo
que corresponde, En abcisas vienen expresados los diferentes

intervalos de distribucidn de estos valores.,

Se han expresado con flechas los valores medios co-

rrespondientes a ambos pardmetros.
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Gréfica 7

Representa el histograma de frecuencias de los di~
ferentes valores del IC y de la CON, pero en este caso, pa-

ra Ja poblacién celular del nidcleo dorsal del Vago.

Al igual que en la grafica anterior, los valores
de ordenadas representan nimero de células y los de abcisas
los intevalos de distribucidén de los valores de ambos pard-

metros,

Las flechas indican, asf mismo, los valores medios

del IC y de la CON para las células de esta poblacién,
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RESULTADOS COMPARATIVOS ENTRE AMBAS
POBLACIONES
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El anélisis comparado de las dos poblaciones esco-
gidas, en cuanto a los valores que adoptan los distintos pa-
P h - .
rametros celulares medidos, revela algunos datos diferencia-
dores entre ellas, del mismo modo que afirma una serie de ca

racteristicas comunes.

En primer lugar hemos analizado los valores absolu
tos medios de las distintas superficies neuronales medidas,
valores medios que se encuentran reflejados en la gréfica 8.
Las neuronas analizadas del nidcleo del nervio Hipogloso pre-
sentan unos tamafios medios de superficie celular, nuclear y
nucleolar mayores que los correspondientes para las neuronas
pertenecientes al nidcleo dorsal del nervio Vagoj; sobre todo,
son muy significativas estas diferencias en cuanto a SC y -
SNu, que son mids del doble en las neuronas del primer grupo
indicado que en las del nicleo del Vago. No ocurre asf, sin
embargo, con el tamafio medio de la HCnu, siendo la superfi-
cie de ella mayor en el caso de las neuronas del nicleo dor
sal del nervio Vago, neuronas que presentan casi tres wveces

mas cantidad de HCnu que las del niicleo del Hipogloso.

Los resultados comparativos de estos parlmetros
explican lo indicado anteriormente al analizar los distintos
coeficientes de correlacidén, Asf resulta légico la existen—
cia de una correlacidn negativa entre losg tamaiios de la HCnu
v los restantes parametros celulares, ya que se observa como
las células que presentan tamaiios mayores de nucléolo, nicleo

v superficie neuronal ~neuronas del nidcleo del nervio Hipogloso-
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son precisamente las que presentan unos tamaiios de HC aso-—

ciada al nucléolo més pequefios.

El andlisis de los tamafios comparativos de las -
distintas superficies en ambos nicleos, puede representar,
también, la existencia de una correlaciédn mis o menos estre
cha. Asf vemos como la cantidad de HCnu es casi tres veces
mayor en las neuronas del nicleo dorsal del nervio Vago que
en las del Hipogloso, mientras que por el contrario el tama
fio del nucléolo -hablamos siempre en terminos de superficie-
es algo mas de tres veces mayor en las neuronas del Hipoglo-
so. Vemos entonces que la proporcién es parecida, pero inver

Sde

La diferencia en cuanto a tamafios neuronales entre
ambos nidcleos es, sin embargo, algo mas del doble, siempre
a favor de las células del nilcleo del Hipogloso. E incluso
por lo que respecta a la superficie nublear, esta diferencia

no llega, ni mucho menos, a ser del doble,.

De este modo, supuesto un valor determinado del coe
ficiente de correlacidén entre SHCnu y Snu, en cada nidcleo, no
es raro que los valores respectivos de los coeficientes ~-
SHCnu/SC y SHCnu/8N sean menores que el mencionado coeficien—
te SHCnu/SNu, y la correlacién sea sucesivamente menos estre-

cha,

De cualquier modo, esta grifica nos indica claramente
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uan acusada diferencia, en términos absolutos, entre la can-
tidad de HCnu existente en las ncuronas del nitcleo del nervio
Hipogloso y la existente en las células del ntdcleo dorsal -
del nervio Vago; correspondiendo precisamente a las neuronas
més pequeiias —aquellas del nidcleo del Vago~ la existencia

de una mayor superficie de HC asociada a su nucléolo.

El estudio comparativo de los dos nuevos pardmetros
introducidos =IC y CON- podemos verlo reflejado en la grafica
9. En ella se han representado los valores entre los que os—
cilan el IC y la CON en ambos nidcleos; asimismo se han repre-
sentado los valores medios respectivos mediante las consiguicn

tes flechas.

Al ser el IC un reflejo de la proporcidén existente
entre los tamaiios de la HCnu y del nucléolo de una poblacién
determinada, es 1légico que su valor oscile entre cifras muy
pequenas para el caso de las células del nlcleo del nervio Hi-
pogloso, pucs sc trata de neuronas con un gran nucléolo y, cn
comparacién, con cscasa cantidad de HC asociada a}él. Asf ve-
mos que cn la grafica los Ifmites entre los que oscila este
parimetro son valores ny pequenos. BEno el caso de las ncuronas
del ndcleo dorsal del nervio Vago, por ¢l contrario, al tener
tamanos nucleolarcs menoves que las del nmicleo anterior y, —-
sin embargo, presentar una mayor cantidad de 1Cnu, pueden al-

M

canzarsce vilorves del 1O velativamente elevados. Eso se ref leo-

Ja en 1a gratica por ¢l heoho de gue los intervalos de varda-

X

cidn de cxle pavimelro, en ¢l caso de estas neuronas, se en-—

[
l
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z 3 - . - -
cuentran mias alejados y, aunque el limite inferior presen-

ta un valor bastante bajo, el superior se acerca a un va -

lor de 0,

De igual modo, el valor medio de este IC es muy
diferente en ambas poblaciones neuronales y, mientras presen
ta un valor muy pequefio para las células del niicleo del Hipo
gloso, su valor es bastante mis elevado para el caso de las

neuronas del ndcleo del Vago,

En définitiva, la gréafica 9, respecto al IC, es un
reflejo 1légico de las caracteristicas neuronales en ambos —-
niicleos y de lo representado por este IC, Son los tamarios -
relativos de HCnu y nucleolo, en ambas poblaciones, y la exis
tencia de esa correlacién inversa entre ellos, lo que origi-
na el resultado de la distribucién del 1IC representado en la

gréifica.

Con respecto a la CON la situacién es, sin embargo,
bastante diferente. Este pardmetro refleja en realidad la re-
lacidn existente entre el conjunto Nucleolo-HC asociada con -

respecto al tamario celular,

En la gréafica 9 se han representado también los in-
tervalos de variacién de la CON en ambos nidcleos, observindo-
se como los 1fmites de variacién no se diferencian mucho de
una poblacidén a otra. El valor medio de este pafametro se en-

cuentra, asfmismo, bastante mis préximo, de un ndcleo a otro,
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que en el caso del IC.

Este resultado es indicativo de que, independiente
de las proporciones relativas que existan entre nucléolo y
HC asociada de unas células a otras, el conjunto de estas dos
estructuras se mantiene relativamente constante con respecto
al tamaiio celular. Esto es tanto como decir que nucléolo mas
HC asociada parecen disponer, en las neuronas estudiadas al
menos, de una superficie determinada dependiendo del tamano
celular de la neurona; independientemente de que esta super-—
ficie este desplazada a favor del nucléolo o de la HCnu de-

pendiendo de la poblacién concreta de que se trate.

En la misma grafica 9 se ha representado un esquema
que sintetiza el resultado del comportamiento de estos dos -
fndices —IC y CON- en ambas poblaciones celulares. Los rec -
tédngulos representan la superficie media del nucléolo mas la
HC asociada a el., E1 tanto por ciento que esta superficie -
conjunta representa respecto al tamafio total celular se ha
indicado debajo de cada rectangulo, Cada uno de estos tectin
gulos se encuentra, asfmismo, dividido en dos partes que re-
presentan los procev:oios nedios relativos de SHCnu y SNu en

cada nidcleo.

Se observa como ¢l valor medio del IC en el nidcleo
del nervio Hipogloso serd bastante bajo al representar la HCnu
solo el 7.2% de la superficie conjunta nucleolo-HC asociada,

en este niclco. Sin embargo, el porcentaje de la SHCnu, en el



caso del niicleo dorsal del nervio Vago, es bastante mayor,
y el valor del IC en el seré bastante mas elevado que en el

caso anterior,

Por otra parte, el porcentaje de esta superficie
conjunta nucleolo-HC asociada, con respecto al tamafio celu-
lar, es poco diferente de una poblacién celular a otra y -—-
esto repercute en que los valores medios de la CON no se en

cuentren muy distantes entre ambas poblaciones neuronales,




Grafica 8

Valores medios de los diferentes pardmetros medi-
dos en ambas poblaciones celulares. Se representan los valp
res medios de las superficies celular, nuclear, nucleolar
y de la HC asociada al nucleolo. Estos valores vienen dados

en micras cuadradas.

Para cada pardmetro se comparan sus valores medios
en ambas poblaciones: niicleo del Hipogloso (H) y niicleo dor

sal del Vago (V).
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Grafica 9

La parte derecha representa los intervalos de dis-
tribucién de los diferentes valores del IC y de la CON en -
ambas poblaciones analizadas: ndcleo del Hipogloso (H) y dor
sal del nervio Vago (V). Se han expresado con flechas los va

lores medios de estos pardmetros en ambos casos.

La parte izquierda representa los porcentajes rela
tivos medios que el conjunto SHCnu+Snu representa con respec
to al tamafio medio celular, en ambas poblaciones. Este por -
centaje viene expresado en la parte inferior de cada rectén-

gulo.

Los rectidngulos representan, precisamente, la su-
perficie media del nucléolo mas su HC asociadaj; rectingulos
que se encuentran subdivididos en dos zonas que indican las
proporciones existentes entre cada uno de estos componentes
~superficie nucleolar media y superficie media de la HC aso~
ciada (zona rallada)= para las células de cada una de las =~

poblaciones,
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por nosotros empleado ha comprendido la

aplicacién de distintas técnicas para la observacién de la

HC neuronal. Es conveniente un andlisis y discusién inicial

de ellas, antes de pasar al comentario de los resultados ob

tenidos.

Dos métodos bicrémicos, de caracteristicas histo-

quimicas, usados han sido la tincidén con Verde metilo-Piro-

nina y la tincién con Azur-B. La primera representa una clé

sica tincién para la demostracién de &4cidos nucléicos (Pa -~

ppenheim, 1899) cuyos resultados sobre cada uno de ellos

~DNA y RNA- son claramente diferenciadores al utilizar la -

mezcla de dos colores tan distintos como son el verde y el

rojo. Se ha discutido mucho, sin embargo, sobre la afinidad

especifica de cada colorante por el respectivo 4cido nuclei

co y las caracteristicas de este 4dcido para ser teflido de

manera Optima,

Ya hemos apuntado, en la descripcién de los resul

tados, como ambos colorante s actuan de manera independiente

sobre el DNA y el RNA, cuando el pH estd fijado en el punto

éptimo de actuacién
pH éptimo, la HC se
citoplasma lo hacen
desvia de ese valor
pecifica, afectando

la pironina con los

sobre el tejido de que se trate. A ese
tifie de verde, mientras el nucléolo y el
en rojo intenso. Pero cuando el pH se
dptimo, la tincién ya no resulta tan es-
esta variacién sobre todo a la unién de

componentes celulares, de manera gue se

incrementa o disminuye la afinidad relativa de este colorante.,
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Indicdbamos también anteriormente, la posibilidad
de teniir ambas estructuras ~HC y regiones ribonucleoprotei-
cas— con cada uno de los colorantes por separado. Esto indi
ca que el resultado de la tincidén no es debido a una especi
ficidad unilateral absoluta de cada tipo de colorante por
un tipo de A4cido nucléico, sino mis bién a la combinacién -
de sus especificidades relativas al emplearlos conjuntamen-—
te a un pH adecuado. Apuntando hacia esta conclusién se en-
cuentran observaciones realizadas sobre la tincién de DNA,
DNA-histonas y RNA por cada uno de estos colorantes (Kurnich,
1947), resultando que el DNA se tefiia con pironina una quin-—
ta parte menos que el RNA, y el DNA-histona lo hace en una
sexta parte menos. Esto explicarfa que, aisladamente, ambos
colorantés puedan fijarse sobre ambos tipos de &cidos nucléi
cos, pero que cada uno de ellos lo haga de manera mis inten-
sa sobre uno, DNA en el caso del Verde metilo y RNA para la

Pironina.,.

En cuanto a la razén de esta relativa especifici -
dad de cada colorante por un tipo de &cido nucléico, se han
postulado dos fundamentales hipétesis. Una hace coincidir la
mayor afinidad del Verde metilo por el DNA dependiendo del
grado de polimerizacién de éste, de modo que si el DNA se en
cuentra despolimerizado o en cadenas muy cortas su afinidad
hacia el Verde de metilo es muy baja y alta respecto a la Pi
tonina, tifiéndose el DNA con la misma intensidad y color que
el RNA por la mezcla de ambos colorantes (Kurnick, 1947, —=

1952). Sin embargo, frente a estas observaciones se ha descrie-
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to que preparaciones de DNA fraccionado por ultrasonido se-
gufian presentando la alta afinidad por el Verde metilo, se-
gin descripciones de otros autores (Rosenkrantz y Bendich,

1958). Segin otras observaciones, esta alta afinidad del -
DNA por el Verde metilo estaria condicionada por su estado

en doble hélice, pues la disociacidén de las cadenas de DNA

hace bajar considerablemente esta afinidad (Thomas, 1953,

1962; Scott, 1967; Diaz, 1972).

En este aspecto, nuestras observaciones pueden re
ferirse unicamente a la discusién en el caso de la disocia-
cidn y reasociacién del DNA, tratamiento efectuado en nues-

tras preparaciones.

En situacién normal, solo el DNA existente en la
HC adquiere la tincién verde con su afinidad especifica, -
mientras que el resto del carioplasma permanece incoloro.
Esto parece indicar que el DNA eucromdtico no presenta ape-
nas afinidad por el Verde metilo y, considerando que el es-
tado eucromitico se caracteriza por una actividad transcrip
tora bastante acusada, y por tanto una‘gran proporcidén de
las cadenas de DNA que se encuentra en este estado estaran
con la doble hélice separada para atender a esta copia en =
RNA de diverso tipo, parece 1légico pensar que esta disminu-
cién de afinidad pueda deberse a a su unién a otras substan
cias & a este estado particular del DNA eucromitico, ya que
en cuanto al grado de polimerizacién ho habrfa a priori, que

considerar diferencias entre el DNA eucromdtico y el hete-
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rocromatico.,.

Por otra parte, es un hecho, comprobado también en
nuestras preparaciones, que la disociacién de las cadenas de
doble hélice del DNA hace perder esta afinidad por el verde
metilo, ya que tras el proceso de disociacién, por incubacién
en formamida, la HC no aparece tefiida de verde por esta téc-

nica del Verde metilo—Pironina.

Queda, sin embargo, como acabamos de apuntar, la
posibilidad de que la afinidad caracteristica del DNA por el
Verde metilo se deba a la influencia de las proteinas asocia
das, que siempre acompailan al DNA en estado heterocromdtico
y que, légicamente, variardn en disposicidén al disociarse las
cadenas o al encontrarse el DNA realizando una funcién trans-
criptora. En apoyo de esta posibilidad se encuentran los he -
chos de que el complejo DNA-histonas se comporta mas especifi
camente, frente al colorante, que el DNA de doble hélice solo
(Kurnick, 1947) y que al tratar frotis de cromosomas con pep-
sina, la coloracién que adquirfan con Verde metilo-Pironina
era mis rojiza, frente al color verdoso de la situacién nor-
mal (Pearse, 1960). A este respecto, tampoco hay que olvidar
la posible influencia estabilizadora que las proteinas cromo
sémicas pudieran tener sobre el mantenimiento de la estructu-—

ra reasociada, en doble hélice, de las cadenas de DNA (Diaz,

1972).

De cualquier modo, hemos podido constatar en nuestras



146

preparaciones, como el DNA heterocromdtico en situacién nor-
mal presenta una muy alta afinidad por el Verde metilo y muy
baja respecto a la Pironina, siendo la afinidad a la inversa
para el caso del RNA, Y por otra parte, nuestras observacio-
nes indican que este DNA heterocromdtico pierde su afinidad
especifica por el Verde metilo cuando sufre una separacién

de sus cadenas por disociacién en formamida.

Comprobada esta afinidad relativa de ambos coloran
tes por un tipo de &acido nucléico, que aunque no es total si
es diferenciadora, resulta también claro, de nuestras obser-
vaciones, que cuando ambos colorantes se utilizan conjunta -
mente a un pH adecuado esta afinidad resulta practicamente
total, quizis por un fenémeno de competencia, fijéndose el
Verde metilo solo sobre el DNA y la Pironina solo sobre el
RNA. Las variaciones de pH afectan, principalmente, a la fi-
jacién de la Pironina sobre las estructuras celulares, incre
mentédndose la rapidez e intensidad de esta fijacién a medida
que crece el pH, vy disminuyendose a pHs bastante &cidos; la
fijacién del Verde metilo sobre el DNA, sin embargo, apenas

queda afectada por la variacién de pH,.

Se trata, por tanto, de una técnica que resulta -
muy idénea para la demostracién de 4cidos nucleicos celula-
res, siempre que se use a pHs muy fijos y regulados siempre

al 6ptimo sobre el material donde se deba usar.

Con respecto al tampén usado cn esta técnica, hemos
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de hacer notar la preferencia del tampén Acetato-Acetico -
(Walpole) sobre el de McIlvaine (Fosfato-Citrico), pues es-
te dltimo suele precipitar los colorantes con cierta facili

dad produciendo una serie de grumos.

En relacién con la técnica del Azur-B hay que ha-
cer notar que la hemos usado como un método de comprobacién
de las estructuras demostrables, sin realizar variaciones -~
apreciables de pardmetros que nos permitan un estudio criti
co de ella. Se trata de una técnica, usada también para la
diferenciacién citolégica entre los dos tipos de &cidos nu-
cléicos, cuyos resultados diferenciadores son, del mismo mo

do, apreciables.

Los resultados por nosotros obtenidos coinciden -
con los de otros autores que han usado este metodo para la
diferenciacién citoquimica del DNA y del RNA, estudiando
precisamente estructuras heterocromiticas adosadas al nucléo
lo ( Lima~de-Faria y Moses, 1966). Sobre ella hay que hacer
notar también la importancia del pH determinado con que sc
aplique, sobre todo con vistas a la obtencidén de coloracio-
nes nftidas sobre los distintos componentes puestos de mani
fiesto, y la conveniencia de realizar la tincién a una tem-
peratura controlada, hecho que posibilita la regulacién =
siempre semejante del tiempo de tincidén y la consecucién de

resultados siempre semejantes.

Hemos usado, asi mismo, dos métodos de tincién -
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monocromaticos como son el método de Nissl y la tincidén con
colorante de Giemsa. El primero representa la aplicacién de
una tecnica de rutina en cualquier estudio sobre material
de origen nervioso; el segundo, el aprovechamiento de un co
lorante que actualmente es utilizado de manera amplia para
muchos estudios acerca de las regiones heterocromdticas en

preparaciones cromosémicas.

Con respecto al método de Nissl, ha tenido para -
nosotros el interés de adaptar al estudio de la HC un méto-
do clésico de neurohistologfa, permitiendonos, de esta mange
ra, la posibilidad de estudio de estructuras heterocromati-
cas neuronales en relacién a pardmetros citoarquitecténicos
vy morfolégicos que, normalmente, son estudiados con este mé-

todo de coloracién.

Esta técnica es, en principio, algo inespecifica,
actuando sobre todos los lugares baséfilos de la neurona de-
bido al caracter basico de su agente colorante, en este caso
1a Tionina. Sin embargo, en el desarrollo de ella, hemos en—
contrado una cierta efinidad diferencial entre los dos tipos
de A4cidos nucleicos —~DNA y RNA- sobre todo realizando modifi

caciones de pH y tiempo de tincidn,

E1l estudio del desarrollo de la tincién a pHs varia
bles nos ha revelado que la afinidad del colorante por las -
estructuras celulares es directamente proporcional al valor

de este pH, creciendo la intensidad de coloracién -para tiempos
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constantes de tincién y diferenciacién- a medida que el pH
es mis bésico y disminuyendo a pHs 4cidos. El1 estudio de los
resultados empleando tiempos de tincidén muy cortos nos ha de
mostrado también la existencia de esa especificidad diferen-
cial, a que antes aludiamos, en cuanto al comportamiento del
colorante ante el DNA o el RNA —habrfa que hablar mejor de

desoxirribo- o ribonucleoproteinas—.

Efectivamente, hemos comprobado como el colorante
se fija inicialmente con mis intensidad a las estructuras he-
terocromiticas, mientras que su velocidad de fijacién al mate
rial baséfilo citoplasmdtico y al nucléolo es mis lenta. Esto
hace que en las primeras etapas de la tincién, la HC aparezca
mas intensamente teiiida que las ribonucleoproteinas celulares,
tal como indicamos al describir las peculiaridades de las téc
nicas, llegando un momento en que, al haberse saturado ya de
colorante las estructuras heterocromiticas y continuar —-sin -
embargo- fijandolo las ribonucleoproteicas, las intensidades

en ambas zonas se van igualando hasta hacerse parecidase.

E1l pll incrementa o disminuye de manera parecida la
afinidad relativa —o mejor, la velocidad relativa de fijacidén—
hacia el DNA yv el RNA, lo que hace que no influya tanto en va-
riar esta afinidad relativa sino en cuanto a alargar o acortar
el momento en que las intensidades de ambas regiones se igua-
lan. Es por e¢llo, que trabajando a pHs no demasiado elevados,
disponemos de un mayor margen de tiempo en el que se mantendri

la diferencia de intensidad de coloracién entre HC y citoplasma
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v nucléolo, haciendo posible la regulacidén mas precisa del
tiempo de tincién éptimo para que el contraste entre ambos

tipos de estructuras sea mis patente.

También en esta técnica, el anllisis de los resul-
tados del empleo de diferentes tampones, ha revelado la con-
veniencia de utilizar el Acetato-Acetico (Walpole), en el =
cual la conservacidn del colorante, sin alteraciones sustan-

ciales, es mds elevada.

La tincidén con colorante de Giemsa representa un
método clésico en coloracién de frotis sanguineos, que hemos
tratado de adaptar al material nervioso, al tratarse de un -
colorante de material nuclear muy empleado hoy dia en estu -

dios sobre cariotipos.

Acerca del mecanismo de actuacidén de este coloran-
te y de su afimidad especifica, los datos que se encuentran
en la bibliograffa son imprecisos y, en ocasiones, cotradic—
torios. Se trata, sin duda, de un colorante con graﬁ afini -
dad por el material nuclear de las células, pero, como hemos
observado en nuestras propias preparaciones, su unién a com-
ponentes ribonucleoprotéicos citoplasmdticos o nucleares, es,
también relativamente importante. Incluso es posible que de-
sarrolle una cierta actividad a nivel de membranas, de vainas
de mielina, o de componentes neuronales ectoplasmiticos, -
puesto que hemos observado que posee un cierto caracter fibri

lar; caracter demostrado en las preparaciones de tejido nervioso
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mediante la puesta de manifiesto de un cieto ndmero de pro-
longaciones neuronales, tal como apuntdbamos en la descrip-

cidén de los resultados de esta técnica.

La especificidad concreta hacia el DNA se ha refg
rido a la existencia de este &cido nucleico en el estado de
doble hélice. Es basado en este concepto como se han desa -
rrollado una serie de técnicas de demostracién de la HC cro
mosémica, en combinacién con la naturaleza repetitiva de -
ciertos trozos de DNA, Las técnicas de demostracién de es-
tas regiones cromosdémicas se basan en una disociacibén de las
cadenas de DNA, seguida de una reasociacién en medio salino
neutro; las regiones constituidas pro DNA repetitivo reaso-
cian con mayor rapidez y al tefiir con el colorante de Giem=—
sa solo estas regiones se ponen de manifiesto al haber vuel
to a adquirir rapidamente su configuracién nativa. Este mé-
todo, con variaciones de alguno de los pardmetros utilizados,
se ha venido empleando actualmente para la localizacién de
estas regiones cromosdémicas constituidas por DNA repetitivo

(Pardue y Gall, 1970; Jones, 1970) .

Por otra parte, modificaciones introducidas en cuan-
to al tratamiento previo a la tincién con el colorante, ha
permitido la demostracién de patrones cromosomicos especifi-
cos, reflejados en un conjunto de bandas —denominadas como -
n"bandas G"— caracterfsticas para cada pareja de homélogos =~

(Summer y col., 1971; Patil y col., 1971).

En cualquiera de los casos, la fijacién del coloran
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te se relaciona con el mantenimicnto o readquisicién de la
estructura nativa, en doble hélice, de las cadenas de DNA

de esa regién. Pero existen observaciones que reflejan pre
cisamente una mayor afinidad del colorante por el DNA disgo
ciado, en forma por tanto de cadena simple, frente al DNA

nativo, afinidad que seria hasta de un 50% mayor (Ahnstrdm
y Natarajan, 1974). Incluso, en estas mismas descripciones
se apunta que el DNA de tipo repetitivo, nativo, presenta-
ria una menor afinidad por el colorante que el DNA disocig

doe.

Existen también observaciones acerca de que las
proteinas cromosémicas méds bién disminuirfan la afinidad -
del colorante por el DNA, al establecerse entre ambos una
competencia, hecho indicado por el resultado de que la afi
nidad del colorante por los complejos nucleoprotéicos es
menor que para el DNA solo, pareciendo, por tanto, que los
resultados de unién especifica a regiones cromosémicas con-
cretas pueda depender méds de modificaciones, ain desconoci-—
das, introducidas en ciertas regiones cromosémicas con los
tratamientos previos a la tincidén, que del mantenimiento de
una estructura en doble hélice por el DNA de esas zonas -

(Ahnstr8m y Natarajan, 1974).

Cualquiera que sea su mecanismo de actuaciébn, ain
por dilucidar, cste colorante, no obstante, ha mostrado en
las preparaciones del tejido nervioso del ratén una mayor -

afinidad hacia la HC que hacia ninguna otra estructura -
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celular; afinidad que, al menos en este caso, no parece muy
influenciada por el pH de la tincidn, consiguiendose un con
traste apropiado entre la HC y el resto de estructuras neu-
ronales con tal de que el tiempo de tincién sea relativamen
te controlado, en relacién con la concentracién de coloran-
te., En nuestras preparaciones 1no hemos obtenido diferencias
significativas entre realizar la tincién a un pH controlado
cercano al neutro, y realizarla mediante una solucién acuo-

sa del colorante, sin utilizar tampdén alguno.

Por lo que respecta a la aplicacién del método de
Feulgen, ha sido también un método histoquimico utilizado
como medio de comprobacién, sin ninguna intencién experimen
tal. Hemos seguido el método propuesto por De Tomasi (De To-
masi, 1936) para la preparacién del reactivo de Schiff y el
proceder normal para el desarrollo del proceso. Los resulta-
dos con é1 obtenidos son los normales para esta técnica, des
tacando las estructuras heterocromiticas neuronales en color
rojo pirpura, por su contenido en DNA, tal como expusimos en

el apartado de 1Resultados".

En cuanto a los distintos tratamientos empleados,
para la hidrolisis enzimitica de los &cidos nucleicos o para
realizar la disociacién vy reasociacién de las cadenas de DNA,

merece especial comentario éste ultimo.

Es este un método normalmente empleado sobre prepa-

raciones cromosémicas que hemos trasplantado a las células -
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interfidsicas. Mediante este procedimiento se intenta locali-
zar las regiones en quec ciiste DHA repetitivo, ya que al es-
tar este constituido por repeticién de una secuencia bésica
multitud de veces, serdn estas regiones las que primero rea-
socien; de esta manera pueden ponerse de manifiesto, pues el
resto de regiones cromosémicas tardan mucho méds en volver a

adquirir las condiciones iniciales.

La disociacién del DNA puede llevarse a cabo por mé
todos variados tales como altas temperaturas, tratamiento con
alcalis o Acidos y tratamiento con agentes orgénicos capaces
de romper los puentes de hidrégeno. Sobre preparaciones cromo
sémicas -y a veces sobre preparaciones celulares- se han rea-
lizado, fundamentalmente las disociaciones introduciendo las
preparacioncs en agua hirviendo (John y cole., 1909; Arvighi vy
col., 1970) o mediante el tratamiento con dcidos o &lcalis a
bajas concentraciones (Birnstiel y col., 1968; Ahnstrdm y Na-
tarajan, 1974). Nosotros hemos comprobado que estos procedi -
mientos de disociacién resultan algo dristicos sobre las pre-—
paraciones tisulares, alterando la textura del tejido en ma -
yor o menor grado. Al efecto de evitar tales inconvenientes,
hemos realizado la disociacién de las cadenas de DNA mediante
incubacién de los preparados en formamida, agente capaz de -
atacar los puentes de hidrégeno existente entre las dos cade
nas de la doble hélice del DNA y usado actualmente en los
procesos de disociacién y reasociacidén del DNA (Summer y col.,
19713 Church, 1973; Alonso, 1974). E1 tiempo de incubacién lo

hemos mantenido hasta conseguir la total desaparicién de la
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tincidén sobre las masas de HCnu,

En las preparaciones tefiidas después de la incuba-
cién en formamida, para comprobar la consecucién de esta di-
sociacién, tras finalizar esta incubacién los cortes fueron
tratados con formol para impedir la posible reasdciacién que
pudiera suceder entre el final de la incubacibén y el rproce=—
so de tincidén. Este bloqueo de la reasociacién por formila-
cién ha sido comprobado en otros trabajos (Grossman y col.,

1961).

Una vez establecido el tiempo de incubacién en for
mamida necesario para la disociacién total del DNA constitu-
yente de la HC, cortes disociados fueron sometidos, directa-
mente, a un proceso de reasociacién de estas cadenas para -
comprobar la naturaleza del DNA heterocromdtico. A fin de -~
poder establecer paralelismos con los resultados obtenidos
a partir de preparaciones cromosémicas, hemos limitado el -
tiempo de reasociacibén al utilizado en esas preparaciones pa
ra la demostracién cdel DNA repetitivo, vy hemos usado una con
centracién de solucién salina y temperatura de incubacidn
semejantes a las que se usan en tales casos. Asf, usando una
concentracidén de 2 SCC y un tiempo de reasociacién de 1 hora
a 602, se observa que en las preparagiones cromosdémicas rea-
socian las regiones que sc consideran constituidas por DNA
repetitivo, no haciendolo las restantes zonas del cromosoma
(Summer y col., 1971). Eslos mismos pardmetros han sido los

mantenidos por nosotros al someter las preparaciones a este
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proceso de reasociacién, consiguiendo, bajo ella, la reaso-

ciacién del DNA constituyente de la HCnu.

En cuanto a los tratamientos con enzimas hidrolfi-
ticas de los &4cidos nucleicos, hemos seguido un procedimien
to mds o menos rutinario, Para el caso de la DNasa hemos te
nido en cuenta, a la hora de elegir el medio de incubacién,

. . . . ++
las necesidades en cationes divalentes activadores (Mg

J
Ca++)5 regulando su concentracién a valores adecuados, asfi
como la fijacién de un pH conveniente para la actividad del
enzima. El tratamiento con RNasa lo hemos realizado con di-
solucidén del enzima en agua destilada, tal como vienen uséan
dose normalmente (Pearse, 1960), al no necesitar este enzi-
ma de activadores especfficos como en el caso anterior. La
temperatura de incubacién la hemos fijado, en ambos casos,

a 372 para facilitar la accién enzimdtica y producir el mf-

nimo de alteraciones posibles sobre el tejido tratado.




DISCUSION Y COMENTARIO DE LOS RESUL-

TADOS CUALITATIVOS
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Un punto a considerar inicialmente es la propia
naturaleza de las estructuras puestas de manifiesto. La exis
tencia de masas adosadas al nucléolo no representa un arte -
facto producido por el método empleado, pues la realizacidn
de éste método sobre materiales diferentes -ratén, gato y ra
na- conduce a resultados especfificos para cada material, he-
cho indicativo de que las estructuras puestas de manifiesto
representan una caracteristica propia del material analizado
-en este caso, el ratén-. Por otra parte, la demostracién de
ésta estructura con cada una de las diferentes técnicas em-—
pleadas habla, también, en apoyo de su existencia real en las

neuronas de Mus musculus,

La presencia de masas asociadas al nucléolo en dis-—
tintos tipos celulares del ratén, viene confirmada por la ob=~
servacién de varios autores (Schildkraut y Maio, 1968; Jones,
1970; Pardue y Gall, 1970; Rae y Franke, 1972), algunas de
ellas efectuadas sobre las propias células nerviosas (Andrew
y Andrew, 1942; Yasmineh y Yunis, 1970). Es necesario, sin em
bargo, la confirmacidén de que las estructuras adosadas al nu-
cléolo, puestas de manifiesto en las neuronas del ratdén, co-
rresponden a HC asociada al nucléolo. Para dilucidar claramen-—
te este punto hemos ampliado nuestro método a la utilizacién
de diversas técnicas cuyos resultados comparados nos ayudarfan
a confirmarnos mds concretamente sobre el, al mismo tiempo que
nos permitirian un estudio de estas estructuras desde distintos
dngulos. E1 acompaniamiento de estas técnicas por unos determi-

nados tratamientos citoquimicos nos ha permitido, por demés,



tanto complementar el resultado de las técnicas por lo que
respecta a la naturaleza de las masas adosadas al nucléolo,
como aportar algunos datos sobre la constitucién y organiza

cibén de ellas.

Que las masas adosadas al nucléolo en las neuronas
del ratén corresponden a HC asociada al nucléolo, viene con-
firmado por su comportamiento ante las técnicas de caracter
histoquimico utilizadas: método del Verde metilo-Pironina, -
tincién con Azur-B y reaccién de Feulgen., Las estructuras -
asociadas al nucléolo se comportan, ante estas técnicas, co-~
mo lo hacen las desoxirribonucleoproteinas, apareciendo Feul
gen positivas y de color verdoso con los otros dos métodos.
Responde, de este modo, como lo hacen las estructuras hete-
rocromiticas en touuwos los tipos celulares, pudiendo clasifi
carlas, por ello, como masas de HC asociada al nucléolo, es
tructura observada también en otros tipos celulares de diver—
sas especies animales y vegetales (Heitz, 1928, 1933, 1934;
Einarson, 1933; Schultz, 1047; Casperson, 1950; Lima-de~Faria
y Moses, 1960; entre otros). También se han descrito estruc-—
turas heterocromdticas asociadas al nucléolo en células ner—
viosas (Andrew y Andrew, 1944; Gropp y Citoler, 1970) cuyo
comportamiento tintorial es semejante al descrito por noso -

tros.

La respuesta que estas masas asociadas al nucléolo
ofrecen ante los distintos tratamientos citoqufmicos utiliza-—

dos ~son DNasa sensibles, RNasa resistentes y capaces de su -
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frir una disociacién y reasociacién de las cadenas de DNA~
es, también, un hecho afirmativo del caricter heterocromi-

tico de estas estructuras.

Todo ello nos l1lleva a la confirmacién de que las
estructuras asociadas al nucléolo, sobre las que ha versado
el estudio realizado, corresponden a Heterocromatina asocia
da a este componente nuclear, que constituye, ademis el cons
tituyente heterocromitico mids llamative ‘e los nucleos neuw—

ronales de esta especie animal -Mus musculus var. albina-,

Pasando al comentario del significado de esta HC,
un primer punto a discutir serfia el de su relacidn con el -
sexo del animal, bien por que se trate de un HC facultativa
del tipo X -cromatina sexual-, o bien, como han postulado
algunos autores (Ohno y col., 1957), por que sean los cromo
somas sexuales los encargados de la formacidn del nucléolo
y responsables de la aparicién de estas masas heterocrométi

cas asociadas a el.

En este dltimo aspecto, se ha considerado por es-
tos autores que el cromosoma X y el Y aparecen como Cromoso
mas totalmente heteropicnéticos y de dimensiones desiguales;
estos cromosomas, al formar conjuntamente el nucléolo duran
te interfase, darfan lugar a la aparicién de dos masas de
\ . R
HC asociadas a el, masas que serian una mayor que la otra y
que representarian el fragmento restante del cromosoma sexual

correspondiente que no actua como organizador nucleolar., —-—
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Segin esto, cabrfa esperar cn los machos del ratén la exis-—
tencia, en todas sus células, de dos masas desiguales de HC
asociada al nucléolo; por el contrario, en las hembras am-—
bas masas serfan iguales al intervenir dos cromosomas X en

la formacién del nucléolo, en lugar de uno X y otro Y,

Las observaciones por nosotros efectuadas demues—
tran que no aparecen diferencias significativas constantes
de tamario entre las masas de HCnu en neuronas de ratones ma
chos y he mbras; por otra parte, dentro de un mismo cerebro
perteneciente a un individuo macho o hembra, nos encontramos
con neuronas que presentan dos masas de HCnu, otras con una
solamente, e incluso algunas neuronas no presentan ninguna,
De modo que, D estas masas 0 cstdn relacionadas de manera
directa con los cromosomas sexuales, ¢, silo c¢sidun, la can—
tidad de HC que cada uno de ellos pone de manifiesto durante
la interfase puede variar de unas células a otras de manera
independiente de que se trate de un individuo macho o hembra,
vy, por tanto, la cantidad y morfologfa de esta HCnu no esta-—

rfa influenciada de forma directa por el sexo del animal.

Nuestras observaciones estidn mas bien en consonan-—
cia con la descripcidn de otros autores (Levan y col., 1962;
Hsu y col., 1971; Rae y Franke, 1972) que adcriben la forma-
cién del nucléolo en el ratén a determinados autosomas; esto
harfa que las posibles variaciones de éstas masas de HCnu no
estuvieran relacionadas con los cromosomas sexuales y no ca-
bria esperar diferencias significativas en relacidn con el

sexo del animal.
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Por otra parte, el hecho de que no se trate de una
cromatina sexual viene confirmada por su existencia tanto en
ratones machos como en hembras, y coincide con las conclusio
nes de diversos autores que han estudiado esta HCnu desde —

ese punto de vista (Moore y Barr, 1953).

Por lo que respecta a la morfologia de las masas
de HCnu, nuestras observaciones estén en consonancia con las
descripciones de diversos autores sobre el mismo material = -~
(Andrew y Andrew, 1942; Moore y Barr, 1953; Yasmineh y Yunis,
1970); coinciden, asi mismo, con las realizadas sobre HC aso
ciada al nucléolo en neuronas de otras especies (Gropp y Ci-
toler, 1970). Esta morfologfa muestra una cierta variabili -
dad de unas neuronas a otras, hecho que puede indicar la -
existencia de varios patrones de organizaciéon inforfésica
en los segmentos cromosémicos heterocromiticos responsables
de su formacidén, o la posibilidad de ajteracidn de un patrén
bédsico semejante, dependiendo de caracterfsticas celulares
concretas. De cualquier modo, rcsulta claro que no todas -
las neuronas de un determinado animal presentan la misma -
cantidad de HCnu y que esta lCnu no adopta, en todas las -~
neuronas, una morfologfa semejante, si bien, la aparicién
en forma de masas alargadas y situadas de manera opuesta so
bre la superficie nucleolar es la mas frecuente; descripcidn
que coincide con lo observado por otros autores (Moore y -

Barr, 1953).

Un hecho interesante a comentar lo constituye la
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respuesta de estas masas de HCnu a los procesos de disocia-

cién y reasociacién de las cadenas de DNA,

E1l DNA constituyente de estas masas heterocrométi
cas se comporta de manera parecida a como lo hace el DNA re
petitivo en las preparaciones cromosémicas., Asf, tras una
hora de incubacién en solucidn salina, tiene lugar la reca-
sociacién précticamente total de las cadenas del DNA diso—
ciado que forma esta HCnu. Este tiempo es el mismo que tar
da en reasociar el DNA satélite repetitivo de las regiones
cromosémicas que lo poseen. Es por esto que las masas de
HCnu se comportan, en cuanto a su velocidad de reasociacién,
como lo hacen las rcgiones cromosomicas constituidas por
DNA satélite repetitivo, hecho indicativo de 1la posible -~
composicidén de estas masas a partir de este tipo de DNA,

,

La observacién de que el DNA que constituye esta
HCnu sea de tipo satelite repetitivo, coincide con las des-—
cripciones de otros autores realizadas apartir de fraccio-~
namientos y andlisis de la HC interfdsica, o de hibridacio-
nes sobre células interfésicas. En el caso de células hepi-
ticas y de Sértoli, ya es sabido que hibridaciones con RNA
complementario del DNA satélite muestran que este DNA es
muy abundante en las masas de HCnu (Rae y Franke, 1972); -~
del mismo modo, andlisis del contenido en DNA satélite de -
la HCnu aislada de neuronas de ratén, muestra que esta HCnu

contiene una gran proporcidén de este tipo de DNA,

Nuestros resultados, tras la disoeiacidn Yy reaso-—
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ciacidn, nos llevan a coincidir con tales observaciones en
el aspecto de que la HCnu de las neuronas de ratdn debe es-
tar constituida, en una gran proporcidén, por DNA de tipo re

petitivo, como corresponde a su rapidez de reasociacién.

El comportamiento de la HCnu ante la DNasa consti
tuye un punto de discusién sumamente interesante., Tal como
describimos en los resultados obtenidos tras la hidrélisis
enzimdtica del DNA, las masas de HCnu no desaparecen total-
mente tras la accién del enzima hidrolftico, sino que que -
dan unos pequefios restos que se comportan de manera semejan
te a como lo hacen las ribonucleoproteinas. Tres posibles
explicaciones pueden referirse a estos resultados: que la
hidrélisis del DNA no haya sido total, que queden restos de
caracter protéico o de algin tipo de sustancias diferentes
de los 4cidos nucleicos, o que exista en la constitucidén de
las masas de HCnu alguna cantidad de RNA que no se ve afeé-

tado —légicamente—~ por la hidrdélisis enzimdtica del DNA.

Acerca de la primera hipdtesis hay que hacer notar
que estos restos se comportan frente a las distintas tincio—
nes como si se tratara de sustancias ribonucleopiroteicas,
pues se tinien de rojo con la técnica del Verde metilo-Piro~
nina, con la misma intensidad que el citoplasma y el nucléo-
lo. Podrfa pensarse que esta hidrélisis hubiera afectado de
alguna manera a los restos de DNA que quedasen, de forma que
la afinidad de ellos por la Pironina se hubiera incrementado

por un mecanismo desconocido; pero su comportamiento frente
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a la reaccién de Feulgen se revela negativo., Ello nos hace
descartar la posibilidad de que estos restos de las masas
de HCnu, que quedan tras la hidrélisis enzimitica del DNA,
correspondan a DNA no totalmente hidrolizado, a no ser que
admitamos la posibilidad de que estos restos de DNA se han
modificado estructural o quimicamente de tal manera con
los tratamientos que han cambiado el comportamiento normal
que corresponde al DNA, frente a las pruebas histoquimicas
empleadas, comportindose ahora ante ellas de manera pareci
da a como lo hacen las ribonucleoproteinas celulares; cosa

por otra lado poco probable.

En el caso de que estos restos pertenecieran a
estructuras de caracter proteico, no afectadas por la hi -
drélisis enzimitica del DNA, habrfa que considerar la posi
bilidad de que estas proteinas se comportan, también, aho-
ra de manera diferente a como lo harfan en situacién nor -
mal; pues mientras sin tratamiento adquieren una coloracién
verdosa con el Verde metilo-Pironina, tras la hidrélisis
lo hacen de color rojo. El cardcter protéico de estas es~
tructuras podria explicar su reaccidén Feulgen negativa, pe-
ro no se acierta a comprender el mecanismo que haya podido
llevar a un cambio de comportamiento de estas proteinas, -

tras la hidrélisis del DNA,

Otra posibilidad consiste en que estos restos co-
rrespondan a RNA constituyente de la HC, que se pone de mani

fiesto al eliminar el DNA de estas estructuras tras la hidpg
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lisis enzimitica.

La presencia de RNA en la estructuracidédn de las
masas de HCnu explicarfa el comportamiento tintorial e his
toquimico de estos restos -Feulgen negativos y con afinida
des tintoriales semejantes a las ribonucleoproteinas-, al
mismo tiempo que podria aclarar el comportamiento de las -
masas de HCnu frente a la técnica del Verde metilo-Pironina,
en situacién normal. Efectivamente, como describfamos en -
los resultados, la HCnu se tifie de color verde con esta -
técnica cuando el pH se encuentra fijado en un punto ade -
cuado, pero al incrementar este pH, su coloracidén aparece
azulada. Tal como dijimos entonces, la afinidad del DNA por
el Verde de metilo no se vedfa afectada\por el cambio de pH
~al menos en los intervalos por nosotros analizados-, pero
no ocurria asi{ con la Pironina, incrementandose la afinidad

de ella por el RNA a pHs cada vez mis bisicos.,.

Serfa posible la existencia de una pequefia canti-
dad de RNA en la HCnu que a un pH como el usado por nosotros
apenas fijar4 Pironina, quizds por su localizacién interna
dentro de estas masas heterocromiticas, pero al incrementar-
se la fijacién de Pironina por las ribonucleoproteinas celu-
lares, como consecuencia de una subida del pH, este RNA fi-
jarfa una mayor cantidad de colorante, y la mezcla de ambos
colores ~rojo y verde-— en las masas heterocromiticas darfa

como consecuencia la aparicidén de un tono azulado.
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Tras la hidrélisis enzimitica del DNA, quedarfan
como resto de estas masas heterocromiticas el RNA, que se
comportarfa tal como lo hacen los restos presentes en nues—

tras preparaciones.

En este aspecto, nuestras observaciones coincidi-
rian con las realizadas por otros autores al efectuar estu-—
dios citoquimicos sobre estructuras heterocromiticas., Asf,
se ha apuntado la posibilidad de que existiera una cierta
cantidad de RNA formando parte de los cromocentros de célu-
las del erizo, como resultado del comportamiento de estos
cromocentros frente a la misma técnica empleada por nosotros,
del Verde metilo-Pironina, y frente a su tratamiento por -
RNasa (Gropp y Citoler, 1970). Por otra parte, Kaufmann y
col. encontraron que la HC aparecia con la técnica del Ver-—
de metilo~Pironina de color azulado, color que desaparecia,
para pasar el verde puro, tras su tratamiento con RNasa -
'(Pearse, 1960). Estos hechos sugieren, en definitiva, 1la po
sible existencia de RNA formando parte de las estructuras
heterocrométicas, como se desprenderfa de su comportamiento
frente a los tratamientos expuestos; RNA cuyo tipo y signi-

ficado quedaria por dilucidad,

Estudios citoquimicos y ultraestructurales a micros
copia electrénica, han revelado, asf mismo, la existencia de
cierta cantidad de RNA* formando parte de una masa heterocro-—
mitica asociada al nucléolo en T{pula (Lima-de-Faria y Moses,
1966), siendo, también, un hecho en apoyo de la posible exis

tencia de este tipo de 4cido nucléico en las estructuras he-
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terocromiticas.

Quedarfa, no obstante, por explicar, por qué tras
la disociacidén de las cadenas de DNA por incubacién en for-—
mamida, no se observan restos de las masas heterocromiticas
que se comporten de manera parecida a las ribonucleoprotei-
nas. Sin embargo, hay que recordar lo apuntado en su momento
sobre la observacién de que esta incubacién, ademds de diso-
ciar las cadenas de DNA heterocromitico, afectaba, en cierto
grado, a las ribonucleoproteinas del citoplasma y del nucléo
lo; afectacién que se revelaba por una menor intensidad de
la coloracién debido, quizds, a una alteracién o eliminacidén
de parte de ellas por el medio de incubacién. Es posible que
la cantidad de RNA existente en la HC sea relativamente pe-—
queiia y se afecte por la incubacién en formamida de manera
que sea practicamente eliminado o alterado, y de este modo,
esa pequeila cantidad no pueda ponerse de manifiesto tras su
permanencia en el medio de incubacién. Sin embargo, la hidré-
lisis enzimitica del DNA no tendrfa por que afectar al RNA
existente en esos niveles, lo que darfa como resultado la po-
sibilidad de ponerlo de manifiesto, tras esta hidrélisis, al

formar los restos de las masas de HCnu.

De cualquier modo, aunque nuestras observaciones -
apuntan hacia una posible existencia de RNA en las masas de
HCnu, esta existencia, para ser confirmada, necesitarfa de
un estudio, al respecto, especifico y de mayor profundidad,

idea que constituye uno de nuestros futuros deseos.
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Por lo que respecta al comportamiento de las ma-
sas asociadas al nucléolo frente a la RNasa su resultado nos
afirma en la conclusién de que ellas representan un caso -
tipico de Heterocromatina asociada al nucléolo en el tipo
celular analizado -neuronas de ratén-, zonas por tanto, con
un contenido en DNA al no verse afectadas por la hidrélisis
enzimédtica del RNA; hidrdlisis que, sin embargo, conduce a
la eliminacién de los grumos ribonucleoprotéicos citoplasm§

ticos y del nucléolo.




- COMENTARTIO Y DISCUSIUN DE LOS RESUL-
TADOS CUANTITATIVOS




171

El andlisis de los resultados cuantitativos nos
revela, inicialmente, la existencia de una variabilidad en
los valores absolutos del tamafio de la HCnu., Esta variabili
dad indica que no todas las neuronas de un determinado orga
nismo presentan la misma cantidad de HC asociada a su nu-—
cléolo, siendo esta cantidad un pardmetro variable de unas

neuronas a otras,.

La variabilidad de este parametro viene avalada,
asi mismo, por las observaciones realizadas en neuronas -
tras la extraccién del RNA, de manera que sigue apreciandose
la diferencia ante unas celulas y otras en lo que se refiere
a la cantidad de HCnu; estas observaciones, tras la elimina
cién del RNA, eliminan la posibilidad de que la variabili -
dad de esta estructura se debiera a un fenémeno de enmasca-
ramiento producido por las diferencias en el tamano del nu-
cléolo respectivo. Es decir, no existe la posibilidad de que
la variacidn en el tamafiode las masas heterocromiticas sea
debido a que variaciones en el tamafio del nucléolo puedan
cubrir o descubrir, porciones mayores o menores de HCnu, to
da vez que tras la utilizacién de RNasa -y extraccién corres
pondiente del nucléolo- el tamafio de la masa heterocromdti

ca sigue siendo el mismo,

La existencia de distintos valores en los tamafios
de la HCnu es un hecho interesante que permite analizar el
significado de esta estructura desde un nuevo punto de vis-

ta. Tal como indicamos en su momento, existen diversas =—-—
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opiniones (Yasmineh y Yunis, 1970; Jones, 1970; Yunis y Yas-
mineh, 1971) que catalogan esta HC como de tipo constitutivo;
esta HC constitutiva, tal como se conoce actualmente, repre-
sentaria regiones cromosdmicas heterocromidticas de manera per
manente, existentes en ambos cromosomas homélogos y semejantes
para todos los tipos celulares de una especie dada. Suponien-—
do que estas regiones cromosémicas de HC constitutiva pudie-~
ran manifestarse, durante la interfase, de formas diferentes
dependiendo del tipo celular concreto en que se encuentren,

no habria que esperar una variacidn en la cantidad de ella
—una vez adoptado ese patrén especffico interfédsico~ en las
células de ese determinado tipo. Esto es tanto como decir que,
suponiendo que esta HC se manifieste en las neuronas bajo la
forma de HC asociada al nucléolo, todas las neuronas deberfan
poseer la misma cantidad de HCnu, puesto que todas cuentan con
la misma proporcidn de segmentos cromosdémicos compuestos por

HC constitutiva para formar estas masas adosadas al nucléolo,

Si esto no ocurre asf, dos posibles explicaciones
podrian existir: o no todas las neuronas utilizan la misma -
cantidad de‘segmentos cromosémicos de HC constitutiva para -
formar la HCnu, entrando entonces los segmentos restantes a
formar parte de otras estructuras heterocromdticas interfi4si-
cas ~cromocentros, por ejemplo-—; 6, aunque todas las neuronas
utilizan la misma cantidad de segmentos cromosémicos para for
mar su HCnu, alguna cantidad de estos segmentos heterocromiti
cos puede desespirilizarse y adquirir la configuracidén eucro-

mitica, haciendo, entonces, variar el tamafio que adquieren -~
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estas masas de HC asociada al nucléolo.

En el primer caso habrfa, entonces, que -esperar
que aquellas neuronas que pPoseyeran una escasa cantidad de
HCnu, tuviesen, por el contrario, una mayor riqueza de cro
mocentros que aquellas otras que presentan unas grandes ma
sas de HC asociada a su nucléolo. Por otra parte, habria que
concebir un mecanismo por el que unas veces entraran a for
mar parte de esas masas de HCnu mas cantidad de segmentos

cromosémicos que otras.

Tras la observacién de las neuronas analizadas,

no hemos encontrado una diferencia apreciable en la cantidad
de cromocentros de unas neuronas a otras, Practicamente to-
das las neuronas presentan una escasez muy notable de estas
estructuras heterocromiticas y esto haria que, caso de exis-—
tir una mayor abundancia de ellas en algunas neuronas -aque
llas que poseyeran menor cantidad de HCnu— esta abundancia
fuera facilmente apreciable. Parece, por tanto, poco proba--
ble que la diferencia en las cantidades de la HCnu que presen
tan las distintas neuronss pudiera deberse a una diferencia
en la cantidad de segmentos heterocromiticos que entraran a

formar parte de su HC asociada al nucléolo,

La segunda posibilidad, apuntada antes, de que par-
te de la HC que integra la HCnu pudiese adoptar una configura
cién eucromética, explicarfa las diferencias existentes entre-

unas neuronas y otras, pero entonces no cabria considerar —-—
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esta estructura como HC constitutiva puesto que, al poder -
adoptar el estado eucromiatico —dependiendo de caracteristi-
cas celulares concretas- en mayor o menor grado, no serfa
una estructura heterocromitica de caricter permanente, Ha -
bria que considerarla mejor como una HC de tipo funcional
que pudiese variar su configuracién —eu o heterocromitica-
dependiendo de las necesidades y caracteristicas celulares
de la neurona donde se encuentre; o bien, habrfa que con -
cluir que parte de lo que hasta ahora se viene consideran-
do como HC constitutiva, pudiera corresponder, en realidad,

a una HC funcional,

De cualquier modo, independientemente del meca —
nismo que pueda llevar a su formacién, la diferencia inter
neuronal en la cantidad de HCnu existente en sus niicleos
postula la existencia de una relacidn entre esta HC y carac
teristicas celulares concretas, llevando a una interdependen
cia entre la actividad celular y el tamafio, o expresién, de
la HC asociada a su nucléolo, hecho que no cuadra con la tf-
pica concepcidn de una HC inerte, adscrita hasta ahora a la

HC de tipo constitutivo,

Estudios anteriores sobre esta HCnu en las neuro-
nas del ratén hablan en favor de esta interdependencia; con
cretamente, se han observado variaciones en la cantidad y
morfologia de estas masas heterocromdticas asociadas al nu-
cléolo como respuestas a experimentaciones que inducian al-

teraciones en la situacién general de los elementos nerviosos,
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fundamentalmente una inanicién celular prolongada (Andrew v
Andrew, 1942), hecho que tampoco corresponderia a una natu-—
raleza constitutiva de esta HCnu. Existe, asf mismo, obser-
vaciones de una cierta actividad transcriptora a nivel de

ciertas regiones de HC constitutiva en oocitos humanos -
(Stahl y col., 1975), actividad, al parecer, en relacién —-—
con la aparicién de micronucleolos como respuesta a necesi-
dades especiales de estas células durante el estado de Di -
plotene, Del mismo modo, la HC constitutiva de Microtus -
agrestis, en las células del tiroides, puede activarse por

estimulacién realizar una actividad transcriptora (Schnei -

der y col., 1973).

Estos hechos indican, en definitiva, que el consi
derar a la HC asociada al nucléolo como una HC constitutiva
no parece muy adecuado; aparte de que, posiblemente, estruc
turas heterocromidticas hasta ahora consideradas de caricter
constitutivo, puedan tener un significado mas funcional del

que se les adscribia,

La variabilidad de las cantidades de HCnu entre
unas neuronas y otras aporta, ademids, la posibilidad de con-
siderar esta nuevo parametro celular en los diferentes estu-
dios que puedan realizarse sobre este material, facultando
la realizacidén de comparagiones neuronales desde nuevos An-—
gulos que complementen y enriquezcan las comparaciones cli-
sicas en base a los pardmetros morfolégicos tfpicos tales

como los tamafios neuronales, nucleares, morfologfa celular,etc.
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En este sentido resultan interesantes las correla—
ciones encontradas entre los tamafios de la HCnu y los restan

tes parémetros celulares analizados.

Resulta claramente demostrativa la relacidén inversa
que existe entre los tamafios del nucléolo y de su HC asocia-
da, hecho observado en las dos poblaciones neuronales anali-
zadas. Tanto si se trata de grandes células del nicleo Hipo-
gloso, como de pequefias neuronas del ndcleo dorsal del Vago,
existe esta correlacién inversa donde, a mayores tamafios del
nucléolo, corresponden menores cantidades de HCnu y vicever-
sa. Esta correlacién inversa Nucleolo—Heterocromatina asocia
da ha sido encontrada tambien por otros autores en materiales
diferentes (Vagner-Capodano y Stahl, 1974); concretamente,
encontraron en fibroblastos de Coturnix coturnix japonica -
que las células gue poseian un gran nucléolo presentaban pe-
quetias masas de HC adosadas a su superficie, mientras que en
aquellos fibroblastos que poseian nucléolos pequefios, las ma-

sas heterocromdticas asociadas eran muy voluminosas.

Esta correlacidn parece indicar una cierta interven
cién de la HC asociada en la formacién del nucléolo., La expli-
cacién mids directa serfa el que estas masas de HCnu represen-—
tasen una reserva de cistrones de rDNA y que hubiera una mayor
o menor cantidad de ellos en estado inactivo -y por- tanto he-
terocromdtico-, lo que repercutiria en que el tamafio del nu-
cléolo fuera mas o menos grande, siempre en proporcién inversa,

dependiendo de esta mayor o menor cantidad de cistrones acti-
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vos. Esta hipétesis postularfa la formacién del material nu-—
cleolar a expensas de estas masas de HC asociadas a é1 Vs
por tanto, habrian que considerar a esta HC como de tipo fun
cional, que podrfa activarse en mayor o menor grado —depen ~
diendo de necesidades celulares~, y llevarfa a la formacidn

de nucleolos mas o menos voluminosos,

Existen descripciones, en apoyo de esta idea, que
comprueban la formacidén de material nucleolar a partir de
HC asociada a el, HC que se despiriliza en mayor o menor gra
do, dependiendo de necesidades celulares concretas, y comenza
ria a ser actiwma, originando un incremento en el tamafio nu -
cleolar (Weber, 1971; Natajan y Sharma, 1971). Asf mismo, se
han descrito formaciones heterocrométicas asociadas al nucléo
lo que representan cistrones ede DNA ribosémico con capacidad
de actuar en determinados momentos de la vida celular de al-
gunos tipos celulares (Lima-de-Faria y Moses, 1966; Lima~de-

Faria y col., 1969),

Esto harfa catalogar a las masas de HC adosadas al
nucléolo de las neuronas del ratén, como depésitos de DNA ri-
bosbémico, rDNA que estarfa amplificado en esta especie animal
Y que actuaria en maydr 0 menor grado, dependiendo de la exis

tencia de una actividad celular mis o menos acusada,

Son midltiples las observaciones acerca de la exis-
tencia de una cantidad variable de cistrones implicados en la

sintesis de rRNA en diferentes especies, como resultado de una
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amplificacidén de estos genes (Brown y Dawid, 1968; Vincent
y col., 1969; Malva y col., 1972; Maher y Fox, 1973; Jawors
ka y Lima-~de-Faria, 1973; Wellauer y col., 1974; Mohan y -
Flavell, 1974; Sinclair y col.,1974). Ello indica que la
existencia de una gran cantidad de genes de RNA ribosémico
que pueda actuar como reserva, con capacidad de activarse
en determinados momentos, es un hecho relativamente abundan
te en multitud de casos. Las masas de HC asociada al nucléo-
lo en Mus musculus pueden representar un ejmplo de amplifi-
cacién de cistrones de rDNA, con un porcentaje de ellos,

en forma activa, variable de unas células a otras.

Este hecho estaria, asi mismo, en consonancia con
el comportamiento de esta HC frente a los procesos de diso-
ciacién y reasociacidén del DNA, La velocidad de reasociacidn
encontrada para el DNA de esta HCnu corresponde, como dijimos
en su momento, a un DNA de tipo repetitivo. Es conocida la
naturaleza repetitiva del rDNA, puesto que en casi todos los
organismos existen multiples cistrones de este tipo de DNA
implicados en la sfintesis de RNA ribosémico,multiplicidad que,
en ocasiones, llega a ser de varios cientos de miles de secucn
cias (Shapeville y Haenni, 1972). A una naturaleza repetitiva
de este rDNA como la descrita, corresponderfa una velocidad
de reasociacién mis répida que a un DNA mis heterogeneo como

el que constituye otras regiones del genoma.

Hay que considerar, no obstante, la existencia de

DNA satélite formando parte de la HCnu del ratén (Rae y Franke,
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1972) y la no existencia de RNA complementario a este tipo

de DNA encontrada en esta especie (Walker y col., 1960; -
Flamm y col,, 1969). Sin embargo, hay que hacer notar que

los diferentes estudios realizados a partir de HCnu purifi-
cada, en relacidn a su contenido en ﬁNA satélite, muestran
que no todo el DNA que forma parte de esta HC es de éste
tipo, variando los porcentajes obtenidos segin los diferen-
tes autores (Schilkraut y Maio, 1968; Yasmineh y Yunis,1970).
Por otra parte, frente a lo dicho més arriba, hay que contra
poner diversas observaciones que describen la existencia de
distintos RNAs complementarios a las cadenas de DNA satélite;
RNAs de tipo adn no establecido totalmente (Britten y Kohne,
1968; 1969; Harel y col., 1968; Cohen y col., 1993). La exis-
tencia de RNAs complementarios de DNAs de tipo satélite ha si
do comprobada, tambien, en difercntes especies (Gall, 1969;
Kedes y Birnstiel, 1971; Jones y Corneo, 1971; Saunders y col.,
1972; Balsamo y col., 1973), y puede ser indicativa de la -
existencia de una cierta actividad transcriptora a nivel de

este DNA satélite, que no se habrfa considerado inicialmente,

La posible relacidén de las masas de HCnu con la for-
macién del material nucleolar, bien por representar depésitos
de cistrones de rDNA con posibilidad de activacién, bien por
poder integrarse en la organizacién del nucléolo con una acti-
vidad adn desconocida, no estd tefiida con las observaciones
efectuadas en distintos materiales, sino que aparecerfa como -

un ejemplo mis de los casos ya descritos,.
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Esta interdependencia entre nucleolo y HC asocia-
da, sea cual sea el mecanismo por el que se da, queda refle
jado en la existencia de esa correlacién inversa entre ambas
estructuras y provee de un nuevo método de estudio de las

neuronas del ratén en relacidén a ambas parémetros.,

Lo expuesto anteriormente explicaria, asi mismo,
la existencia de una correlacién inversa, tambien, entre el
tamafio de la HCnu y el tamafio neuronal, y la no existencia
de esta correlacion en el caso del nitcleo celular. Efectiva
mente, si la formacidén del nucléolo se hace a expensas de
la HC asociada a el, resulta 1lé6gico pensar que células de
gran tamafio -y que por tanto poseen una mayor cantidad de -
ribosomas en su citoplasma para atender a su actividad sin-
tética mis acusada- necesitarin estar dotadas de un nucléo-
lo mayor, puesto que la sintesis de material ribosdémico en
ellas debe estar incrementada, y, consiguientemente, la can-
tidad de HC que exista asociada a este nucléolo serd menor,
Existe, de este modo, una interdependencia entre la activi-
dad sintética de la neurona y la cantidad de material croma
tico asociado al nucleolo que puede permanecer en la forma
condensada -heterocromatina-, Cuanto mayor sea una neurond
y mayor, por ténto, su actividad sintética, necesitaria mayor
cantidad de material cromatinico en estado activo formando
parte de su nucléolo, y la cantidad de HC asociada al nucléo-
lo -que representaria el resto de material no activo- debe
disminuir. Lo contrario deberia suceder en neuronas de peque—

fia talla -y por tanto de necesidades menores—, pudiendo per-
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manecer unpa mayor cantidad de material formados del nucleolo

en estado inactivo, es decir: heterocromético.

No cabrfa esperar entonces una relacién importante
entre el tamafio del nicleo celular y la cantidad de HC aso~
ciada al nucléolo, pues, en tdltima instancia, esta HC esta—~
ria mis relacionada con actividades sintéticas que estén te-
niendo lugar a nivel del citoplasma, y por tanto estaria més
influida por el volumen de este que por el del micleo, Ello
se manifiesta en que, tal como apuntabamos en los resultados,
la relacién existente entre HCnu y nidcleo celular no podemos
considerarla como significativa -~a tenor de loes valores ob-
tenidos~ pues se mantiene en los limites de lo aleatoric. E1
que en unos casos entre dentro de lo significativo -de forma
escasa, en cualquier modo- o no lo haga, dependeréd, en defi-
nitiva de las proporciones de tamafios que existan entre nu-
cléolo, nicleo y superficie celular, ya gue al estar la HCnu
correlacionada con dos de estos parimetros ~superficie celu-
lar y nucleolar-, si el tercero de ellos ~superficie nuclear-
presenta unos valores proporcionados a los dos anteriores,
puede salir una cierta correlacién entre el y la HCnu, 5i
esta proporcién entre el nucleo neuronal y nucléolo y tamafio
celular no es sufivientemente estrecha, la HCnu no mostrard

una correlacién apreciable con la superficie nuclear,

Este hecho se encuentra reflejado en los resultados
obtenidos para los dos niicleos bulbares estudiados. Como se

observa en la gr4fica 8, la proporcién que existe entre el ta-
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manifio medio del nicleo celular con respecto al tamafio medio
de nucléolo y célula, en las neuronas del nidcleo del nervio
vago, es lo suficientemente estrecha como para que en ecsta
poblacién se obtenga una pequefia correlaciédn entre bbs tamafios
de HCnu y del nificleo., Sin embargo, en las células del nicleo
del Hipogloso, la relacidén que existe entre los tamafios me-—
dios del nucleolo y célula respecto al tamafo medio del nidcleo
celular, es menos proporcionada y no se obtienen valores del
coeficiente de correlacidén significativos para los parimetros

SHCnu/SN.

De este modo, la existencia de las distintas corre-
laciones podrfa explicar la intervencidén de la HC asociada al
nucléolo en la formacién del material nucleolar; intervencién
que vendrfa demandada, en mayor o menor grado, por las necesi-
dades funcionales de la célula. Los tamafios de HCnu y nicleo
va quedd expuesto que son independientes, o al menos no guar-

dan una relacidén directa,

Estas sospechas se ven, por otra parte, avaladas
en el estudio comparativo realizado sobre las dos poblaciones

celulares analizadas.

Las neuronas integrantes del niicleo del Hipogloso,
poseen una menor cantidad media de HCnu que las que integran
el ntcleo dorsal del Vago. Esto vendria explicado porque las
neuronas del primer ejemplo representan un tipo celular de

tamafio considerable; por el contrario, las células integrantes
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del micleo dorsal del Vago son neuronas relativamente pe-
quenias y que, logicamente, poseen una cantidad de riboso-

mas menor ¥y una actividad menos acusadae.

El estudio de la cantidad de HCnu en las neuro-
nas de ratén, aparece, de este modo, como una posibilidad
nueva de clasificacidn y diferenciacidén neuronal., En este
pardmetro celular se veran reflejados el tamaiio celular
y el de su nucléolo, reveldndose como un nueve valor a

tener en cuenta para el andlisis de tipos neuronales de -

esta especie animal.

El andlisis de los dos nuevos parametros intro-
ducidos en estos estudios —el Indice de Constitucién y la
Constante de Organizacién Nucleolar-~ merece un comentario
antes de finalizar, Ambos pardmetros son itiles para el
estudio de poblaciones neuronales, pudiendo establecerse
valores especfficos para cada uno dependiendo & la pobla-

cién analizada,

El IC muestra, sin embargo, una diferencia apre-—
ciable, en su valor medio, entre ambos niicleos estudiados.
Al ser una representacidén de la cantidad de HCnu con respeg
to al tamafio nucleolar, reflejard de forma muy directa la
diferencia que pueda haber entre unas poblaciones celula-
res y otras y, al representar un cociente entre dos valores
que varian inversamente, su valor oscilari bastante, de unos

conjuntos neuronales a otros, aunque las diferencias entre



184

las proporciones de ambas estructuras no sean demasiado
grandes. Es, por asi decirlo, un parémetro que amplifica —+
las diferencias existentes entre distintos grupos de neuro
nas en lo que se refiere a la relacidén existente entre sus
nucléolos y su HC asociada., Aparece, por ello, como un fn-
dice muy caracteristico de cada poblacion neuronal que pue-—
de usarse como parametro representativo a la hora de esta~

blecer comparaciones entre zonas -diferentes del cerebro,

La CON es, por el contrario, un parimetro qae re-
fleja la relacién existente entre el tamafic neuronal y ¢l
conjunto de estructuras relacionadas con la organizacién nu-—
cleclar £nucléolo y regiones heterocromdticas asociadas—
Dicho de otro modo, la situacién conjunta de nucléolo y HCnu
dividida por el tamafio celular seria andloga para todas las
neuronas de un individuo, independientemente de la relacidn
existente entre HCnu v nucléolo en cada caso (IC}. Este pa~
rdmetro se muestra mis representativo, de especie animal,
que para establecer valores diferenciales entre poblaciones
neurcnales distintas, No obstante, aporta, junto con €l ic,
un nuevo fndice a tener en cuenta a la hora de realizar es-

tudios comparativos.

El estudio de estos nuevos pardmetros, junto con el
de los parmetros celulares clésicos ~tamafio celular, nucleo=~

lar, morfologfa neuronal, tipo de ramificaciones, etc,~ enri

guecerd los andlis comparativos sobre diferentes regiones

del cerebro, al mismo tiempo que posibilita el estudio de -
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poblacicnes neuronales desde un nuevo punto de vista,

Estos pardmetros significan un nuevo método de anilisis
neuronal que afadir a todos los que, conjuntamente, po-
drin llevarnos al esclarecimiento del modo de funciona-—

miento del Sistema Nervioso,
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De acuerdo con los resultados obtenidos en nues-
tro estudio acerca de la Heterocromatina neuronal asociada
al nucléolo en el cerebro del tatén, y tras la discusfon y
comentario de los mismos, establecemos las siguientes con-

clusiones:

12,~ Del estudio diferencial realizado entre la situacién
que ofrecen el nucléolo neuronal y las masa a él1 aso-
ciadas se deduce, tras el empleo de las diversas téc-
nicas, que tales masas se comportan como Heterocroma-

tina asociada al nucleolo.

28,~ Esta Heterocromatina asociada al nucléolo representa
el componente heterocromitico mas abundante de las neu
ronas de Mus musculus. Es, por el contrario, muy esca-
sa la existencia de estructuras heterocromdticas en -
forma de cromocentros en el interior del nilicleo neuro-

nalc

32,~ La Heterocromatina asociada al nucléolo aparece, més
recuentemente, a modo de dos masas alargadas, situadas
de manera opuesta sobre la superficie nucleolar. Existe,
no obstante, una cierta variabilidad morfolégica, con

la aparicién de configuraciones diversas.

42,~ No se ha encontrado una relacién de estas masas de He-
terocromatina asociada al nucléolo con el sexo del ani-

mal, no tratandose, por tanto, de una cromatina sexuale.

5a,~ La valocidad de reasociacién del DNA'constituyente de

esta Heterocromatina asociada al nucléolo parece corres
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ponder a la de un DNA de tipo repetitivo.

El comportamiento de esta Heterocromatina asociada al
nucléolo frente a la hidrélisis con DNasa, asf como cier
tas caracterfisticas tintoriales, apoyan la sospecha de
la existencia de una cierta cantidad de RNA formando -

parte de esta estructura heterocromitica.

Los tamafios absolutos de la Heterocromatina asociada -
al nucléolo son diferentes de unas neuronas a otras,
constituyendo la cantidad de esta heterocromatina un

pardmetro variable caracteristico de cada neurona,

En la poblaéién representada por las células del nicleo
del nervio Hipogloso —poblacién de grandes células- la
cantidad media de Heterocromatina asociada al nucléolo
de sus neuronas es apreciablemente mas pequeiia que la
que posee la poblacién de pequefias células pertenecien-
tes a las —-neuronas del nicleo dorsal del nervio Vago-.
Parece existir, por tanto, una cantidad media de¢ Hete-
rocromatina asociada al nucléolo especifica de cada po
blacién neuronal, cantidad que seria menor cuanto mayor
fuera el tamafio medio de las neuronas que integran esa

poblacién,

Dentro de cada poblacidén neuronal, exizte una correla-
cidn inversa bastante estrecha entre los tamaiios del -
nucléolo y de su Heterocromatina asociadaj; de manera
que las neuronas que poseen mayor nucléolo presentan,
correlativamente, menor cantidad de Heterocromatina -

asociada a el, y viceversa.
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Asfmismo, hemos encontrado una correlaciédn inversa -
entre los valores de la Heterocromatina asociada al
nucléolo y el tamafio neuronal, dentro de ambas pobla-

ciones analizadas.

Para el estudio presente no se puede considerar como
significativa la correlacién entre el tamafio del micleo
neuronal y la cantidad de Heterocromatina asociada a

su nucléolo,

Las correlaciones encontradas permiten suponer una cier
ta intervencién de la Heterocromatina asociada al nu-~

cleolo en la formacidn de aste componente nuclear,

Cada uno de los nuevos indices establecidos -IC y CON-
presenta una distribucidén de valores caracteristica e

independiente (en forma de curva exponencial para el -
IC y de curva de Gauss para la CON) en ambas poblacio-

nes analizadas.

Los valores medios de cada uno de estos Indices varfan
entre ambas poblaciones neuronales analizadas, siendo
estos pardmetros un Indice caracteristico de cada pobla

cién neuronal, util en el estudio comparado entre ellas.

El intervalo de variacidén de los valores del IC es bas-
tante diferente en las dos poblaciones estudiadasj; no
ocurriendo lo mismo con los valores de la CON, cuyo in-
tervalo de variacidn presenta limites muy cercanos en

ambas poblaciones neuronales.,
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