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INTRODUCCION



Durante la formacién de de la retina del pollo (Gallus domesticus), las
sucesivas divisiones han de ir acompanadas de procesos de distincién que les
permita aquella expresién determinante de la conformacion del oérgano que
estan constituyendo los tipos diversificados en el contenido. De este modo, la
forma organica y la diferenciacién celular son dos fenémenos conjuntos que de
alguna manera han de encontrar manifestada su peculiaridad en los primeros

ciclos de divisién en el desarrollo.

En el desarrollo de la copa 6ptica se observa una disposicion celular formada
por una poblacién tanto mas homogénea en su estado de divisién cuanto mas
cerca nos encontramos de los primeros momentos. Durante las primeras etapas
de extension y conformacién de la copa éptica, hemos de considerar como
hechos mas importantes, de un lado, el incremento poblacional, conseguido a
través de la multiplicacion celular y, de otro, la duracion del ciclo y ubicacion
de la mitosis, expresados en el nimero de las mismas y los lugares en donde

aparecen.

En los mecanismos celulares de diferenciacién, la decisién celular tiene
necesariamente que ocurrir antes de que signos morfolégicos nos revelen el que
dicho proceso esta ya instalado. Tal proceso no ocurre simultaneamente en la
retina ni es igual en los mismos sectores a lo largo del desarrollo. Esto nos ha
de llevar al estudio de lo ocurrido a lo largo del periodo que va desde los
momentos iniciales de division celular y aquellos en que tenga lugar algun signo

de diferenciacion, como son a partir del estadio 18-19 de Hamburger y



Hamilton. Por ello, en el presente estudio vamos a atender fundamentalmente
a aquellos procesos ocurridos entre los momentos iniciales de la proliferacion
celular y distribucion celular hasta el momento en que aparezcan muestras

morfolégicas de la existencia de neuronas ganglionares.

En estudios anteriores ya habiamos analizado la situacién de los estadios
comprendidos entre el 13HH y el 19-20HH (Hamburger y Hamilton, 1951), para
conocer en ellos los indices mitéticos (IM), la localizacién y frecuencia de las
figuras de division. También otros autores habian indicado la existencia de
modificaciones en los ciclos a lo largo de esas primeras etapas de desarrollo en
la formacién retiniana en el pollo (Fujita, 1962; Kahn, 1974; Almendros y cols.,
1982; Abadia Fenoll y cols, 1983, 1984; Calvente y cols., 1983, 1985). Sin
embargo, en ninguno de estos estudios habian sido consideradas la influencia
que el empleo de la colchicina pudiera ejercer en el desarrollo de la copa 6ptica,
y por todo lo antedicho, nuestro propésito en el presente trabajo se centré en
analizar la variacion en las células y sus mitosis en esas etapas de desarrollo tras

la administracion de la droga.

En el desarrollo del estudio trataremos los siguientes apartados:
I.- Material y Método.
IL- Situacion Bibliografica.
IIL.- Observaciones y Resultados.

IV.- Comentario y Conclusiones.



l- MATERIALY METODO



Para el presente trabajo se han utilizado 60 embriones de pollo (Gallus
domesticus) comprendidos entre los estadios 13 al 20 de Hamburger y Hamilton
(HH). Los lotes han incluido embriones observados tanto en situacién normal
como tras la inyeccion de colchicina. El conjunto se subdividié de la siguiente
forma: embriones normales: 10 del estadio 13-15, 10 del estadio 17-18 y 10 del
estadio 19-20; tratados con colchicina: S embriones por cada caso de tratamiento
con 1h, 2h, 4h y 8h a partir del estadio 13, y 5 embriones con 4 y 8h de
tratamiento a partir del 16*).

Los estudios se han realizado sobre secciones histolégicas de 4 y 6 um de
espesor para su observacién a microscopia éptica. Como medios de tincién de
las secciones se han utilizado la toluidina y la reaccién citoquimica de Feulgen.
Los preparados se realizaron sobre copas épticas que fueron incluidas en resina
Spurr para su corte y tincién. A continuacién se expone el procedimiento

seguido, que consta de los siguientes apartados:
A) Sistema general.

B) Descripcién detallada de los procedimientos técnicos.



A. SISTEMA GENERAL.-

A.1. Determinacion de parametros de catalogacién del érgano retiniano y de

sus células.-

Para la obtencién de los valores y férmulas que se han empleado en el
presente estudio, se han verificado determinaciones en la retina sobre: el
volumen total, su nimero de células, y areas y volimenes de los 9 sectores en
que se dividio la retina para las seis zonas (frontales y horizontales):

SA - SM - SP (Superior: anterior, media y posterior)

MA - MM - MP (Media: anterior, media y posterior)

IA - IM - IP (Inferior: anterior, media y posterior)

y los correspondientes de la direccién vertical.

Volumen total

La determinacién de los volumenes de la regién prospectiva del epitelio
retiniano se realizé a lo largo de las etapas analizadas sobre unos territorios
delimitados del siguiente modo:

1) Trazando dos lineas paralelas que pasen por los bordes laterales del
ventriculo éptico, alli donde se ve que la retina se adelgaza para dar
transicion a la lamina pigmentaria.

2) Trazando dos lineas perpendiculares a la extensién total retiniana, con lo que

se consigue en cada nivel tres regiones de un tercio.



Para obtener el volumen total de la copa y regiones (V,), se calculé el area
de la superficie delimitada en cada corte histoldgico, y del conjunto de cada
bloque se emplearon los valores correspondientes para calcular el volumen total

utilizando el principio de Cavalieri:

V.=t) p.a(p)

expresion que, si se dispone de un analizador semiautomatico de imagenes y se
segmenta el area correspondiente se transforma en:

1=n
V.=t) Ay

i=1

por sustitucion de =p.a(p) por A,

Areas estudiadas y su numero de células. En su caso, volumenes hallados a
partir de ellas

Tras calcular V,, se pasé a estimar el valor N correspondiente al nimero de
células tomando el micleo como unidad de recuento. Para los recuentos se

tomaron 8 pares de cortes de forma aleatoria.

Escogidos los cortes en donde se iban a realizar los recuentos y medidas y
determinado el valor de extensién 0-x, se repartieron a partes iguales esas
longitudes para obtener las zonas anterior, media y posterior e igualmente en
la direccién perpendicular, las regiones superior, media e inferior, con lo que
se obtuvieron 9 territorios (superior-anterior, superior-media, etc.) en los que se

realizaron las medidas.



Se procedio a obtener los valores segun la siguiente pauta:

1) Se calcularon los volumenes ocupados por cada territorio (1 a 9) siguiendo
el método de Cavalieri.

2) Se tomaron dentro de cada territorio y aleatoriamente una zona de 900
pm?, que representa el "frame" de medida, y a partir de ella es como se
establecieron las relaciones de los valores y los calculos totales.

3) Los volumenes nucleares y el numero de células se establecieron a partir
de la férmula de De Hoff y Rhines (1961):

N
NV=—3A
o de Gundersen (1988):
%nlg
o Cruz Orive (1986):
25

segun que la transeccion sea parcial desde el punto Q al contorno del perfil o

tome todo el perfil.

4) Siguiendo el proceder de Cruz-Orive se hacen los disectores que
proporcionan el selector y se calcula v,

5) Sobre el material anterior y tras el empleo del estimador de lineas y
puntos adecuado se calcula el volumen total de las particulas y su
relacién Vy mediante el valor P,

6) Ahora se aplica la férmula:



y con ello habremos obtenido el namero de células, su  volumen medio y su

relacién con el volumen contenedor.

Distribuciones celulares a partir del andlisis de sus nicleos

Las células de la capa retiniana en los primeros estadios del desarrollo,
etapas entre el 13 y el 19 de Hamburger y Hamilton, pertenencen a una
poblacién que es mas homogénea conforme observamos estadios mas primitivos
y que se diversifica con el desarrollo hasta producir los tipos celulares

completamente diferenciados.

La progresiva diversificacion sabemos que se instala sobre ciclos que se van
alargando hasta la etapa G, por tanto resulta de interés analizar esta condicién
en situacién normal y tras la influencia que haya podido ejercer la inyeccién de
colchicina. Sobre los preparados seleccionados y siguiendo el procedimiento

aleatorio de obtencion de la muestra se dieron los siguientes pasos:

12.-  Seleccién de las células contenidas en los correspondientes frames de las
9 zonas analizadas.

22.- Realizacién de las distribuciones celulares, confeccién de histogramas y
de rectas de regresién entre area, volumenes y numero de mitosis para
la comparacion de valores entre los distintos conjuntos de cada situacién
estudiada.

3e.- Correcion de los excesos en las cuantificaciones, empleando las férmulas

correspondientes.



B. DESCRIPCION DETALLADA DE LOS PROCEDERES EMPLEADOS.-

B.1. Tratamiento de los animales:
Meétodo General de preparacion.
Inyeccién de colchicina.
B.2. Inclusién y corte. Técnicas de tincién e histoquimica para ADN.

B.3. Sobre la obtencién de parametros para el analisis celular.

B.4. Tratamiento de los datos.

Método general de preparacion

Los huevos fecundados, y aun sin iniciar su desarrollo, pasaron a una
incubadora, donde fueron mantenidos a una t* de 38,5°C. Durante el tiempo de

experiencia eran sometidos a un volteo automatico periédico.

Entre los embriones empleados hemos distinguido:
a) Embriones tratados con colchicina.
b) Embriones sin tratamiento.

¢) Embriones controles.

Los embriones sin tratar suponen un desarrollo normal, contrastado con otras
experiencias de nuestro laboratorio y en los que no se realizaron maniobras de

ningun tipo sobre los especimenes, salvo la incubacién.
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Los embriones control lo fueron con huevos no tratados pero a los que se les
inyectaba simplemente suero salino para poder asegurar que las variaciones que
se produjerarn se debian en su caso a la colchicina y no al mecanismo
instrumental. Asi se pudo comprobar, por lo que las comparaciones se
realizaron entre embriones normales y tratados con colchicina eran equivalentes

a las que se habrian obtenido con animales sin manipular.

Inyeccién de colchicina

Se empled colchicina en polvo de "Sigma". Se preparé una solucién madre:

10mgr de colchicina en 100ml de solucién salina Ringer.

La solucion salina Ringer se preparé disolviendo en 11 de agua destilada:

En el momento del empleo de la solucién para ser inyectada se procedié a

diluirla para obtener una concentracién de 0,1/100ml.

Cuando los huevos alcanzaron el desarrollo deseado, se sacaron de la
incubadora y, poniendo su camara de aire hacia arriba, se abrié una ventana en
la camara y membranas, hasta poner visible al embrién que quedaba envuelto
sélo por su membrana vitelina. Entonces se procedié a inyectar la droga
mediante jeringuillas hipodérmicas esterilizadas, empleandose volumenes de
0,1ml por animal. La administracion se verificé llegando hasta la zona inferior
de la region del ojo izquierdo; que son los que fundamentalmente se han

utilizado.

11



Posteriormente, los huevos asi tratados eran sellados con material plastico
adhesivo. Concluida la operacién, se introducian nuevamente en la incubadora
hasta que transcurriera el tiempo de incubacién acorde con el tiempo de

experiencia concreta.

- Tipos de experiencia en relacion con el tiempo de tratamiento y los estadios

de desarrollo en los embriones tratados -

Se emplearon animales que estuvieron en incubacién un tiempo comprendido
entre las 48 y las 72h. A estos tiempos deben anadirse los de accién bajo la

droga, que fueron 1, 2,4 y 8h. Segun lo anterior resulta el siguiente cuadro de

experiencias:
COMIENZO
TRATAMIENTO NUMERO DE EXPERIENCIAS
(Hr INCUBACION) TIEMPO TRATAMIENTO
TRATADOS | SINTRATAR
Nt ESTADIO
1h 5
— 10 | 13-15HH
2h 5
48h
4h 5
10 | 1617HH
8h 5
4n 5
60h 10 | 1920HH
8h 5

Los embriones sin tratar eran estudiados a una edad considerada la suma de

los dos tiempos: iniciacién mas tratamientos.



- Extraccién de los embriones y determinacién de su estadio (HH) de desarrollo-

Tras la abertura del huevo y previo a la extracion del embriodn, se le afiadian
unas gotas de fijador (formaldehido-glutaraldehido al 2%, v/v). Colocado el
embrién en un vidrio de reloj e inmerso en liquido fijador, se procedio a
determinar el estadio de desarrollo siguiendo las tablas de Hamburger y
Hamilton (1951) y los estudios de O’Rahilly y Meyer (1959).

Fijacién e Inclusion

En la preparacion del glutaraldehido se procedié a mezclar 8 volimenes de
glutaraldehido al 25% con 92 volumenes de cacodilato sédico 0,1M (pH 74).
Para el formaldehido se preparé la solucién mezclando S volimenes del mismo
al 40% con 95 volumenes de la solucién tampén

antedicha y que consta de:

cacodilato sédico............... 11,000gr
CLCaueeeerrresnarenecsenenas 0,250gr
SACATOSAuueeveererseeserneressnonne 8,558gr
agua destilada................... completar hasta 500cc

Para conseguir un ph 7,4, se afiaden unas gotas de CIH y se comprueba que

el pH de la solucion es ese.
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Los embriones se mantuvieron durante una noche y a una temperatura de

42C en la anterior mezcla fijadora.

Una vez conseguida la fijacion de los embriones, se procedié al lavado de los
mismos, eliminando el fijador de las muestras, con tres pases sucesivos de 1h en

solucién tampén.

Seguidamente, se llevo a cabo la deshidratacién de las piezas: Este proceso
supone el pase gradual de los embriones desde acetona al 30% hasta acetona al

100% de la siguiente forma:

acetona 30%......c.cceeeeerunne 1h
acetona 50%...........c.u.uu... 1h
acetona 70%......c.ceceuereennne 1h
acetona 90%........cceuveeeunnne 1h
acetona 100%.................... 1h
acetona 100%........ccovueee.. 1h

A continuacién se eliminé la acetona de las piezas con pases sucesivos en
éxido de propileno, (por ser éste mas miscible con las resinas que la acetona)

de la siguiente forma:

Etanol 100%-Oxido de propileno (1:1)............. Smin
Oxido de propileno.........cceecrruerrerunee. 10min
Oxido de propileno..........ccoeuueeueuennee. 10min
Oxido de propileno.........cccoeverurrnrnn. 10min

14



Para la inclusién propiamente dicha, se verificaron los siguientes pasos:
Oxido de propileno-Resina (1:1).......cccouu... 1h
Resina...ecccecccccnanecnnes 12h

Inclusién en capsulas con
resina y en estufa a 60°C.................. 16h

La resina utilizada en la inclusién ha sido "Spurr", en la que los distintos

componentes fueron mezclados en el siguiente orden y cantidad:

ERL 4206...........cc... 10,0gr
DER 736....ccccevvvuecrenne 6,0gr
NSA 26,0gr
S1 .. O4gr

Las capsulas utilizadas en la inclusiéon han de estar completamente secas
antes de entrar en contacto con el medio de inclusién, en este caso resina

"Spurr".

Obtencién de secciones histolégicas

Conseguidos los bloques de inclusién, éstos han de ser tallados antes de
proceder a la obtencién seriada de secciones histologicas. Ambos procesos se
llevaron a cabo en un piramitomo LKB. El tallado adecuado de las piezas

defini6 1a posterior direccion de corte deseada.

El corte de los bloques se realizé a 4 um y 6um en funcién de que las
secciones histolégicas fueran destinadas a posterior tincion con azul de toluidina

y/o la reaccién de Feulgen.

15



Las secciones recogidas se colocaron unas a continuacién de otras en riguroso
orden sobre pequenas gotas de agua, dispuestas en portaobjetos. El pegado de
los cortes se consiguié manteniendo los portas sobre una placa calefactora a

50°C durante unos minutos hasta la total evaporacién del agua.

Tinciones

Tanto para la tincién con azul de toluidina como para la demostracién con
la reaccién de Feulgen hubo de eliminarse la resina de las secciones histologicas,
lo que se consiguié sometiendo los cortes a la accién de vapores de bromo (en
campana de gases) y posterior pase de las secciones por acetona durante 1min.

Previo al procedimiento de tincién, los cortes fueron hidratados
gradualmente, por pases sucesivos en alcoholes segun la siguiente pauta:

Alcohol 100° 1min

Alcohol 96° 1min
Alcohol 90° 1min
Alcohol 70° . Imin
Alcohol 50° . 1min
Alcohol 30° 1min

- Tincién con Azul de Toluidina -

La solucién colorante se preparé anadiendo 0,33gr de Azul de Toluidina a
100ml de agua destilada. Con objeto de basificar el colorante, se anadieron
ademas 0,66gr de tetraborato sédico hidratado, Na,B,0,.10H,0.

Las secciones histolégicas fueron bafiadas durante 2min en la solucién

colorante y posteriormente lavadas con agua destilada.

16



La deshidratacion se ajusté a los siguientes pases en alcoholes durante el

tiempo indicado:

Alcohol 30°......cveereeeennnee 1min
Alcohol 50° . .. 1min
Alcohol 70°.....eeeeereeneee 1min
Alcohol 90° . .. 1min
Alcohol 96° ... lmin
Alcohol 100° 1min

Tras la deshidratacion, los cortes fueron aclarados con dos pases en Xilol

durante un tiempo de 1min.

Después de un ligero secado de los portas con papel de filtro, se procedié al

montaje de los mismos. El medio de montaje utilizado fue el Eukitt.

- Desarrollo de la reaccién de Feulgen -
Una vez hidratadas las secciones histolégicas y tras haber sido cortadas a 4u

6 6y, siguieron el siguiente proceso:

* Hidrolisis acida caliente con CIH 1IN....... 10min

* Lavado con agua destilada..........cceeervvueunene Smin

* Bafio en reactivo de Schiff......................... 90min

* Baro en acido sulfuroso SO,;H................. 15min

* Lavado con agua corriente...............oeneeee. 15min

* Deshidratacion en pases por alcoholes

desde 30° @ 100°.....ieecrerereereerereeesesen 1min/alc.

* Aclarado con Xilol (2 pases).....ccoeeeeeeeee. 1min

* Montaje en Eukitt

17



El &acido sulfuroso fue preparado nuevamente cada vez que se llevo a cabo
la reaccién de Feulgen, aniadiendo 0,45gr de metabisulfito de sodio a 75ml de
agua destilada.

La preparacién del reactivo de Schiff se hizo siguiendo la siguiente pauta:

Pararrosanilina.............ccocun..... 1,0gr
Metabisulfito de sodio............ 1,9gr
CHH IN 15¢cc
Agua destilada 85cc

Estos componentes mezclados segun el orden expuesto se dejaron madurar
durante unas 12h, tras las cuales se anadieron (con objeto de eliminar el exceso
de colorante), de 0,3 a 0,5gr de carbon activo por cada 100ml de solucién,
agitandose la solucién durante unos minutos, dejandose reposar y pasando a

filtrar el reactivo a través de un filtro de ceramica.

Un anélisis comparativo entre los valores proporcionados por las tinciones
con toluidina y el desarrollo de la reaccion de Feulgen nos permitié comprobar
que, a efectos de valoraciones morfométricas, los volumenes y densidades
celulares eran practicamente iguales cuando se emplearon preparados con
toluidina como cuando lo fue con Feulgen. Para ello el mejor procedimiento nos
pareci6 el llevar a cabo en varios embriones tinciones alternativas en los portas
de un mismo animal; con lo que de haber tenido lugar modificaciones como

consecuencia de la técnica se podian detectar sin duda.

18



Realizada la seleccién de células que se han de analizar, se estudiaron los
volimenes, nimero de nicleos celulares y los espacios por ellas ocupados (P/P)

y se distinguieron dentro de las mitosis el nimero correspondiente de subfases.

En la deteccion de la condensacion del producto ha de tenerse en cuenta que
se trabaja con secciones histolégicas y que, por tanto, es posible que ante un
perfil nuclear concreto se trate de una seccién con menor volumen que aquél

derivado del volumen del nicleo completo.

Proceder para los calculos del volumen nuclear

Para poder ser exactos en la obtencién de valores, se aprovecharon las
ventajas de los procederes del disector (Sterio, 1985), selector (Cruz-Orive, 1987)
y nucleador (Gundersen y col., 1988) para utilizar el microscopio en condiciones
tales que permitan la obtencién de datos sin desviacién sistematica de la media.
Se consigue dicha situacién cuando a efectos de medida se toma dentro del
preparado esa zona intermedia en cuyo volumen encontramos células completas.
Para ello se puede hacer su selector determinando la altura h dentro del propio
preparado. Sobre los elementos se coloca ahora un *frame’ que permita obtener
los valores de 1. Para todo lo cual, se toma primero, y de forma aleatoria, un
valor entre 0 y 1y, seguidamente, tomando un intervalo de 0,18, se obtienen
entre 5y 7 giros cuyos valores pueden ser p.e. 0,47, 0,65, 0,83, 0,01, 0,019, 0,37
y 0,55. A continuacién, tras determinar los arco-coseno alternantes de tales
valores, se hacen medidas de las transecciones, sin mover el preparado pero

moviendo el ’frame’ o viceversa, segun el equipo que se posea.
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Simultdneamente, y sobre el conjunto de elementos existentes se tomaron los

valores p/P.

Con todos estos datos obtenidos se puede aplicar la férmula:

|’

ref

N__ = =
Vn

par

v o

A estos efectos y para ver si nuestro procedimiento resulta 1til y exacto, se
realizé una prueba empleando los dos tipos de calculo a partir de los perfiles.
Con estas transecciones se obtiene un valor medio de 4,66, lo que daria un v,
de 105,97 empleando (« /3)T03, cuando se toman los valores de transeccién uno
a uno y se obtiene posteriormente 13 el valor de ¥, es de 108,66, o sea que
independientemente de los valores de v,, v,, v, ... V,; €s posible calcular el valor
medio por cualquiera de los dos mecanismos sin diferencia significativa y segun

como mas convenga a la distribucién de los datos en los ficheros.

A partir de nuestro sistema quisimos también comprobar la eficacia de los
valores obtenidos en funcién del numero de giros que se den al ’frame’ y de
medidas que se obtengan. Para ellos dispusimos empiricamente de S particulas

esféricas de diametros
10, 8, 6, 4, 2
y 5 particulas elipsoidales cuyos diametros mayor y menor eran respectivamente

10, 8, 6, 4, 2
54,321
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a partir de estos valores se obtienen unos volumenes reales que son:

para las esferas

%1{13= 523,29;268,08;113,09;33,51;4,19

v,= 188,49

para los elipsoides

%na2b= 261,79;134,04;16,75;2, 09

V.= 94,24

Se hicieron medidas aleatorias ponderadas sobre las particulas antedichas.
Si obtenemos ahora cada uno de los valores 103,
1, 13 13,...1 3 para cada serie se obtuvieron los valores para ¥, que para las

esferas fue

v,= 182,27

y para los elipsoides

v.= 96,78

es decir, valores sensiblemente proximos a los reales con una variacién
respectiva de 3,3%y 2,7%, lo cual supone cifras muy inferiores a los errores que

se cometen con otros métodos.
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La forma de control del grosor del corte debe vigilarse inicialmente
empleando microtomos adecuados. En nuestro caso, al emplear inclusiones en
resina Spurr, un sistema meticuloso de igualdad en la realizacién de las mismas
y un mecanismo de corte como el que proporciona el Pyramitome, obtenemos
secciones muy uniformes. Con todo, es conveniente comprobar, cuando menos
con el tornillo micrométrico del microscopio, el grosor del corte en varios
puntos, y mejor si se dispone de un sistema medidor de desplazamientos; una

interferometria resulta menos préctica y por supuesto mas costosa.

En el presente trabajo se han llevado a cabo los cuidados anteriores, asi
como eliminado las modificaciones que puedan ocasionar las retracciones
tisulares, pues al trabajar con métodos como el nucleador y el selector se

eliminan esas posibles modificaciones.

Sobre los sistemas o procederes empleados en la experimentacién

Tratemos ahora del proyecto experimental que ha sido llevado a cabo.

Siguiendo la técnica que se ha descrito en su lugar correspondiente, se
emplearon embriones de pollo del estadio 13-15HH a los que se inyect6 0,1ml
de una solucién de colchicina (obtenida tras afiadir a 100cc de solucién Ringer
Imgr de la droga), habiéndose encontrado que para estas concentraciones lo
mas importante era el lugar de la inyeccién (cerca de la copa éptica y en la
cavidad amniética). La misma pauta de inyecciones se realizé sobre embriones

que se encontraban en el estadio 17-19HH.

Las observaciones sobre el material derivado de los embriones se realizaron

mediante extracciones de los mismos, que se efectuaron a las 1, 2, 4, y 8h tras
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la inyeccién para embriones del estadio 13-15SHH y a las 4 y 8h para los de

estadio superior al 16HH.

Los preparados histolégicos derivados de las correspondientes tomas fueron
tratados alternativamente con los métodos de Feulgen y tincién con toluidina.
La intencién del tratamiento con colchicina anteriomente descrito es la de
producir acumulaciones celulares en metafase, teniendo en cuenta que en estos
estadios la duracién total es algo inferior a las 8hr y considerando los resultados

al compararlos con embriones en situacién normal.

Cuidados y consideraciones estereolégicos

Como ha sido suficientemente demostrado (Gundersen, 1978, 1980, 1986,
1988; Weibel, 1980; Cruz Orive, 1986; Badley, 1986; Mattfeld, 1988; Nyengard,
1988; etc.), la mayor parte de las determinaciones cuantitativas y morfométricas
realizadas con los métodos anteriores a 1980 suelen ofrecer datos
considerablemente sesgados. La forma de evitar esas desviaciones sistematicas
de la media consiste en emplear, de un lado, los nuevos sistemas de analisis
estereologico y, de otro, tener presente el concepto de que las secciones ofrezcan

perfiles isotrépicos a los distintos estudios.

Siguiendo la reciente estereologia, en el presente estudio hemos utilizado
fundamentalmente la comprobacién de métodos como el nucleador y el selector,
con otros como el ya clasico método de Cavalieri para la determinacién de los
volumenes de los espacios contenedores y el de De Hoff y Rhines (1961) para

el calculo del namero de elementos.

u

el S s <l 4k e
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La orientacién de las células en el interior de la copa 6ptica es dependiente
del lugar que se tome y por ello se hace necesario conocer la orientacién real
de los nucleos, para evitar medidas anisotrépicas. Conocida la orientacién y al
hacer girar adecuadamente los ’frames’ estimadores se rompe esa anisotropia,
siempre y cuando trabajemos sobre los perfiles mayores de la estructura y

aleatoriamente (dado que se toman nucleos completamente contenidos).

La realidad de la afirmacién anterior es facil de entender desde el momento
en que es igual tomar aleatoriamente transecciones sobre secciones TUR
obtenidas a distintos niveles de la particula que tomar la particula entera y
girar sobre ella los ’frames’, tomando los distintos valores de i:, cuando las
formas son elipsoidales y poniendo siempre el didmetro mayor en la misma

direccién (paralela a la direccion del corte histolégico).

Cuando las particulas son esféricas el proceder sera igual, si bien aqui la
estructura se ofrecerd isotrépica a cualquier direccién de corte y el unico
sentido que tiene el giro del ’frame’ es la obtencién de valores diferentes de 1,

cuyas terceras potencias (al ser el valor x) daran opcién a aplicar la férmula

(n/3)I 2

Un aspecto final a comentar en este apartado metodolégico es el de la
confeccion de programas para ordenador con los que podemos conseguir las
ventajas de obtener y tratar un volumen de datos que seria imposible de

cualquier otro modo.

En la realizacion de las medidas que venimos relatando se ha discutido sobre
la eficiencia del empleo de analizadores de imagen frente al de la microscopia
convencional de proyeccién y plantillas. Pero el problema no esta en la simple

comparacién sino en aprovechar las ventajas que ofrecen los analizadores de
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imagen y de los ordenadores, con su posibilidad de calculo, como es la de
permitir la realizacion simultanea de varios tipos de medidas, haciéndose asi
indiscutible su rendimiento. Ademas, si se confeccionan programas de medida
multiple, la eficiencia aumenta considerablemente y el programa puede llevar
un cierto tiempo, pero luego se dispone de él para todo el conjunto de medidas

que se tengan que realizar en el mismo trabajo y en los sucesivos.

Conviene igualmente relatar el que los valores que se obtengan en cada caso
proceden de un material en el que se ha podido fijar el momento de comienzo
del tratamiento, pero no es seguro el grado exacto de desarrollo de cada animal
y, por lo mismo, los resultados tienen un sentido de significacién media y sobre
todo al analizar su sentido general de la experiencia y la tendencia de las curvas.
A las variaciones de desarrollo base, hay qye sumar también la diferente
influencia que podria ejercer la droga segun las situaciones en que encuentre

al animal, algo de cuyo analisis, se carece de informaicén en la bibliografia.

También es de resaltar que en el presente trabajo, si bien se realizaron las
medidas anteriormente resefiadas, al comprobar entre la férmula de De Hoff y
Rhines y las de Gundersen y Cruz-Orive su falta de diferencias (sobre los valores
fundamentales a estudiar y sobre sus comparaciones), se utilizé preferentemente
el método de De Hoff, que es de aplicacién mas directa a nuestro propésito,
teniendo en tal caso valor de utilidad igual y sirviendo los sistemas de
Gundersen y Cruz-Orive como de comprobacién de la exactitud para los valores
que se venian obteniendo por el otro sistema. Es decir, al realizar pruebas y en
el estudio de los animales normales, se vio que para los propositos presentes
tanto nos daba un método como los otros, y se empled, ante tal circunstancia,
el mas directo.

Para el presente estudio se confeccionaron y ejecutaron los programas cuyos

diagramas se ofrecen en los cuadros 1y 2.
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ENTRADA Y CAPTACION IMAGEN CORTE COPA OPTICA

SELECCION ZONA CORRESPONDIENTE A RETINA

SEGMENTACION IMAGEN SELECCIONADA

CALIBRACION ANALIZADOR SEGUN AUMENTOS UTILIZADOS
4

IDENTIFICACION IMAGEN SEGMENTADA

SELECCION PARAMETROS (AREA)

MEDIDA Y ALMACENAMIENTO VALOR NUMERICO DE AREA

REPETIR PASOS 1 A 7 TANTAS VECES COMO CORTES TENGA LA RETINA
B

APLICACION MACRO ESCRITO PARA PROGRAMA LOTUS PARA EL CALCULO
DE VOLUMENES A PARTIR DE LA SUMA DE LAS AREAS DE LOS CORTES Y LA
DISTANCIA ENTRE ELLOS

Cuadro n? 1.-  Esquema del proceder seguido en el calculo del volumen de
las retinas objeto de estudio a partir de las areas de sus cortes
(método de Cavalieri), medidas con el analizador de imagenes
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ENTRADA Y CAPTACION IMAGEN CORTE COPA OPTICA

SELECCION FRAME DE MEDIDA

SEGMENTACION IMAGEN SELECCIONADA

CALIBRACION, IDENTIFICACION Y MEDIDA AREA FRAME
S

SELECCION PERFILES CELULAS EN INTERFASE Y MITOSIS EN FRAME

SEGMENTACION, CALIBRACION E IDENTIFICACION
&

ko3

SELECCION PARAMETROS (DIAMETRO MAXIMO, DIAMETRO MINIMO, AREA)

MEDIDA PERFILES CELULAS EN INTERFASE. ARCHIVO FICHERO CORRESPONDIENTE
E

MEDIDA PERFILES CELULAS EN MITOSIS. ARCHIVO FICHERO CORRESPONDIENTE
g

APLICACION MACRO ESCRITO PARA PROGRAMA LOTUS PARA EL CALCULO DE DIAMETRO
MEDIO CELULAS EN INTERFASE, N, Y, TRAS APLICACION FORMULA DE DE HOFF Y RHINES, Ny A
PARTIR DE LOS VALORES ARCHIVADOS EN 4, 8 Y 9. CALCULO DE INDICES
10

Cuadro n? 2.- Esquema del proceder seguido en el célculo de la densidad
numeérica en volumen de células en interfase y en mitosis y
de los indices correspondientes
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Il.- SITUACION BIBLIOGRAFICA

A.- Sobre ciclo y diferenciacién celulares

en relacién con nuestro tema.

B.- Sobre los estadios de desarrollo en la

copa retiniana.

C.- Estudios estereologicos.
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Como ya es sabido, ¢l ciclo celular representa el conjunto de acontecimientos
que, con un tiempo dado y para unos momentos de desarrollo, siguen las células
en su periodo proliferativo anterior a la diferenciacién. Su estudio se inicié en

torno a los comienzos del presente siglo.

Weissmann (1904), de acuerdo con Roux (1889), atribuye la diferenciacién
a variaciones existentes en los nicleos celulares, de tal modo que los productos
derivados de las mitosis que tienen lugar durante la embriogénesis vienen a ser
diferentes, aunque eso si deben de actuar de una misma forma. Existen también
otros factores debidos al ambiente citoplasmico. De acuerdo con esta misma
idea se ofrecen las experiencias sobre micromerotomia celular de Spemann
(1901, 1903) y los de trasplante nuclear de Briggs y King (1952), todos expresivos

de un control nuclear y una interaccién citoplasmica.

El proceso de diferenciacién va acompafiado de cambios significativos en la
composicién quimica de las células, cambios que van a depender de la
existencia de enzimas determinadas; esto es como decir, que la diferenciaciéon
se asienta sobre "la produccién de modelos enzimaticos" (como expresara
Spiegelman en 1948). Por lo tanto, la relacién proteina/DNA podria ser segin
exponen Davidson y Leslie (1950) una buena medida de apreciacion cuantitativa

del proceso.

El nucleo central de la diferenciacién aparece relacionado segun Holtzer y
col. (1972) con aquellos mecanismos endégenos que dotan a las células hijas de
una situacién o informacién génica que no aparecia ciertamente disponible en
su célula madre. Asi las cosas, la diferenciaciéon seria consecuencia de

mecanismos de regulacion en la actividad génica a través de los procesos de

29



induccién y/o represién de genes concretos, genes en los que muy posiblemente
se encuentran implicadas las histonas (Stedman y Stedman, 1950; Huang y
Bonner, 1962; Allfrey y col,, 1963; Lyser, 1971). El origen de estos mecanismos
residiria inicialmente en el citoplasma y consistiria en una desigual distribucién
de los materiales citoplasmicos del cigoto en la formacién de las primeras
blastémeras. Argumentos aportados a favor de esta idea son las experiencias de
Wilson (1904) y Conklin (1905), asi como las mas recientes de Fischberg y
Blackler (1970). En momentos posteriores a ese primer reparto aparecerian las
acciones de sustancias exdgenas y todo conjuntamente produciria la

modificacién de las expresiones génicas.

Sobre la forma de actuacién de las sefnales rectoras o inductoras, Britten y
Davidson (1969) exponen la existencia de grupos de genes reguladores y
sospechan que la sefal inicial conduce a un gen "sensor” que, mediante un
"sistema regulador”, produce moléculas‘ de RNA activador que pondran en
marcha las secuencias disparadoras de los genes productores. Georgiev (1969,
1972), a diferencia del control positivo propuesto por Britten y Davidson,
entiende la existencia de un control negativo, el cual supone que el mecanismo

de base ocurriria mediante la represién de secuencias de control.

En los mecanismos de regulacion de la diferenciacién, Maclean (1976) indica
la posibilidad de de existencia de genes "directores” cuya misién es la de
controlar todo el programa transcripcional de las células en diferenciacién (su
numero no seria superior a 200, en concordancia con el namro aproximado de
diferentes tipos celulares). Contariamos, por tanto, con unos 200 programas de
distinta diferenciacién y, en tal caso, la "determinacién” consistira en la eleccién
de uno de esos programas. Probablemente, la molécula sefial que penetra desde
fuera en una célula "diana" se asocie en el citoplasma con algun tipo molecular

concreto y el conjunto sera el que se encargue de alcanzar el correspondiente
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lugar de accién a nivel del DNA. En tal sentido, la molécula interna, o de
asociacion, actuaria como un "perro lazarillo" (Bonner, 1971), siendo su
naturaleza un RNA, como propone el mismo Bonner, o un material protéico,
segin O’Malley y Means (1974).

Pero, ¢ como es posible el que una célula produzca por divisién mitética dos
células hijas que vengan a poner de manifiesto condiciones que ella no
expresaba?. Balinski (1978) comunica que una vez puesta en marcha la actividad
génica se producen sustancias que actuaran sobre los genes, o sus productos de
expresion, produciendo nuevos tipos de transcripcion, que seran enviados como
nuevos mensajeros (ARN) al citoplasma; esto tiene lugar de tal forma que, a
medida que prosigue el desarrollo, la célula va empleando nuevos genes cuya
novedad de expresion depende de la direccion que la diferenciacion haya
seguido en las fases anteriores. El problema central de la diferenciacién
depende, segun Holtzer (1972), de mecanismos endégenos que hacen el que las
células hijas dispongan de una informacién genética que no se encontraba
realmente disponible en la célula madre; si bien el no estar disponible no

supone negar la posibilidad de existencia previa.

Tras cada ciclo celular podemos encontrar dos resultados: a) la formacién
de dos células hijas practicamente idénticas a la célula madre, o b) originarse
dos células hijas (mas o menos pronto) diferentes a la célula progenitora.
Cuando los ciclos conducen a la duplicacién del fenotipo materno se denominan
“ciclos proliferativos", mientras que si se producen células con nuevas
perspectivas son denominados “ciclos cuantales" en la expresiéon de Bishoff y
Holtzer (1969) o "criticos" en la terminologia de Koniukhov y Sazhima (1976).
Un tipo celular diferenciado sélo hara aparicién después de un determinado
numero de ciclos celulares criticos. Es decir, un pequefio nimero de ciclos de

este tipo son responsables del establecimiento de sucesivos estados de
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inaparente determinacion en las células que se estan diferenciando (Holtzer y
cols., 1972). Esta situacion esta confirmada por experiencias de inhibicién de la
mitosis y de la sintesis del ADN, de tal modo que si esta situacién antedicha no
ocurriera tampoco tendria lugar el estado final de la diferenciacién (Tsanev y
Sendov, 1971).

En todo ciclo distinguimos la interfase del periodo mitético. En éste
observamos los cambios de estructura ocurridos fundamentalmente a nivel del
nucleo, siendo mucho menos aparentes las modificaciones del citoplasma y
membrana plasmatica. Hay que distinguir, por tanto, dos acontecimientos: la
mitosis, o divisién del nucleo, y la citocinesis, o divisién del citoplasma y
estrangulacién de la membrana. Fue Flemming (1882) quien realizé la primera
descripcién del proceso mitético, si bien ya habia sido observada previamente.
La fase mitética ha sido subdividida en cuatro fases denominadas: profase,
metafase, anafase y telofase. Sabemos también que durante estas etapas tiene
lugar la separacién y distribucién equivalente de los cromosomas, cuyo material

habia sido previamente duplicado durante la interfase.

Entre cada dos fases de periodo de divisién transcurre la interfase. En su
transcurso se lleva a cabo la sintesis de las histonas, la duplicacion del ADN,
formacién de otros materiales, como los precursores del huso acromatico, y las
acciones metabodlicas necesarias para proveer de la energia que se haya de
emplear en el proceso. De todas estas sintesis, la que mayor interés ha
despertado es la del ADN,; cosa, por otro lado, légica ya que todo el proceso se
presenta como orientado al reparto de este material. La metodologia empleada
para el conocimiento de la duplicacién de este polinuclestido se ha basado en
el empleo de isétopos radiactivos , marcadores de la division o técnicas
citofotométricas, introducidas por Casperson (1940). Mediante éstas se puede

conseguir la determinacién cuantitativa en el desarrollo de la sintesis del ADN.
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En 1941, Casperson comunicé que el contenido de ADN se incrementaba de
manera continua durante la interfase para proseguir hasta la metafase.
Posteriormente, Swift (1950) y Patau y Swift (1953) demostraron que la cantidad
de ADN permanece constante a lo largo de la mitosis, concluyendo que la
duplicacién de este polinuclestido debia de tener lugar durante la interfase.
Mediante estudios realizados sobre divisién celular con P%, Howard y Pelc
(1953) distinguen dentro de la interfase y en relacién a la actividad de sintesis
de ADN, tres periodos: uno postmitético, durante el que no se detectaba
incorporacién del marcador y que denominaron "G,"; a continuacién, un
periodo en que si se detectaba incorporacién del marcador, en él ocurria la
duplicacién del ADN y se le di6 el nombre periodo "S"y, finalmente, un "G,"
(premitético) durante el cual tampoco se detectaba incorporacién del isétopo.
El conjunto de estas tres etapas constituyen lo que se denominé interfase.
Durante ésta las células parecen mostrar la misma imagen general, pero con

modificaciones de tamano.

Son varios los métodos que permiten analizar las fases del ciclo. Todos ellos,
hagan uso o no de isétopos radiactivos, persiguen el "marcar" o sefalar las
células en momentos diversos. Un método consiste en emplear la cafeina; se
debe a Kihlman (1955), quien, estudiando los efectos de la teofilina sobre
poblaciones celulares, observé la aparicién de células binucleadas, pensando
entonces que tal situacién podria ser empleada en estudios sobre ciclos de
divisién. La duracién del ciclo se determina por el tiempo correspondiente
comprendido entre la aparicién de dos picos consecutivos de mitosis (Gonzalez-

Fernandez y cols., 1966).

Un proceso analogo al conseguido con la cafeina se basa en el método que
utiliza la 5-bromo-deoxiuridina (BUdR). Este método, desarrollado por Wilt y

Anderson (1972), aprovecha la condicién de que ese compuesto, por ser analogo
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a la timidina, es incorporado al ADN suplantando a la base pirimidica en
aquellas células que se encuentran realizando la sintesis de la cadena
polinucleotidica (Schwartzman y Gutiérrez, 1980; Gutiérrez y Loépez-Saez,
1982). Uno de los métodos mas habitualmente empleados es el de Quastler y
Sherman (1959); se basa en que las células que se encuentran sintetizando ADN
incorporan la timidina-H> tal incorporacién puede ponerse de manifiesto
mediante citoautorradiografias, es decir, peliculas fotograficas impresionadas
por la radiactividad que emite este precursor radiactivo del ADN. El producto
es incorporado unicamente por las células que se encuentran en la fase "S" del
ciclo. Tras dar un "pulso” (incubacién en corto espacio de tiempo), el porcentaje
de células que se marcé alcanzara un maximo transcurrido un tiempo concreto;
a partir de ese momento, el porcentaje disminuira, para mas tarde experimentar
otro ascenso hasta alcanzar un segundo maximo. El intervalo de tiempo
transcurrido entre los dos maximos se corresponde con la duracién del ciclo
celular o "tiempo de generacién". El modo practico mas conveniente de estudiar
estos dos picos es tomando como momento de observacién el correspondiente
a las células que se encuentran en su estado de divisién. El proceso permite
también calcular la duracién de las fases, determinando los tiempos del ciclo
tras el empleo de algun inhibidor mitético como la colchicina (Morris y cols.,
1979). Sin embargo, la técnica mas ampliamente empleada consiste en la
simultdnea administracién de colchicina y timidina-H> en los inicios del
experimento y posteriores administraciones repetidas para que se pueda
mantener el marcaje durante el tiempo que dura el ciclo celular. El conjunto de
células en interfase que no han sido marcadas disminuye a lo largo de un
periodo de tiempo de valor igual a G, y se corresponde con el porcentaje de
células que no son proliferativas. Por otra parte, el porcentaje de metafases
marcadas va aumentando hasta un maximo en un tiempo igual al del ciclo
celular. Las metafases que quedan permanentemente sin marcar representan el

porcentaje del ciclo ocupado por G,: La relacion entre células no marcadas y
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células marcadas desciende hasta un minimo, empleandose en ello un tiempo
igual al de la duracién de la fase S. Se pueden también hacer calculos

deduciendo del tiempo total del ciclo la suma de las fases que se conozcan.

Del conjunto experimental con los diversos procederes se ha llegado a
conocer que la duracién del periodo G, es muy variable, en tanto que S y G,
presentan, generalmente, un comportamiento mas regular. G, es el periodo en
el que se decide el futuro de la célula, en el sentido de que aqui se determina
si va a seguir dividiéndose o iniciar el camino de la diferenciacién, entrando en
la fase denominada G, (Prescott, 1976; Brooks y cols., 1980). Scott y cols. (1982,
1984) han distinguido dentro del periodo G, cuatro subetapas: Gp, Gg, G y
Gy; en Gg y en Gy la célula es sensible a los nutrientes, en G a factores de
crecimiento, mientras que en Gy, la célula se mostraria sensible a determinadas
sustancias que conducirian a una continuidad en G, y la definitiva instalacién

de la diferenciacion.

Langman y cols. (1966) proponen para calcular la duracién de la mitosis un
método que parte del valor del indice mitético de Leblond y Walker (1956) y
Messier y Leblond (1960). El indice mitético representa el numero de células
que, en una poblacién homogénea, se encuentra en divisién frente al namero
existente en interfase en un momento dado; viene determinado por:

I,= 2n
N

En esta formula I, es el indice mitético, N el numero total de células de la
poblacién y N, el namero de células en mitosis. Como el indice mitético es
una funcién de la duracién de la mitosis (t,,) y de la duracién del ciclo celular

(t,), resultara que:

35



N,

m

_tm
N ¢t

De los anteriores valores sélo es conocido I,. Para el calculo de t, y ty
Langman y cols. (1966) emplean el sulfato de vincristina (inhibidor mitético que,
al igual que la colchicina, detiene la mitosis en metafase) y desde aqui calculan

el "indice de vincristina" (L) como:

N,
Lo

ﬁl(‘t
Q |I<

en donde N, , es el nimero de células detenidas en metafase a un tiempo dado

después del tratamiento (t,).

Del conjunto se deduce que:

Los estudios llevados a cabo en una poblacién, observada durante las
primeras fases del desarrollo de la copa éptica del pollo, se realizan sobre un
conjunto que se encuentra prdacticamente todo él en divisién. En nuestro
estudio, y cuando en cada caso hablamos de porcentaje de duracién, nos
referimos a la participacién que ese porcentaje representa en el indice
correspondiente, pero hay que entender que los valores se obtienen a partir de
una estructura que ofrece zonas en diferente estadio y células de diferente
velocidad de ciclo, y, por ello, la conveniencia de distinguir sectores y zonas

dentro de la totalidad de la copa.
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Durante las primeras etapas del desarrollo se aprecia que las zonas

prospectivas de Sistema Nervioso estan inicialmente constituidas por células

indiferenciadas que, después de varios ciclos de divisién, experimentan una serie
concatenada de modificaciones que las transforman en elementos neuronales de

transmision y de soporte y facilitacién metabdlica o gliales.

Siguiendo la descripcion clasica de His (1889, 1904), los lugares de
diferenciaciéon nerviosa pueden ofrecer las siguientes capas: (1) ependimaria, que
bordea la luz del tubo; (2) la del manto, abundante en células y (3) la capa
marginal, con escasas células o incluso acelular. En la opinién de este autor, la
capa ependimaria apareceria a su vez integrada por dos regiones, una mas
interna, compuesta de células redondeadas en la que aparecen frecuentes figuras
mitéticas (son las células germinales), y otra mas exterior, que consta de células
alargadas, denominadas espongioblastos . Hay células germinales que, emigrando
hacia la capa del manto, se diferenciarian en neuroblastos, mientras que los
espongioblastos daran lugar a las células gliales. Schaper (1897), en desacuerdo
con His, sugiere que tanto células germinales como espongioblastos representan

diferentes fases del ciclo de un mismo tipo celular.

Otros analisis llevados a cabo a lo largo de etapas iniciales del desarrollo son
los de Sauer, quien en 1951 y realizando estudios citologicos, defiende, si bien
indirectamente, la tesis de Schaper. Para Sauer, la capa ependimaria es un
epitelio cilindrico pseudoestratificado, en el cual las células integrantes se unen
a las superficies externa e interna de la misma mediante barras terminales.
Cuando las células estan préximas a dividirse, ocurre el acercamiento de sus
muicleos a la superficie luminal del tubo, entrando, a continuacién, en la etapa
de division, es decir, pasamos a una profase en la que encontramos aumento del
volumen nuclear y del diametro celular. En metafase, tiene lugar la retraccién

y desaparicion de las proyecciones que anclaban a las células a la superficie
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externa, observandose la esfericidad final de las mismas; por Gltimo, en telofase,
aparece la regeneracion del material de anclaje superficial , volviendo la célula
a la configuracién bipolar inicial, mientras los nucleos, alejandose de la
superficie luminal, vuelven a situarse mas centralmente en la capa. Este
movimiento de los mnucleos, denominado por Sauer (1935) "migracién
intercinética nuclear", parece que se realiza a velocidad constante tanto en su

desplazamiento hacia la superficie luminal como en su vuelta.

Empleando venenos mitéticos como la colchicina, se ha podido comprobar,
como hicieron Watterson y cols. (1956), que la teoria de Sauer es acertada y se
cumple en una considerable variedad de los denominados epitelios embrionarios.
Este parecer de Sauer (1936, 1937) ha sido confirmado por otros autores como
Kallen (1961, 1962). También se confirmé con el empleo de la
citoautorradiografi_a, como hicieron Sauer y Walker (1959), Sidman y cols.
(1959), Fujita (1963, 1965), Atlas y Bond (1965), Martin y Langman (1965), o

utilizando sulfato de vincristina como hacen Langman y cols. (1966).

Es sabido que la capa superficial o capa ependimaria fue denominada por
Fujita (1963) capa matricial, mientras que Langman (1968) la denominaba capa
neuroepitelial. Estas diferentes denominaciones vinieron a unificarse con la
designacion de "capa ventricular” a la capa ependimaria de His y, a la capa del

manto, "zona intermedia".

Con la denominacién de "movimiento elevador” o de "vaivén" figura en el
trabajo de Fujita en 1963 (este término es mas bien debido a Sidman, 1961) el
movimiento que realiza el nucleo antes, durante y tras la division celular. La
razén de este acontecimiento permanece aun sin respuesta, si bien algunas
opiniones como la de Jacobson (1978) indican que las migraciones podrian

favorecer la entrada a los nucleos de factores citoplasmicos que inducirian la
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puesta en marcha de una actividad génica diferencial. En relacién con las
variaciones de la forma que las células experimentan durante la realizacion de
los movimientos antedichos, Sauer (1937) es de la opinién de que intervienen
fuerzas interiores de la célula, viendo como responsables a las fibras
citoplasmicas, similares a las del huso acromatico, y que actuarian
fundamentalmente durante la interfase. Otros autores, como Pearce y Zwaan
(1970), encuentran que el redondeamiento celular lleva consigo la disociacion
de microtabulos, que se vuelven a ensamblar en G,; estos serian analogos a las
fibras observadas por Sauer. Tras la desintegracién microtubular, la célula
podria redondearse debido a las condiciones geométricas de la esfera, que
necesita para mantenerse menor energia de superficie. Messier y Auclair (1974)
han propuesto que los movimientos de desplazamiento tienen lugar mediante
procesos contractiles, debido a la comprobacién de que la citocalasina B es un
inhibidor de la migracién intercinética nuclear en el tubo neural de embriones

de pollo.

Con la multiplicacién celular, se vendra produciendo un crecimiento
poblacional en el que Morris y Cowan (1984) distinguen tres fases: una primera
fase exponencial, durante la cual el nimero de células aumenta con este signo
exponencial; en esta fase las dos células hijas producto de la mitosis de la célula
madre mantienen su capacidad de divisién. Una segunda fase, de iniciacién de
diferenciacién, en la cual aparece una retirada de células del ciclo de divisién
y donde se puede apreciar que las células comienzan formalmente a
diferenciarse, pero quedando todavia un grupo que continuara dividiéndose
activamente; finalmente, una tercera fase, o ultima, en la que la poblacién
permanece casi constante e incluso disminuye por los procesos de migracion
(cuando exista) y muerte celular. La circunstancia de que una poblacién se
encuentre en cualquiera de las fases antedichas va a depender, segan Dutting

y cols. (1983), de su "indice de renovacién”, que se define como el porcentaje
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de células que seguiran diviéndose tras la division de las células madre. Estos
valores pueden calcularse mediante citoautorradiografia; en caso de que la
renovacion sea superior al 50%, significa que el namero de células proliferativas
aumenta y que, consiguientemente, lo hara la poblacién total; si fuera igual o
menor al 50%, el nimero de células en proliferacién se mantendra o
disminuira, aunque el conjunto total seguira aumentando, si bien la curva de
crecimiento disminuye, y si, por ultimo, el porcentaje de renovacién fuera nulo,
la poblacién se mantendra o disminuira (caso de muerte, por ejmeplo), en cuyo
momento se puede decir que practicamente todas las células entraron en G, y

siguen ya el camino de la diferenciacién final.

De los estudios antedichos sobre actividad mitética se pueden obtener por
observacién microscépica directa: (a) el mimero medio de figuras mitéticas por
area de seccion (Hamburger y Kneefe, 1944; Hamburger, 1948); (b) el nimero
de mitosis por cada cien células recontadas o "indice mitético" (Coghill, 1924,
1933; Derrick, 1937; Fujita, 1964, 1967); (c) la media de mitosis por unidad de
area ventricular o "densidad mitética" (Hamburger, 1948), y en lo experimental

los valores equivalentes a la acumulacién metafasica.

En el conjunto de las diferentes medidas antedichas ya se ve que las mas
précticas han de ser la "b" y la "c". El indice mitético indica aproximadamente
las células que se encuentran en mitosis en el espesor de la capa ventricular en
un momento concreto (Kallen, 1961); si el nimero de medidas o estudios
realizados en una misma situacién es suficiente, el valor del indice resultara
significativo. La densidad mitética puede tomarse directamente como el grado
de acumulacién de mitosis por todo el area ventricular y es un valor que podra

variar segun el distinto caracter del desarrollo de la zona que se estudie.
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Disponemos en la obtencién de parametros de métodos que nos permiten
cuantificar la actividad mitética, tales como los que utilizan la colchicina o
marcaje de ADN con timidina tritiada. Se pudo comprobar que la colchicina
produce alteraciones en el Sistema Nervioso Central del embrién de pollo (Paff,
1939; Overton, 1958; Kallen 1962; Corliss y Robertson, 1963). A pesar de tales
alteraciones, estos métodos son, como vimos anteriormente, los mas empleados
para determinar la duracién de las distintas fases del ciclo celular. Los estudios
vienen a concluir que el ciclo celular en los vertebrados se va alargando
conforme la embriogénesis avanza (Kauffman, 1968). Asi las cosas, resulta que
las células matriciales, en las diferentes etapas del desarrollo, se comportan,
segun el parecer de Hoshino y cols. (1973), como si pertenecieran a conjuntos

que en su diferenciacién se encuadraran como entidades distintas.

Cualquier variacién detectada ‘a lo largo del ciclo es producto del
correspondiente retardo en una o varias de las fases que lo constituye. Asi, se
ha podido ver (Defendi y Mason, 1963; Cameron, 1964; Prescott, 1964) cémo en
mamiferos la fase mas afectada con el desarrollo es la G,, mientras que S, G,
y M permanecen relativamente constantes. Autores como Wilson (1973, 1974)
han podido ver cémo, en el techo éptico de embriones de pollo, G, y S
permanecen constantes, mientras que se modifican con el desarrollo G; y M.
Conforme el tiempo transcurre, llega un momento de la embriogénesis en que
aparecen células que, separandose de su anclaje a la superficie luminal, se

desplazan hacia la capa del manto y entran en G,.

Para Martin (1967) la orientacién normal del plano de divisién en el conjunto
neuroepitelial es la perpendicular a la superficie ventricular, lo cual implica, a
Su vez, una orientacion paralela del propio huso. Cuando el plano de divisién
es paralelo, el huso aparecera perpendicular, con lo que una de las células hijas

quedara mas alejada del borde ventricular, dejara de estar anclada a esta
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superficie y se encontrara mas libre para realizar su migracién hacia la capa del
manto. Segun Sechrist (1969), el futuro de las dos células hijas queda
determinado antes de la division final de la célula progenitora. Esto podria
ocurrir bien durante la interfase anterior, bien durante la mitosis, o bien durante
ambas; el que pueda ocurrir algo durante la mitosis o bien el que la mitosis
ofrezca manifestaciones de que el cambio ha tenido lugar constituye una de las
hipétesis de nuestros trabajos. Hinds (1977) apunta la posibilidad de que en el
Sistema Nervioso Central la decisién de una célula para entrar o no en divisién
ocurre a finales de G,. En este sentido, Fujita (1963) cree en la posibilidad de
que la diferenciacién neuroblastica se determine en la capa matricial conforme
la célula va descendiendo, pudiendo reconocerse signos de diferenciacién
cuando la célula ha abandonado la capa matricial; opina Fujita que la
diferenciacion neuroblastica ha de tener lugar antes de que la célula recién
formada entre en el periodo de sintesis de ADN, coincidiendo, por tanto, con

el periodo de parada postmitético.

Una vez que se instala el proceso final de diferenciacién hay que distinguir
dos fases: una menos clara o "cover", y otra detectable u "over". Segin Grobstein
(1964), 1a primera fase comprende sucesos poco conocidos que nos llevan a la
segunda, en la cual se hacen detectables las modificaciones intracelulares. Estas
situaciones, claro esta, dependeran de la metodologia de que vayamos
disponiendo y de los avances que vayan teniendo lugar. Los primeros cambios
detectables en el neuroblasto son, segun diversos autores: un desarrollo de
reticulo endoplasmico rugoso (Fujita y Fujita, 1963; Pannesse, 1968), una
identacion del mucleo (Fujita y Fujita, 1963), la aparicion de filamentos
citoplasmicos (Lyser, 1964, 1968) y un incremento de la actividad acetil-
colinesterasica (Strumia y Baima-Bollone, 1964; Burt, 1968; Miki y cols., 1981),
cambios todos ellos que conduciran con porterioridad al desarrollo del axén, el
cual, cuando se aproxime a otro neuroblasto, podria inducir en éste una serie

de cambios de diferenciacion, representando los momentos finales y definitivos.
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Fue gracias a J. Kepler (1608) el que se llegara a concebir la retina como
tejido totalmente sensible primario del ojo, debiéndose también a él la idea de
comparar el ojo con una camara, sobre cuya superficie posterior resultaba

enfocada la imagen.

Los estudios sobre la constitucién histolégica de la capa retiniana
comenzaron hace algo mas de cien afos. Fueron Miller (1857) y Kolliker
(1867) quienes iniciaron tales estudios mediante el empleo del acido crémico.
A partir de entonces se ha podido ir viendo cémo Schultze (1867) descubria las
gotas coloreadas en la retina de las aves, Hoffmann (1877) comunicaba la
exitencia en la retina de estos mismos animales de dos tipos de conos (los
correspondientes actualmente a las formas simple y doble), Golgi (1873) daba
a conocer sus iniciales técnicas, y Ramén y Cajal (1892, 1909 y 1911, 1932 y
1933) se ocupaba de exponer la organizacién histolégica retiniana, que aun hoy

conservamos como de gran utilidad.

Tras los analisis realizados con la microscopia electrénica se han podido
ampliar los conocimientos del caracter mas fino de los elementos retinianos

(Morris y Shorey, 1967; Pedler, 1969; Meyer, 1973) que constituyen la zona.

A partir de las diferentes comunicaciones que se fueron recibiendo, se llegé
al establecimiento de que la retina de aves consta de nueve estratos diferentes.
Tales estratos pueden ser distinguidos ya a partir de los tres dias de la eclosién,
como Sheffield y Fishman (1970) comunican. En estos estratos distinguiremos
seis tipos neuronales: conos y bastones (fotorreceptores), células bipolares,
células horizontales y amacrinas, y, como ultimo elemento de proyeccion, las

células ganglionares. Entre las células fotorreceptoras, las horizontales y las
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bipolares se establecen contactos intersinapticos a nivel del estrato plexiforme
interno. También se establecen contactos sinapticos entre las bipolares,
amacrinas y ganglionares, pero en este caso a nivel de la plexiforme externa.
Junto a los elementos neuronales anteriores podemos detectar la existencia de
las células gliales, conocidas como células de Miiller. En cuanto a los analisis
de tipo morfométrico o cuantitativo, encontramos comunicaciones como las de
Morris (1970), Ditting y cols. (1983), Almendros y cols. (1982) y Abadia-Fenoll
y cols (1983, 1984). Sobre la presencia o ausencia de areas foveales en la retina
del pollo se han establecido controversias: Chievitz (1891) y Slonaker (1897)
describen un engrosamiento en la capa retiniana que se corresponderia con el

area lateral de otras especies (Meyer y May, 1973), en tal engrosamiento se
daria una concentracién del tipo de conos fotosensibles.

El desarrollo de la retina en sus primeras etapas

El inicio de la formacién ocular parte de las vesiculas opticas primarias, que
aparecen como evaginaciones de la regién latero-inferior diencefalica (Pander,
1817). Constituyen las bolsas laterales de la porcién rostral de los pliegues
neurales (O’Rahilly y Meyer, 1959; Mann, 1969; O’Rahilly, 1975). La situacién
se corresponde con el estadio 9 de Hamburger y Hamilton cuyo numero de

somitas (7) prueba lo inicial del proceso.

La zona que pone en conexién cada vesicula éptica y el encéfalo se conoce
como tallo optico. Durante el crecimiento vesicular tiene lugar un
desplazamiento dorsal de la formacién 6ptica en desarrollo, lo que determina
una posicién ventral para el tallo. Hacia el final del estadio 13, comienzos del
14HH (23 somitas), tiene lugar la invaginacién de la porcién mas lateral o

externa, que, en su progreso ira formando una copa de paredes dobles, o
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vesicula optica secundaria (O’Rahilly y Meyer, 1959; O’Rahilly, 1966; Mann,
1969). Sobre las causas de este proceso, Slonaker (1921) describe la existencia
de una mayor proliferacién celular en la parte superior y periférica de la retina;
mientras Hunt (1961) encuentra como razén de la invaginacién la desaparicion
de los espacios intercelulares; por ultimo, Brady y Hilfer (1982) opinan a favor
de la existencia de un proceso contractil dependiente de la presencia de iones

Ca** y el metabolismo correspondiente.

Si bien en las aves no aparece arteria hialoidea, la irregularidad de la
invaginacion de la copa determina la aparicién de una hendidura en la parte
mas ventral de la misma. Posteriormente se constituye la fisura 6ptica (Silver y
Hughes, 1973), quedando el tallo éptico unido a la porcién nasal de la retina
inferior (Grant, 1980). A partir del estadio 13-14 la retina neural inicia su
conformacién, ocurriendo paulatinamente un aumento en su grosor asi como
una expansién superficial (Cameron, 1902; Weyss y Burgess, 1906; Coulombre,
1955).

La proliferacion y organizacion retiniana se ha clasificado en tres periodos:
1.- Periodo proliferativo.
2.- Periodo de adaptacion o acoplamiento.

3.- Periodo de diferenciacién de tipos celulares.

1.-Periodo proliferativo.-

En la poblacién retiniana no existe migracién de células fuera del sistema
(Morris y Cowan, 1984). Todas las células constituyentes de la retina adulta
proceden de divisiones del conjunto inicial. Entre las 60 y 96h de incubacién

aparecen, segun Mishima y Fujita (1978), los primeros neuroblastos, situados
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hacia el borde vitreo y procedentes del epitelio pseudoestratificado, cuyos
nucleos se encontraban homogéneamente repartidos por toda la anchura de la
capa retiniana. Contrariamente, las células que se encuentran en momento de

division aparecen, en la retina, localizadas junto al borde ventricular.

‘En la maduracién neuroblastica , y tal y como acontece en el resto del
Sistema Nervioso Central, la célula neuroepitelial retiniana realiza la replicacién
de su ADN alejada del borde ventricular (es decir, alejada del lugar donde
realizara el proceso de division); por lo tanto, en las zonas medias y profundas
de la capa (Sidman y cols., 1959; Sauer y Walker, 1959; Fujita, 1962; Langman
y cols., 1966). Con posterioridad a haber alcanzado el valor 4C, la célula se hace
esférica, como relatan Stensaas y Stensaas (1968) y Hinds y Ruffet (1971),
dirigiéndose entonces con su nicleo hacia la luz ventricular. Ahora tendra lugar
la divisién mediante el proceso mitético, tras el cual la célula volvera a adquirir
su caracter alargado y los nucleos de las células hijas emigraran de nuevo hacia

regiones mas internas o vitreales en la capa.

A través de estudios cuantitativos y cualitativos autorradiograficos se ha
podido observar que el numero de células se incrementa en todas las zonas
retinianas hasta momentos cercanos al séptimo dia de incubacién (Ditting y
cols., 1983). Entre las 120 y 168h de desarrollo, la actividad proliferativa ha sido
descrita como mayor en la region nasal (que es como considerar la zona anterior
de las aves) que en la temporal . A partir de las 160h, la proliferacion
desciende, coincidiendo con una considerable entrada de células en G,. La zona
central aparece mas baja en proliferacion (Calvente, 1985). Hasta las 96h de
incubacién la retina consta unicamente de células matriciales, con capacidad
para la replicacién del ADN segun Fujita (1963) y Mishima y Fujita (1978).
Segun estos autores, en esos momentos aparecen los primeros neuroblastos con

manifestaciéon morfolégica; Cowan y cols. (1968) y Kahn (1974) son de la
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opinién de que los neuroblastos inician su aparicién mucho antes; en nuestro
Departamento (Calvente, 1985) consideramos que, independientemente del
momento de aparicién de unos primeros neuroblastos, éstos no significan
estadisticamente una poblacién a tener en consideracién hasta pasado el estadio
19. Constituidos los neuroblastos, éstos migran hacia la parte interna de la capa
matricial, constituyendo la llamada capa del manto. Este periodo, constituye la
fase de crecimiento de la copa (Morris y Cowan, 1984) y representa los

momentos proliferativos de sus células inciales.

Como cabria esperar, las células que en la copa estan situadas en las zonas
periféricas se diferencian después de las localizadas en la porcién central (Fujita
y Horii, 1963). También hay que resaltar el hecho de que en cualquier region
observada la diferenciacion progresa desde la superficie vitrea hacia la escleral,
es decir, desde la localizacién definitiva de las neuronas ganglionares hacia la
ubicacién de los fotorreceptores, teniendo lugar el que los elementos
fotosensibles son los utlimos en adquirir su madurez (Lopashov y Stroeva, 1964).
Segin Rager (1980), existe un tercer gradiente u orden de maduracién, segin
el cual las regiones temporales van mas avanzadas que las nasales. Altman
(1970) y Jacobson (1970) encuentran que existe una relacién entre aquel
momento en que los neuroblastos se constituyen y la condicién de su desarrollo
posterior, de tal modo que neuroblastos que dejan de dividirse en los comienzos
de la embriogénesis parecen diferenciarse en grandes neuronas, las cuales
ofrecen un considerable grado de organizacion estereolégica en sus conexiones.
Por el contrario, las pequefias neuronas prolongan mas sus ciclos, tienen axones
mas cortos y constituyen una poblacién de mayor porcentaje entre los tipos
interneuronales. Segun Kahn (1974), las primeras células que en la retina cesan
en su division son las grandes células ganglionares, frente a éstas las pequenas

células bipolares lo hacen en ultimo lugar del proceso.
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Rapaport y Stone (1983) han encontrado en retina  de embriones de gato
diferencias entre profases y metafases en las regiones central y periférica, lo cual
coincide con los trabajos de Abadiay cols. (1983-1984) en embriones de pollo.
La region central se presenta como inferior en profases a la periférica, mientras
que con las metafases ocurre todo lo contrario. Rapaport y Stone (1983)
sugieren que la causa de esta situacién estriba en un incremento de la duracién
relativa de las metafases, pudiendo todo ello guardar relacién con una caida de
la cinética responsable de la formacién de los microtabulos constitutivos del

huso mitético que llevaran a la anafase.

Segun las afirmaciones de Jacobson (1968), las diferenciaciones tienen lugar
(en su determinacién) antes de que sean detectables variaciones morfolégicas.
Ya se dijo anteriormente que estos momentos de manifestacién fenotipica
ocurren para Fujita y Horii (1963) y Mishima y Fujita (1978) hacia el 5* dia de
incubacién, mientras que otros autores opinan que el proceso puede aparecer
ya hacia el final del 22 dia o comienzos del 3¢, especificamente en el fundus
ocular (Kahn, 1973). Con este autor coinciden O’Rahilly y Meyer (1955), Rogers
(1957), Sechrist y Lavelle (1966) y Goldberg y Coulombre (1972), si bien en cada

caso conviene definir qué se cataloga como diferenciacion.

Por lo tanto, de acuerdo con las distintas comunicaciones recibidas, la
secuencia de diferenciaciéon retiniana seria: ganglionares, amacrinas y
horizontales, fotorreceptores (que podrian adelantarse) y, por ultimo, bipolares
y gliales de Miiller, cuya diferenciaciéon se establece con un cierto retraso

(Sidman, 1961; Kahn, 1974) si se compara con la neuronal.
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2.- Periodo de adaptacién o acoplamiento.-

Existe un proceso segun el cual al analizar el numero de neuronas
constitutivas de una retina adulta tras varios ciclos se ve que el valor resulta
menor al que corresponderia de acuerdo con el numero de ciclos. La razén esta
en que se dan ajustes o disminuciones del numero poblacional por muerte
celular, muertes que, por otra parte, no son considerables en los primeros
momentos. Segan algunas comunicaciones, las degeneraciones en la retina de
pollo empiezan a tener significacién hacia el 8¢ dia de incubacién (Hughes y
Lavelle, 1975; Rager, 1980). A partir de ese momento, €l nimero de células
perdido, segun los mencionados autores, puede llegar a ser del 30 o incluso del
40% (pero el proceso en menor escala comienza en momentos mas iniciales).
Rager y Rager (1978) denominan "system-matching by degeneration” el sistema

segun el cual los ajustes finales de las redes neuronales tienen lugar a través de

muerte celular como efecto de la instalacién de contactos sinapticos irregulares

entre los diversos terminales.

3.- Periodo de diferenciacién de tipos celulares.-

Sobre los 10 dias de incubacion se pueden distinguir las cinco poblaciones
detectables en el adulto, y aparecen ya dispuestas en capas, si bien estas células
no han conseguido aun su estado definitivo (Sheffield y Fishman, 1970). Cercana
a los 14 dias de desarrollo cesa, segan Coulombre (1955), la actividad mitética
en la copa. Alrededor del dia 19¢ parece que la retina esta en condiciones de

ser fotosensible (Lindemann, 1947).

Los contactos sinapticos ocurren en la retina de modo analogo a como lo

hacen en el resto del Sistema Nervioso Central, y acontecen de tal modo que
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comienza por la formacién de puntos de adhesién o puncta adhaerentia. El
fenomeno se establece en el lugar de las llamadas capas plexiformes y en
momentos cercanos a la primera quincena (Sheffield y Fishman, 1979).
Posiblemente se trata de un proceso de reconocimiento quimico o afinidad
entre los neuroblastos y sus prolongaciones, como es el parecer de Weiss (1947)
y Hughes y Lavelle (1974).

Aproximadamente a los siete dias de incubacién, tiene lugar el desarrollo de
la capa de contactos que forman la plexiforme interna, y ésto ocurre
simultdneamente con la formacién de procesos dendriticos en las neuronas
ganglionares (Coulombre, 1955; Shen y cols., 1956). Como las células amacrinas
se observan a los seis dias y, segin Shen y cols. (1956), son seguidas por las
bipolares en su diferenciacién, la capa plexiforme externa (en la que se
establecen los contactos sinapticos entre células visuales y células bipolares) se
desarrollara sobre el 9¢ dia de incubacién. Estas uniones de la capa plexiforme
externa se llevan a cabo tanto en la capa de los futuros fotorreceptores como
entre los demas elementos que forman la citada capa (Hughes y Lavelle, 1974;
Sheffield y Fishman, 1970). En cuanto a los segmentos internos de los conos y
bastones, tal y como Walls y Judd (1933) y Wald y Zussman (1937, 1938)
informaron, tales prolongaciones se detectan ya en el 10¢ dia de incubacién
como bulbos en el extremo inferibr de las células fotosensibles; a partir de ese
momento van creciendo lentamente hasta el dia 15¢ para, a continuacién, sufrir
una rdpida conclusién de la diferenciacién, la cual viene a presentarse
funcionalmente apta hacia los dias 19¢ y 20=. El proceso se inicia en las zonas
centrales y se extiende hacia la periferia en los primeros dias siguientes a la
eclosién (Coulombre 1955). Segun Shen y cols. (1956), las células horizontales
aparecen en el 142 dia; tal informacién esta en discrepancia con la opinién de
otros autores, quienes consideran que dicho acontecimiento ha de ocurrir de

modo previo a la diferenciacién de las células fotosensibles.
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También nos parece de interés para tenerse en cuenta la informacién de
Hughes y Lavelle (1974) demostrando que la diferenciacién sigue una linea
centrifuga de vesiculas sinapticas en los elementos celulares retinianos, lo que
anula la posibilidad de interpretacién de que la funcién de los fotorreceptores
es necesaria o influyente para la maduracién de la cadena transneuronal que

representa la linea de progresién en el sentido de la transmisién.

Segun es sabido la Estereologia es esa parte de la ciencia que ofrece
informacién sobre la disposicién tridimensional de una estructura y los
elementos contenidos en ella a partir de imagenes bidimensionales o perfiles

que a ella pertenecen.

Como dice Gundersen y cols. (1988), los métodos estereolégicos son
herramientas precisas para la obtencién de informacién cuantitativa sobre
aspectos microestructurales en la disposicién tridimensional. Realmente, la
Estereologia también ha de servir para analizar lo macroscéptico. Igualmente,
como ha sido repetidamente descrito (Weibel, 1983; Gundersen, 1988), las
imagenes bidimensionales contienen informacién vinicamente en un sentido

estadistico.

En el quehacer estereologico se trata de emplear:
a) Losmétodos de determinacién volumétrica y reconstruccion conseguidos

sobre secciones histolégicas seriadas.

b) Procederes matematicos que se emplean para la obtencién de parametros
tridimensionales que pertenecen a la estructura y los de las particulas o

células en ellas contenidas.
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Los procedimientos clasicos de reconstruccién consistian en la obtencién de
dibujos o fotografias sobre la serie de cortes obtenidos a partir del material
objeto de investigacién. En tal desarrollo, propuesto por Gabe (1968), un
elemento que se ha de tener en cuenta al verificar la reconstruccion es la
distancia existente entre cada dos cortes de los analizados o parametro "z". Para
las situaciones en que por cualquier circunstancia se puede perder material,
habra de utilizarse el método de Sullivan (1972), consistente en grabar en una
cara del bloque objeto de estudio un surco diagonal y dos paralelos,
empleandose posteriormente para la alineacién de las secciones los surcos
paralelos y viniendo el parametro "z" a estar representado por la posicién del

marcador diagonal en relacién con los otros dos.

En los tiempos previos a la estereologia automatizada se pusieron en marcha
dos tipos de reconstruccién: la plastica y la grafica. La reconstruccién plastica
dejoé de ser utilizada con la aparicién de los modernos procedimientos de
analisis de imagen. Para la reconstruccién grafica se emplean analizadores en
los que mediante un programa preestablecido se van digitalizando las imagenes
bidimensionales. Tales programas utilizan, como puede entenderse, una matriz
formada por las coordenadas (x,y) de cada uno de los puntos del perfil de la

estructura cuya reconstruccion se persigue.
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Medidas estereolégicas

Parametros estereolégicos son los que, conseguidos a través de procederes
matematicos, se ocupan de recabar informacién acerca de mediciones sobre la
estructura y sus objetos componentes. Constituyen lo que Underwood (1970)
denomina como "Estereologia Cuantitativa®, si bien propiamente se trataria de

una realidad mas amplia.

Parametros de estuctura o estructurales son aquellos que vienen a
caracterizarla como elementos geométricos tales como la densidad de volumen
(Vy), que nos habla de la relacién existente entre el volumen de los objetos y
el del espacio contenedor, o la densidad de numero de particulas (Ny) o

numero de elementos contenidos en el volumen de la estructura, etc.

De lo anterior se deduce, tal y como muestra la bibliografia (Weibel, 1980;
DeHoffy Rhines,1961; Mattfeld, 1988, etc.) que en el proceder estereologico hay
dos aspectos que son de interés principal: la ausencia de sesgo al obtener la
informacién y la eficiencia o bajo "costo”, entendiendo por sesgo la desviacién
sistematica de la media y por eficaz el poder tener facil acceso en cualquiera de

sus aspectos.

Por otro lado, cabe decir que el sentido celular mas exacto es el volumétrico,
pero en ocasiones los valores cuadrados o bidimensionales tienen significacién
tanto para estudios que luego se conviertan en tridimensionales como en valores

directos de ocupacién media de areas que ocupan el area contenedora.
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Los analisis llevados a cabo para los intereses del presente trabajo, y que, en
relacion a este apartado, nos han ofrecido especial interés, han sido los
volimenes de estructura, la densidad de particulas y la determinacién de
ubicacién de las mismas en el espacio contenedor, asi como sus variaciones a

través de los tratamientos.

Los estudios en el calculo de la densidad numérica en volumen (Ny) han
experimentado un notable avance o cambio desde que, en 1848, Delesse
anunciara los primeros calculos para la solucién del problema. El desarrollo
basico ha venido empleando sucesivamente: la planimetria, la integracién lineal
de Rosiwal (1898), el recuento de puntos de muestreo de Thompson (1930) y
Glagoleff (1933) y, finalmente, los analizadores de imagen (IBAS-Kontron, Leitz,

etc.) y los programas de software correspondientes.

El calculo de la densidad numérica (Ny) se puede obtener a partir de la
férmula debida a Wicksell (1925, 1926) y DeHoff y Rhines (1961).

Al emplear cualquiera de las diversas férmulas de recuento disponibles, se
ha de tener en cuenta el denominado "efecto Holmes" (Holmes, 1927); este
efecto aparece por la posibilidad de contar dos o mas veces una misma
particula que, debido a su tamafio, puede abarcar mas de una seccién. Se han
propuesto como factores de correccién para el exceso de recuentos que suponen
los perfiles sobre las particulas diversos métodos o formulas de entre las que
destacan las de: Agdhur (1941), Floderus (1944), Abercrombie (1946), Ebbeson
y Tang (1965), Haug (1967) y Gonzalez-Pareja y col. (1975).

Con el fin de corregir este defecto, han sido propuestas, como acabamos de
indicar, diversas férmulas o procederes. El mas efectivo y exacto en su conjunto,

y que es el empleado en el presente trabajo, es una conjuncién del proceder de
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Floderus (1944) y De Hoff y Rhines (1961), pero el empleo de nuevos métodos
como el disector de Sterio (1984), el selector (Cruz-Orive, 1987) o el nucleador
(Gundersen, 1986-88) ya hemos dicho que fue como comprobacién de su
fiabilidad.

Entre los parametros que caracterizan a un objeto, y siguiendo a Underwood
(1983), tenemos: el tamario, la superficie y su forma. El tamarfio expresa una
medida lineal, areal o de volumen. Las medfdés lineales suelen ser el didmetro
calibrador medio del objeto (Tomkeieff, 1945), la longitud de cuerda o
interseccion y el diametro del circulo de area equivalente de Milles y Davy
(1977). La superficie esférica de la particula (S/V) resulta un parametro
bastante caracteristico y de til informacién sobre la condicién del objeto. Su
forma puede venir descrita a partir de diveros indices, como puedan ser el
"factor de elongacion" (Haussner, 1966; Medalia, 1967) o los de "rugosidad”
(Mandelbrot, 1977).

En el recuento directo de elementos podemos encontrar, de acuerdo con la
forma en que se haya obtenido la imagen, procedimientos de proyeccién de
imageny procedimientos micrométricos oculares, que actian directamente sobre

los materiales a estudiar.

En el procedimiento de proyeccion, los recuentos se realizan sobre la imagen
proyectada de un corte histolégico, cuyo area se subdivide en unidades en las
que se determinan los elementos y cuyo volumen se calcula multiplicando por
el grosor del corte. En el procedimiento micrométrico ocular, los recuentos se
realizan directamente al microscopio utilizando una reticula interpuesta en el
ocular (Haug, 1967, 1970, 1972) en su nivel mas apropiado o con elementos ya

asi venidos de fabrica.
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Si debido al tamario de la estructura el numero de recuentos resulta muy
elevado, ha de elegirse una muestra representativa del total de la poblacién. En
lineas generales, se considera que una muestra es representativa cuando ofrece
un coeficiente de variacién (raiz cuadrada de la varianza dividida por la media)
que no sea superior al 10-20% o que su intervalo de confianza al 95% no exceda
del 20%. Sobre las formulas de muestreo y su aplicacién practica se pueden
seguir los métodos descritos en textos como el de Azorin-Poch (1972) o seguir

los nuevos sistemas a partir de los nuevos métodos antedichos.

Dentro del campo correspondiente a la disposicién citoarquitecténica del
Sistema Nervioso el establecimiento de la densidad neuronal ha ayudado a
caracterizar diversas regiones del mismo. Diferentes autores se han ocupado del
tema, pero habiendo tomado como unidad de recuento distintos elementos
caracteristicos y, con ello, variando también el mecanismo de correccién del
efecto Holmes. Algunos han utilizado el soma neuronal y en sus comienzos no
emplearon factores de correccién (Von Economo y Koskinas, 1925; Lassek,
1940; Silver, 1942; Chacko, 1948, y Sullivan y col., 1958); el nicleo neuronal y
sin emplear correccion fue tomado como unidad de recuento por Hammarberg
(1895), Thompson (1899), Numberger (1958) y Irwing y Harrison (1967), y,
realizando correcciones, emplearon el nicleo Guild y col. (1931), Agduhr (1941),
Floderus (1944) y Abercrombie (1946). Mediante la utilizacién del nucléolo
como elemento de recuento, que segun Konigsmark (1970) es la forma de
conseguir menos errores, se han realizado multitud de trabajos, contandose entre
los mas iniciales con algunos como los de Pakkemberg (1966), Haug (1967) o
Koénigsmark y col. (1969), etc. Con todo, encontramos trabajos relativamente
recientes en los que no se llevé a cabo la correccién de sobrestimaciones (Hatai,
1902; Sheinin, 1930; Jones, 1937; Van Buskirk, 1945; Cavanaugh, 1951; Tower,
1954; Ebbeson, 1963; Hall, 1962, 1964; Altman, 1966; Moatamed, 1966).
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Se puede considerar, siguiendo a Weibel (1979), que las muestras biolégicas
estan constituidas por elementos contenidos en areas pequefias, cuadrados o
rectangulos, repartidos por el material. La distribucién y eleccion de la muestra

se puede hacer siguiendo diferentes pautas:

1.- Lo que se conoce como simple muestreo al azar.
2.- El llamado muestro sistematico.

3.- El muesteo aleatorio estratificado.

1.- Muestreo simple al azar.-
En la obtencién de una muestra de este tipo, la eleccién de cuadriculas se

realiza de forma independiente mediante una tabla de numeros aleatorios. El
método ofrece desventajas frente a los otros dos segun la irregularidad regional

de las particulas.

2.- Muestreo sistematico.-

Aqui se espacia de forma regular la eleccién aleatoria de cuadriculas. El
mayor peligro del muestreo sistematico es, cuando por existir anisotropia en la
estructura, la periodicidad pueda o no coincidir con el sistema de separacién

elegido.

3.- Sistema aleatorio_estratificado.-

Para tal proceder, el material se divide inicialmente en regiones o estratos de
tamario similar, cada uno de los cuales se estudia de modo independiente y en
- la forma que se considere mas oportuna. Este proceder, recomendado por Milles
y Davy (1977), ofrece sus mayores ventajas cuando el sistema viene a ser
aleatorio, estratificado y ponderado, lo cual representa el que una distribucion

regular de las secciones es seguida de una eleccién aleatoria de las mismas vy,
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posteriormente, dentro de cada unidad escogida, se determinan nuevamente de
modo aleatorio las cuadriculas en las que se hayan de realizar los recuentos,
siendo el nimero de éstas proporcional al valor del area contenedora. Con todo,
en los nuevos métodos, al necesitarse de un nimero mucho menor de células
o particulas para obtener una muestra significativa, estamos ante situaciones

mas simplificadas.

Hasta hace unos diez afnios (Gundersen ,1978), los recuentos de particulas en
“frame" han tenido un sesgo , y para evitar tal situacién lo mas apropiado es
eliminar aleatoriamente el nimero de elementos que contactan con el 50% de
los bordes de "frame" (Gundersen, 1977).

En una estimacién del valor medio del area o de los volumenes de las
particulas para emplear las férmulas del nucleador y selector, el area media a
puede calcularse partiendo del valor P/P (perfiles/seccién) y la férmula:

= P perf , Qperf
P

sec Aframe

(es mejor no reducir la operacién, sino dividir ambos porcentajes como es
légico).

Otro modo de determinar el valor de particulas contenidas en un espacio
volumétrico o areal seria el calculo de B,, y sobre todo de b, que serda un
parametro estimador del tamafio cuando se emplea para micleos haciendo
BA/Q,. El estimador compuesto de puntos lineas es el disefiado por Jensen y
Gundersen (1982).

Las medidas necesarias en la estereologia clasica son ciertamente
abundantes, pero en la nueva estereologia un recuento y estimacion de entre
100 a 200 elementos es suficiente para el calculo de a (100 P, y 100 Q)
(Gundersen y @sterby, 1981; Gundersen, 1986). A la simplificacién en los
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muestreos hay que afnadir la mayor sencillez en la aplicacién de las estimaciones.
Asi, con aplicaciones como las del nucleador (Gundersen, 1988) y el disector
(Sterio, 1984) o selector (Cruz-Orive, 1987), se puede tener un acceso mucho
mads directo y eficaz al analisis morfométrico y de imagen de las estructuras en

cuestion.
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lll.- OBSERVACIONES Y RESULTADOS

60



En la descripcion de las observaciones y los correspondientes resultados de
medidas que se han llevado a cabo sobre los embriones a estudiar segun lo
descrito en el capitulo de "Material y Método", vamos a seguir un orden que,
al ir ocupandose, de los distintos grupos de animales lo hara primeramente de
aquellos que sufrieron tratamiento y posteriormente de los que llamaremos
normales (o sin tratar ). En cada conjunto distinguiremos la situacion de tres
momentos o grados de desarrollo: estadio 13-14; estadio 16-17 y estadio 19-20,
entendiéndose por tal la situacion teérica en que se debia encontrar el animal
de acuerdo con el momento en que se comenzé la experiencia y lo observado
en las secciones histolégicas. En este sentido, es necesario aclarar que el
momento de comienzo de un estudio concreto mas las horas de tratamiento
ofrece un estadio de desarrollo mas avanzado que el inicial pero que no
necesariamente coincidira con la situacién teérica que supondria la suma de
ambos tiempos, sino que vendra modificado segun ese tratamiento y, como
consecuencia, de haber estado bajo la influencia de la accién de la colchicina.
Esto es como decir que los tratamientos alteraran la situacion de los desarrollos
y en vez de la configuracién propia de los estadios segun el tiempo de

incubacién sufrido contaremos con variaciones.

Con arreglo a las diversas experiencias realizadas los distintos grupos de
animales estudiados han sido denominados como:

* 13collh (animales cuyo tratamiento comenzé a las 48 horas de
incubacién y tuvo una duracion de 1 hora)

*  13col2h (igual al anterior pero tratamiento de 2 h.)
3 13c014h ( " " " " " " 4 h')
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13col8h ( " " " " " "8 h.)

16col4h (animales cuyo tratamiento comenzé a las 62horas y tuvo

una duracién de 4 horas)

16col8h (iguales a los anteriores pero con tratamiento de 8 h.)

13-14N (animales con incubacién sin tratamiento y recogida a las 48
horas)

16-17N (analogo a los anteriores pero.recogida a las 60 horas)

19-20N (como los anteriores pero con recogida a las 72 horas)

En la descripcion de los estudios realizados y para cada conjunto de animales

se seguird una pauta de exposicién que consistira en:

a)

b)

d)

Situacién y descripcién de las variaciones en la morfologia

microscopica general de las copas retinianas.

Situacién y modificaciones en la morfocitoarquitectonia de los
elementos componentes de la copa retiniana en los diferentes

grados de desarrollo analizados.

Descripcion de los datos obtenidos al realizar cuantificaciones de
densidad de interfases y mitosis en los diferentes sectores y zonas

de las copas opticas estudiadas.
Resultado obtenido de la comparacién y relacién deducida al analizar

las analogias o diferencias existentes entre los datos ofrecidos por los

animales pertenecientes a los distintos grupos.
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OBSERVACIONES EN LOS EMBRIONES 13COIl11H.-

a) Morfologia general.-

Tras una hora de tratamiento a partir de la hora 48 de incubacién, la
afectacién que ofrecen los embriones no es considerable y depende en buen
grado de la exactitud que se haya conseguido en el lugar concreto de la
inyeccién pues dada la brevedad de tiempo de tratamiento la difusién del
producto encontrara mayor o menor dificultad en alcanzar su objetivo. También
influye en los resultados el grado concreto de desarrollo en el que se encontraba
el embrién cuando le alcanzé la droga y este grado, ya sabemos que no es
totalmente exacto y depende de la temperatura de incubacién, por ello hablamos
ma4s bien de estadio 13-14, 16-17 etc. porque esas variaciones aun con controles
muy exactos de una buena incubadora no se pueden fijar. Con todo, se pueden
ver y catalogar las diferencias entre un estadio 13 y un 17, por ejemplo, si el
desarrollo se hizo con un fino control de temperatura de incubacién y se
ajustaron todo lo posible el momento de tratamiento y la duracién del

mismo.

En los animales de este grupo y ya a la observacién microscépica, se aprecia,
cuando se posee cierta experiencia, que el numero de mitosis y, dentro de ellas,
el de las metafases aparecen incrementados en relacién con la situacién
observada en animales que no fueron tratados. Si el animal fué sorprendido por
el tratamiento sobre un grado de desarrollo de los que podemos catalogar como
“lento" la afectacion del proceso evolutivo sera mayor porque ocurrira sobre una
estructura mds inmadura pero, en este caso, lo sera del tal grado que afectara
produciendo tal malformacién que, ante esta circunstancia, nosotros desistimos

de analizar por el momento tales situaciones. Se atendieron, por tanto, aquellos
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estadios en que se podia ver, por su conformacién, que la droga les alcanzé
sobre un desarrollo 13-14 HH. y por ello, tras el tratamiento, nos encontraremos
préacticamente con una situacién de desarrollo en torno al estadio 14. Se tomé
esta determinacion porque el interés fundamental de las presentes experiencias
es el de observar lo que ocurre con la distribucién mitética y metafasica
(fundamentalmente) y no sobre las malformaciénes organicas -aunque, segun
convenga, se hara alguna descripcién general de la situacién ofrecida por cada

copa retiniana-.

La figura numero 1 corresponde a una seccién histolégica posterior y frontal
de una bolsa éptica perteneciente a un estadio 13-14 y se puede observar un
conjunto de formaciones nucleares de pequefio tamafio y en su centro figuras
metafasicas. Esta disposicion de células y nucleos de reducida dimensién se
puede observar también cuando se realizan secciones en sentido horizontal y
ello nos indica que su tamafio no es consecuencia de una direccién anisétropa
sino que realmente son asi cualquiera que fuera la orientacién que hubieramos
dado. Las células de pequefio tamafio y sus consiguientes micleos aparecen en
estos y otros estadios en aquellos lugares y situaciones en las que los elementos
constituyen sectores de mayor proliferacién y, por tanto, también podemos decir

que representan zonas mas primitivas.

En la figura n® 2 apreciamos en una seccién frontal postero mediana la
situacién de la copa muy abierta todavia y con leve inicio de la invaginacién en
la parte central enfrentada al comienzo de formacién de un cristalino del que
se distingue unicamente el aumento de grosor del ectodermo de revestimiento.
Detalles de la situacion celular podemos apreciar mas facilmente en la siguiente
figura.

Al observar el detalle de los componentes de la estructura que encontramos

en la figura 3 se nos permite distinguir en las células: sus micleos ovalados tal
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y como los ofrece una demostracién con el método de Feulgen y también , en
multiples puntos, vemos pequefias condensaciones (flechas "a") que, al ser
Feulgen positivas, las catalogamos como partes de &accidos nucléicos
correspondientes a posible disgregacion de algun nucleo. La constancia en la
localizacién de este producto -en los lugares donde aparece- asi como el hecho
de su ubicacién periventricular, tanto retiniana como pigmentaria o diencefalica
cerebra,]l parece eliminar la posibilidad de que se trate de un artefacto
producido por la cuchilla al corte histolégico. Por otra parte, podemos observar
(flechas "b") en la limitante ventricular, la existencia de figuras mitéticas en
subfase metafasica ofreciendo la imagen de condensacién que resulta tipica de

la situacion producida por la afectacién de la colchicina.

La figura n® 4 ofrece la imagen de una seccién frontal realizada justamente
a nivel de 14 pared del tallo 6ptico. Aqui, es de destacar el pequerio tamario de
los nucleos celulares existentes a nivel de 1a pared, mostrando una caracteristica
que se repite cuando las secciones son horizontales, o cual indica que se trata
de nucleos y células de pequefio tamafio como se observa en aquellas regiones
en las que la proliferacion celular resulta exponente de crecimiento y expansién
(Ver figuras 1 a 4).

b) Modificaciones en la citoarquitectonia.-

Tal y como se puede apreciar en las imagenes anteriormente descritas, las
células y sus nucleos constituyentes de la presente situacién ofrecen diversidad
de imagen y de distribucién. En los sectores extremos anterior y posterior son
de menor tamario y mas esféricos que en las regiones medias y centrales. La

densidad celular semeja, por todo ello, ser menor en las zonas medias y lo
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mismo puede decirse del mimero de mitosis y sus metafases. Se detecta todavia
un considerable nimero de profases, no asi de anafases y telofases; es posible
que algunas de las situaciones catalogadas como de metafase puedan ser
premetafases, pero tal situacién es dificil de aclarar por el momento a falta de
que pueda establecerse de modo mas ajustado el completo mecanismo de accion
de la droga. En cuanto a la situacién de las metafases se puede distinguir, como
ofrece la figura n® 3, una influencia de la colchicina sobre la disposicion
cromosémica al apreciarse las tipicas imagenes en estrella. Los nicleos de la
regién central muestran una orientacién perpendicular al eje supero-inferior de
la copa lo que determina, junto a su perfil eliptico una distribucién en
empalizada que se correponde con la de orientacién de sus citoplasmas
respectivos y es indice de proceder de mitosis con husos paralelos a la limitante
ventricular. Entre estos nucleos se pueden, ya en estos momentos iniciales,
distinguir algunos de menor tamafio y mas esféricos, sin que podamos precisar

su significado en estas regiones.
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Fig. 1.-

Fig. 2.-

Imagen de una seccion frontal posterior de un embrién de
pollo perteneciente a un estadio 13-14 HH tras haber recibido
una dosis de 1 mgr. de colchicina durante una hora y a partir
de las 48 h. de incubacién. En el centro (flecha), se ven figuras
mitéticas especialmente de subfases metafasicas. Tincién

método de Feulgen. Aumentos 160 x.

Seccion frontal una zona posterior, cercana a zona media del
mismo pollo de la figura anterior. Se aprecia la amplia
comunicacién entre la cavidad ventricular (flecha) de la copa
y de la region diencefalica cerebral. El ectodermo prospectivo
de la formacién cristaliniana aparece en sus inicios de
constitucién como una banda que estd engrosada por el

aumento celular proliferativo. Aumentos 160x.






Fig. 3.- Detalle de la figura anterior ofreciendo multiples grumos
Feulgen positivos (flechas "a") a nivel de las limitantes
ventricular retiniana y pigmentaria; asi como también se
aprecian en la zona de la limitante ventricular de la pared
cerebral (flecha "a"). En regién superior (flecha "b") se
distinguen metafases tipicas del tratamiento recibido.

Aumentos 400 x.

Fig. 4.- Imagen de una seccién correspondiente a un embrién como los
anteriores cuyo corte fue realizado a nivel de la pared del tallo
éptico "t". Se aprecia el reducido tamafnio de los nucleos

celulares asi como su abundancia. Aumentos iniciales 160 x.
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¢) Datos obtenidos en densidad celular: interfasica, mitética y su disposicion

estereoldgica.-

Tal y como puede apreciarse en las tablas n® 1y 2, los valores de interfases
son mas parecidos en las distintas zonas estudiadas que los de las mitosis en las
que se aprecia mds variacién por sector y zona. La tabla n® 1 expone los datos
obtenidos a partir de los recuentos verificados en los distintos sectores
analizados de los 9 (superior a inferior y anterior a posterior) en que se dividié
la copa retiniana para su analisis. Por Area M. se ha de entender el valor del
"frame" aleatorio donde se hicieron las determinaciones (sera por tanto un valor
no uniforme y relativo); las interfases, las mitosis y los valores de sus
correspondientes subfases mitéticas son referidos a tal Area M. Tales valores
representan cifras de perfiles hallados y, por ésto, se ofrecen también los valores
corregidos una vez eliminados los sobreestimados de acuerdo con las férmulas
dadas en "Material y Método". Los valores dados para los volamenes son los
reales tomados para cada sector y a partir de aqui y de las cifras corregidas de

células por unidad de recuento se obtuvieron los definitivos totales.

La tabla n= 2 obtenida a partir de los datos expuestos en la tabla n® 1 ofrece
los datos relativos a las densidades de interfases y mitosis por unidad de
volumen (10.000 micras cubicas). Estos valores nos pueden servir para las
comparaciones que se quieran realizar después. También y a partir de estos
valores, se calcularon los de los indices mitéticos y de subfases asi como sus
porcentajes correspondientes, que aparecen situados en la parte inferior de cada

cuadro de la tabla.

Se puede apreciar que, de entre los distintos valores reflejados para sectores
y zonas, las cifras mas bajas las dan las de regiones centrales o medias menos

para los indices de profases (Iprof.) . (Ver tablas 1 a 3).
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d) Comparaciones con otras situaciones.-

Al equiparar los valores de las tablas anteriormente dadas con aquellos
correspondientes a los conseguidos desde embriones sin tratar, es facil
comprobar cémo los indices mitéticos y de metafases doblan los valores, cuando
menos en los animales tratados. Tal situacién indica la afectacion que se ha
producido y el modo cémo las metafases se estan acumulando en el borde
limitante ventricular. Las comparaciones estadisticas y otras consideraciones al
respecto seran realizadas posteriormente cuando comentemos y concluyamos la
situacién y cuando dispongamos de mas datos al estudiar los otros grupos de

embriones.

Las tablas (1 a 3 en este caso) de valores expuestos para estos embriones y las
que se presenten posteriormente para el resto de medidas y experiencias,

contienen:

12/ Valores encontrados en los sectores, 9 para cada retina, segan los de los
perfiles de células recontadas sin corregir y también tras realizar las oportunas
correcciones ; valores medios para cada zona ( 6 en cada caso) resultante de la
suma de cada tres sectores correspondientes y en la parte inferior de la tabla el

resumen de valores totales para toda la retina de ese embrién.

2#/ Valores medios resultantes de dividir las mitosis, o las metafases o las
interfases etc. por el volumen correspondiente de la zona donde se encontraron

e igualmente,para dicha zona,los valores de los indices de las mitosis y los de
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las subfases correpondientes que las integran (aqui se adjuntan los valores Sd

de cada caso con vistas a las comparaciones que posterioremente se realicen).

3+ / Esta tabla contiene ( al igual que las de su clase correspondiente en
cada grupo) valores obtenidos como los de la tabla 22 pero referidos en este

caso a las situaciones globales de la retina de cada tipo experimental analizado.
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POLLOS 13COL1H

ANTERIOR

Sin cor.

Cor. Vt

MEDIO

Sin cor.

Cor. Vt

POSTERIOR

Sin cor.

Cor. Vt

| AREA M.
u | VoL

P INTERF
E | MITOSIS
R | METAF.
1| PROF
0| ANTF

R |

] AREA M.
| voL

| INTERF
| MITOSIS
| METAF.
| PROF

| ANTF

O =~ O m =

| AREA M.
| voL

{ INTERF
] MITOSIS
| METAF.
| PROF

| ANTF

[

126,99
23,6
20,7

3,1

129,24
12,5
9,5
2,5

8005,896

84,6

16,5
14,6

*TOTAL ANTERIOR*

VoL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

163167,8
492,4323
36,56260
31,14077
5,282809

0

182038, 6
561,2817
49,23076
43,18122
6,466753

179566,4
571,2265
26,07561
19,81747
5,215123

128094,3
345,3061
34,41981
30,45632
4,172099

VoL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

14149,19

145,53
10,6
7.6

81,09
7,6
6,4
1.1

0

226387, 1
619,2765
22,1212
15,85397
6,258148

204637,2
614,4545
35,67144
23,1554
12,51629

117667,7
373,9020
15,85397
13,35071
2,2946564

0

*TOTAL MEDIO*

182824,2
535,6901
24,53725
17,44717
7,020575

0

**TOTAL POLLO**
Corregidos
val. medio S.D.

1683078,
5008, 131
303,0993
247,6492
55,03316

0

84153,92
350,5692
27,27893
19,81193
3,852321

0

164,43
18,2
13,6

15890, 50

154,53
20,1
16,1

4,1

11692,05

127,44
19,2
19,2

0
0

204713,2 |
692,3368
37,96610 |
28,37027 |
9,595827 |
I

!
254248,1 |
661,0909 |
41,92959 |
33,58539 |
8,552803 |

[

I
187072,8 |
572,7640 |
40,05215 |
40,05215 |

*TOTAL POSTERIOR*

215258,6
641,8392
39,96862
33,99070
6,047426

0

X O =~ mm YV C OV

m = E =

R
I
o
R

Cor. Vt

voL 204297,9
INTERF 6240798
MITOSIS 36,42357
METAF.  29,12496
PROF 7,437639
ANTF 0

voL 212732,1
INTERF  615,3752
MITOSIS 34,54679
METAF.  25,51040
PROF  8,758341
ANTF 0

voL 144220,5
INTERF  430,5066
MITOSIS 30,09811
METAF. 27,94328
PROF 2,154830
ANTF 0

Tabla n2 1
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................................................................................

Unidad volumen 10000 micras cubicas

EMBRIONES -TIPO POLLO 13COL1H

SUPERIOR
Media S.D.

Mit/vol 1,782776 0,142622
Met/Vol 1,425540 0,114043
Prof/Vol 0,364040 0,025482
Antf/vol 0 0
Int/Vol 30,54601 3,665521
Imit 5,514517 0,441161
Imet 4,409509 0,352760
Iprof 1,126056 0,078823
lantf 0 0
Zmet 79,96183 9,595419
%prof  20,41984 1,633587
%antf o 0

1,623876 0,129910
1,199119 0,095929
0,411686 0,028818

0 0
28,92578 3,471094
5,315528 0,425242
3,925149 0,314011
1,347598 0,094331

0 0
73,84305 8,861167
25,35211 2,028169

0 0

EMBRIONES -TIPO POLLO 13COL1H

ANTERIOR
Media S.D.

Mit/Vol 2,240685 0,179254
Met/Vol 1,908416 0,152673
Prof/Vol 0,323749 0,022662
Antf/Vol 0 0
Int/Vol 30,17799 3,621359
Imit 6,911710 0,552936
Imet 5,886779 0,470942
Iprof 0,998650 0,069905
Iantf 0 a
%met 85,17110 10,22053
%prof 14,44866 1,155893
%ant f 0 0

1,342055 0, 107364
0,954266 0,076341
0,383987 0,026879

0 0
29,29936 3,515923
4,379874 0,350389
3,114301 0,249144
1,253165 0,087721

0 o
71,10481 8,532577
28,61189 2,288951

0 0

INFERIOR
Media S.D.

2,086845 0,166947
1,937440 0,154995
0,149404 0,010458

0 0
29,84907 3,581889
6,534476 0,522758
6,066650 0,485332
0,467826 0,032747

0 0
92,84064 11,14087
7,159353 0,572748

0 0

POSTERIOR
Media s.D.

1,856679 0, 148534
1,578984 0,126318
0,280923 0,019664

0 0
29,81562 3,577875
5,862153 0,468972
4,985379 0,398830
0,886969 0,062087

0 0
85,04347 10,20521
15,13043 1,210434

0 0

Unidad volumen 10000 micras cubicas

Tabla n¢ 2



| TOTAL EMBR -TIPO POLLO 13CoL1H|

| Media S.D.

................................... ]
| Mit/vol 1,800682 0,144054 |
| Met/vol 1,471259 0,117700 |
| Prof/Vol  0,326946 0,022886 |
| Antf/vol 0 0 I
| Int/vol 29,75280 3,570336 |
| Imit 5,706762 0,456540 |
| Imet 4,662746 0,373019 |
| tprof 1,036165 0,072531 |
| lantf 0 0 |
| %met 81,70563 9,804676 |
| %prof 18,15680 1,452544 |
| %antf 0 0 I

Unidad volumen 1000C micras cubicas

Tablan® 3
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OBSERVACIONES EN LOS EMBRIONES 13COL2H.-

a) Descripcién de la morfologia microscépica general.-

Tras las dos horas de tratamiento, las copas épticas ofrecen un retraso en el
desarrollo y ciertas deformaciones que se pueden apreciar en la fig. n® 10. Se
observa agrandamiento de la cavidad ventricular y un abombamiento y exceso
en la apertura de comunicacién con el ventriculo cerebral. También
apreciamos en algunos animales situaciones de mayor anomalia, las cuales
consideramos que son la consecuencia de que la droga actué sobre unos
embriones que iban retrasados en su desarrollo; en estos casos, no se constituye
una verdadera copa , su pared es delgada y las células ofrecen rasgos de
marcada anormalidad. Todo parece indicar que, para que se produzcan acciones
de la droga que modifiquen los desarrollos normales, ha de comenzar a ejercer
su influencia a partir del estadio 13 HH. Acciones previas frenan la formacién

de copa.

b) Modificaciones en la citoarquitectonia.-

Las variaciones ofrecidas por el aspecto celular se pueden detectar en toda la
copa. Ya en los polos (Figs. Sy 6) podémos apreciar un ligero incremento en el
namero de sus metafases y la diferencia en aspecto de los nucleos de las células
en interfase. Figuras como las n® 7, 8 6 9 ofrecen claras imagenes de la
afectacién mostrando el aumento de numero de mitosis en la zona limitante
ventricular. Las figuras mitoticas, constituidas casi exclusivamente por
metafases, ofrecen (como nitidamente puede apreciarse en la figura ne 8) las

tipicas metafases en estrella, producto de una considerable condensacién de los
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cromosomas. Las metafases se acumulan en la limitante ventricular formando
una linea casi continua pero, cuando el espacio ya esta ocupado, se adosan para
formar una segunda banda (figs. 7y 9 ). Los nucleos de las células en interfase
son alargados y bastante semejantes en las distintas zonas de la capa retiniana
(superior, media e inferior) y otro tanto puede decirse que ocurre en la situacién

de la formacién cristaliniana (figs. 11y 12),
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Fig. 5.- Seccién frontal del polo posterior de la copa de un embrién
que recibié un tratamiento de 1 mgr. de colchicina durante dos
horas a partir de las 48 de incubacién. Imagen demostracién de
la situacién nuclear mediante técnica de Feulgen. Aumentos
iniciales 400 x.

Fig. 6.- Detalle de la figura anterior en donde se puede apreciar la
existencia de nucleos en interfase con diversa intensidad de
reaccion y figuras de metafases tipicas de la accién de la
droga. Se distingue también cierta falta de cohesion celular.

Aumentos 630x.
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Fig. 7.- Seccion frontal posterior de un embrién 13col2h., en donde se
aprecia el aumento de tipicas metafases de células afectadas
por la droga. Es de destacar la patente condensacion

cromosomica. Ec= ectodermo. Aumentos 400 x.

Fig. 8.- Detalle de la figura anterior. Aumentos 1000 x.






Fig. 9.- Seccién frontal posterior de copa en cupula retiniana (re) y de
la lamina pigmentaria, ofreciendo la afectacion metafasica
sobre todo en la region prospectiva correspondiente a retina.

Aumentos iniciales 400 x.

Fig. 10.- Corte histolégico frontal y central de un embrién tipo 13col2h.
ofreciendo una considerable dilatacién de su zona inferior (i).
En ccr. podemos apreciar la invaginacién y accion de la droga

en la formacién cristaliniana. Aumentos 160 x.



FIG.1

FIG.12



Fig. 11.- Detalle ofreciendo la zona inferior de un corte como el anterior
viéndose la afectaciéon del cristalino y retina. Se observa
diversidad de los tamanos en los nucleos celulares sobre todo

en las esquinas o zonas de transicién. Aumentos 400 x.

Fig. 12.- Detalle semejante al de la figura anterior pero correspondiente
a la zona superior de la copa oéptica. Se puede distinguir la
diferencia de la disposicion de los micleos celulares al

comparar sus laminas pigmentaria y retiniana. Aumentos 400x.
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¢) Datos obtenidos en densidad celular: interfasica, mitéticay su disposicion

estereologica.-

La tabla n® 4 recoge, al igual que en el embrién anterior, los valores que se
obtuvieron en los 9 sectores constitutivos de la capa retiniana tanto para las
interfases como para las diversas figuras mitéticas. Los valores , en cada sector,
aparecen situados a la izquierda y referidos al valor del area ( o frame) situado
superiormente (y expresado como AREA M); son valores de perfiles recontados
¥y, por lo tanto, en los que no se habian realizado todavia los correspondientes
ajustes de correccién. A la derecha de los valores anteriores se sitian los valores
del volumen total (Vol.) calculado para ese sector (mediante el método de
Cavalieri) y debajo aparecen anotados los valores medios de interfases y mitosis
etc.,, una vez corregidos y referidos al volumen superiormente expresado. Se
omite la escritura de las correspondientes desviaciones porque complicaria sin
necesidad el cuadro y, en este lugar, no tienen utilidad practica (mas adelante,
en otros valores, si se dara la desviacién, a fin de poder realizar las oportunas
comparaciones). Junto al recuadro, a la derecha y en la parte inferior de los
valores relatados para los distintos sectores, se expresan los valores medios de
cada zona, como resultado de sumar los resefiados valores ya corregidos de los
sectores que las constituyen y dividir por el numero de valores (3-de Sup. a Inf.
y de Ant. a Post.). En la parte inferior de la tabla se sumarizan todos los

valores derivados de los 9 sectores.

La tabla ne 5 (al igual que contenia la n® 2) nos da, para cada una de las 6
zonas determinadas, los cocientes en volumen de los indices mitéticos y de
subfases de la division. En las especificaciones como : Mit/vol, etc. se expone
el resultado de dividir las mitosis encontradas y expresadas en los valores de
sector, del cuadro anterior, por los volimenes también alli resefiados (junto a

cada valor obtenido se sefiala su SD ). Por debajo de estos valores se expresan
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los de los indices mitéticos, que resultaron al aplicar las férmulas
correspondientes, asi como los % relativos a estos valores. La tabla n® 6, al
igual que las demas analogas pertenecientes a otras experiencias, muestran
valores como los contenidos en la tabla n® 5, pero aqui estan referidos a la

situacion global de toda la retina.
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POLLOS 13COL2H

| ANTERIOR MEDIO POSTERIOR

| Sin cor. Cor. Vt Sin cor. Cor. Vt Sin cor. Cor. Vt

s | AREA M. 14289,45 13023,85 9534,222 |s
U voL 228631,2 208381,6 152547,4 | U
P INTERF  187,9091 949,5105  147,9994 705,3506 111,9180 580,1871 | P
E | MITOSIS 46,7 97,41850 41,2 85,94524 46 95,95823 | E
R | METAF. 41,1 85,73662 36,9 76,97522 42 87,61403 | R
1] PROF 5,6 11,68187 4,5 9,387222 4 8,344194 | 1
o| ANTF 0 0 ] 0 0 ofo
R | | R
................................................................................. I
] AREA M. 14985,63 12209,32 10510, 24 |
M| VoL 239770,0 195349,2 168163,9 | M
E | INTERF  147,1879 737,6107 151,3557 729,1051 88,14739 462,6948 | E
D | MITOSIS 38,1 79,47848 29,7 61,95566 30,5 63,62451 | D
1| METAF. 32,1 66,96219 22,6 47,14471 27,4 S7,15775 | 1
0| PROF 6 12,51629 7.1 14,81095 3,1 6,466753 | O
i ANTF 0 0 0 0 0 0|

................................................................................. |
1] AREA M. 15227,54 13941,15 9974 ,907 i1
N voL 243640,6 223058, 4 159598,4 | N
F INTERF  180,7879 954,5127 75,01525 386,0145 149,2372 759,2810 | F
E | MITOSIS 39,2 81,77313 34,5 71,96870 31,6 65,91913 | E
R | METAF. 34,2 71,34288 29,1 60,70403 29 60,49540 | R
I PROF 5 10,43024 5,4 11,26466 2,6 5,423726 | 1
0| ANTF o 0 0 0 0 0o
R | I
................................................................................. l

*TOTAL ANTERIOR* *TOTAL MEDIO* *TOTAL POSTERIOR*

voL 237252,3 208846,2 160039, 2

INTERF  880,2364 606,6109 600,5107

MITOSIS 86,19319 73,26421 75,14098

METAF.  74,65442 61,58643 68,39845

PROF 11,53876 11,81680 6,742530

ANTF 0 0 0

**TOTAL POLLO**
Corregidos
Val. medio S.D.

voL 1818413, 127288,9
INTERF 6262,074 5635,867
MITOSIS  703,7952 57,00741
METAF. 613,9179 4,911343
PROF 90,29432 8,126488
ANTF (1} (4]

Cor. Vt

voL 196441,5
INTERF  744,7552
MITOSIS 93,07473
METAF.  83,41276
PROF 9,800999
ANTF 0
voL 201013,9
INTERF  642,9118
MITOSIS 68,32896
METAF. 57,06824
PROF 11,26072
ANTF 0
voL 208682,3
INTERF  699,6911
MITOSIS 73,19469
METAF.  64,15831
PROF 9,036382
ANTF 0

Tabla n2 4
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Unidad volumen 100000 micras cibicas

EMBRIONES -TIPO POLLO 13COLZ2H

SUPERIOR
Media S.0.

Mit/Vol 4,737801 0,379024
Met/Vol 4,245975 0,339678
Prof/vol 0,498902 0,034923
Antf/vol 0 0
Int/Vol 37,91041 4,549250
Imit 11,10902 0,888721
Imet 9,955809 0,796464
Iprof 1,169807 0,081886
Iantf 0 0
%met 89,61911 10,75429
%prof 10,53024 0,842419
%antf 0 0

3,399044 0,271923
2,838876 0,227110
0,560168 0,039211

0 0
31,98183 3,837820
9,607008 0, 768560
8,023758 0,641900
1,583250 0,110827

0 0
83,51983 10,02238
16,48016 1,318413

0 0

EMBRIONES -TIPO POLLO 13COLZ2H

ANTERIOR
Media S.D.

Mit/vol 3,632793 0,290623
Met/Vol 3,146467 0,251717
Prof/vol 0,486325 0,034042
Antf/vol 0 0
Int/Vol 37,09941 4,451929
Imit 8,918724 0,713497
Imet 7,724765 0,617981
Iprof 1,193958 0,083577
Iantf 0 0
%met 86,61290 10,39354
%prof 13,38709 1,070967
%ant f 0 0

3,507870 0,280629
2,948741 0,235899
0,565785 0,039604

0 0
29,04437 3,485324
10,77612 0,862090
9,058490 0,724679
1,738085 0,121665

0 0
84,06072 10,08728
16,12903 1,290322

0 0

INFERIOR
Media S.D.

3,507294 0,280583
3,074295 0,245943
0,432999 0,030309

0 0
33,52733 4,023279
9,470311 0,757624
8,301137 0,664090
1,169174 0,081842

0 0
87,65432 10,51851
12,34567 0,987654

0 0

POSTERIOR
Media s.D.

4,694925 0,375594
4,273641 0,341891
0,421283 0,029489

0 0
37,52084 4,502501
11,12125 0,889700
10,12332 0,809866
0,997929 0,069855

0 0
91,02682 10,92321
8,973173 0,717853

0 0

Unidad volumen 100000 micras clbicas

Tablan® 5
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| TOTAL EMBR -TIPO  POLLO 13CoL2H|

| Media S.D.

................................... l
| Mit/vol 3,870186 0,309614 }
| Met/Vol — 3,375949 0,270075 i
| prof/vol  0,496530 0,034757 j
| Antf/vol 0 0 ]
| Int/Vol  34,43530 4,132236 |
| Imit 10,10347 0,808278 |
| Imet 8,813227 0,705058 |
| 1prof 1,296238 0,090736 [
| 1antf 0 0 |
| %met 87,22962 10,46755 [
| %prof 12,82962 1,026370 |
| %antf 0 0 [

Unidad votumen 100000 micras cidbicas

Tablan2 6



d) Comparaciones entre las distintas situaciones tanto experimentales como

normales.-

Al comparar los valores obtenidos en las tablas numeros 1, 2 y 3 con los de las
4,5y 6 se aprecian ya, sin mas comprobaciones, el incremento en el numero de
las mitosis y de metafases y se puede ver que el volumen total de la retina no
se ha modificado sustancialmente, indicandose con ello que se ha producido un

freno en los procesos de multiplicacién celular.

Al observar los valores de la "T" de Student en el test n® 1, se ve que entre
las distintas zonas se producen variedades de afectacién, lo que determina que
encontremos comparaciones cuyas diferencias no son significativas y otras en que
lo son y con valores + o - segun que la diferencia sea a favor o en contra del
primer valor (o n-1). Se detectan algunas tendencias, como por ejemplo: las
zonas medias son las que dan variaciones o indices mas bajos indicandose con
ello que son zonas menos proliferativas o, lo que es lo mismo, que son mas
antiguas y representan lugares de menor crecimiento. Una observacion
semejante se puede hacer cuando el estudio se verifica en los embriones tipo
13col2h que aparecen reflejados en el test ne 2 (si bien aqui las diferencias con
las zonas medias son menos acusadas que en las de la tabla ne 1 (es una
situacién que podia esperarse porque al haber mayor afectacién -2 horas de
tratamiento- puede ocurrir cierto igualamiento en la situacién de las distintas
zonas ya que se va produciendo un freno en la divisién; con todo, siempre
encontraremos los mayores indices de mitosis y metafases en los lugares que

resulten ser mas proliferativos o de mayor crecimiento).

El test n® 3 contiene las comparaciones entre la situacién de los embriones
13collh y los de tipo normal (sin tratar) 13-14 HH. Al detectarse diferencias

significativas a favor de las zonas anterior e inferio, se nos esta indicando que
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ya, desde estos primeros momentos, encontramos en estos lugares un mayor

indice de acumulaciones de mitosis (metafases).

Es de tener en cuenta, con relacién a la variedad de cifras encontradas en
estos primeros momentos, que: en los valores de indice mitético que han
resultado superiores para 13collh vemos que el incremento lo ha sido a base de
metafases, siendo asi que hasta el estadio 16 HH. y, en condiciones normales,
sabemos que son las profases las que dan una mayor participacién en la
construccion del indice mitético. Por ésto resulta todavia mas llamativo el
encontrar cifras elevadas de metafases en estos primeros momentos del
desarrollo, lo que nos indica el grado de afectacién que se esta produciendo y
los lugares en los que se estan dando ciclos mas cortos y, segan aumenta la

cifra, un mayor grado de divisién por el mas elevado indice de mitosis.
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ZONAS 1 2 3 4 5

2
3
4
5
_dekk 10,19 ek
I
6 (| -0,82 -*
-1,21 -**
+0,32 -*** +0,07 —d*x

Test n® 1 .- Comparaci6n de medias entre las zonas constitutivas de
los embriones tipo 13collH cuyos valores de "t" corresponden a los parametros:
Densidad de mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mitbtico -Imit- (**);
Densidad de interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas

para un intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.

Relacidn de 1las zonas indicadas con cada uno de 1los ndmeros de
catalogacidn:

1= Superior (horiz.) 2= Media (horiz.) 3= Inferior (horiz.)

4= Anterior (vert.) 5

Media (vert.) 6= Posterior (vert.)
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ZONAS 1 2 3 4 5

2
T
3 -0,57 -*
+0,27 -**
-0,62 —***
T T
4q -1,31 -* -0,73 -*
+1,48 —** +1,21 —**
~1,04 —%xx f| | 33 _dxx
T T
5 -0,57 -* +0,01 -*
-2,27 —** ”
+1,26 -***
T
6 || +0,18 -*
-0,03 —** ¥ -0,63 -**
40,13 -*** || -2 09 -1,48 -*** ‘

Testn® 2 .- Comparacién de medias entre las zonas constitutivas de
los embriones tipo 13col2H cuyos valores de "t" corresponden a los pardmetros:
Densidad de mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mitotico -Imit- (**);
Densidad de interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas

para un intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.

Relacidon de 1las zonas indicadas con cada uno de los ndmeros de

catalogacidn:
I= Superior (horiz.) 2= Media (horiz.) 3= Inferior (horiz.)
4= Anterior (vert.) 5= Media (vert.) 6= Posterior (vert.)
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COMPARACION DE ZONAS HOMOLOGAS PERTENECIENTES
A LOS EMBRIONES QUE SE INDICAN

ANTERIOR
SUPERIOR
(horiz.) (vert.)
MEDIO ME];IO
(horiz.) (vert)
INFERIOR POSTERIOR
(horiz.) (vert.)

Test n® 3 .- Comparacién de medias entre los valores de las zonas

homo6logas que se indican para los embriones tipo 13col1H y 13-14 HH.N. Los

valores de "t" contenidos en los recuadros corresponden a los parametros:
Densidad de mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mit6tico -Imit- (**);
Densidad de interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas

para un intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.
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OBSERVACIONES EN LOS EMBRIONES TIPO 13COL4H.-

a) Descripcion de la morfologia microscépica general.-

Tras el tratamiento de 4 horas con colchicina, en los embriones que tuvieron
una incubacién previa de 48 horas, se aprecia reduccién en el tamaiio de la copa

optica y un cierto retraso en el cierre de la misma, cuya intensidad depende de
que la droga haya alcanzado su destino sobre un material mas o menos

avanzado, dentro de la variedad de reaccién que ofreccen los distintos animales.

Como es facil de entender, una estructura que esta siendo frenada en su
proceso de multiplicacién y muy posiblemente en la vitalidad de sus células ha
de ver frenado su desarrollo y, por otro lado, también modificados los procesos
de la normal conformacién: menor tamafio con una estructura de constitucién

atrasada y aun deforme.

b) Variaciones citoarquitecténicas.-

De un extremo a otro de la retina se observa una disminucién general en el
tamario de sus células y/o nucleos junto a un notable incremento de sus figuras
mitéticas. Esta situacion resulta ser mas patente en los extremos de la copa,
alli donde las zonas son mas jévenes y se esta produciendo el crecimiento. Las
figuras nimeros 13 y 14 son clara expresién de lo que estamos diciendo. En estas
imdgenes, el mamero de estrellas metaféssicas es considerable. La figura ne 13
pertenece a una seccion frontal posterior y la 14 a 1a regién anterior. En ambas
figuras se aprecia una considerable cantidad de ntcleos esféricos y pequenos y
en la 14 podemos ver también la conexién con un tallo de estructura celular muy

densa.
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La figura ne 15 y su aumento, la 16, ofrecen la situacién a nivel central, en
donde se puede ver un cristalino anormalmente engrosado en relacién con la
retina que le rodea (re). La cavidad ventricular se presenta mas amplia de lo
normal para el estadio de desarrollo que deberia observarse dadas las horas de

incubacién mas tratamiento.

En las imagenes numeros 17 y 18 pertenecientes a un embrién analogo a los
de las figuras anteriores ponen de manifiesto el posible paralelismo de accién
de la droga en copa optica y en el tubo neural (pv). Se aprecia que hay zonas
de condensaciéon de metafases y otras de relativo silencio. Igualmente, se puede
detectar que , sobre todo en tubo neural, se alternan sectores engrosados y con
muchas metafases (fig. 18) con otros en los que bruscamente se ve no sélo
disminucién de mitosis sino también una zona de tubo neural con distinto
comportamiento en la disposicién de sus interfases, como si se hubiera puesto
de manifiesto, bajo el efecto del tratamiento, la existencia de regiones

diferentemente marcadas.

En el espesor de la capa retiniana, y sobre todo en cortes centrales, podemos
ver las diferencias de los nucleos segun que se hallen situados en la zona media
0 en los extremos anterior o posterior de la seccion histologica. Esta situacién
muestra que, en sus ciclos celulares, las células ofrecen diferente conformacién
y reaccioén nuclear segun pertenezcan a zonas mas recientes de desarrollo o mas
antiguas, tales circunstancias pueden ser observadas en la imagen de la figura n®
19 correspondiente a una seccién media de un corte horizontal de un embrién

como los anteriores.

98



Fig. 13.-

Fig. 14.-

Seccién posterior frontal de un embrién tipo 13col4h. en donde
se aprecia el grado de afectacién producido por la droga. El
tamafio de los nucleos en interfase es variable pero
predominan los mas reducidos. El numero de metafases se ha
incrementado en relacién con las situaciones de menor tiempo

de tratamiento. Aumentos 400 x.

Imagen de seccién de un embrién semejante al de la figura
anterior pero correspondiente a la region frontal anterior. A
pesar de tratarse de un corte anterior, se observa la conexién
con tubo neural en zona del tallo, lo que indica la modificacién
que ha sufrido el desarrollo general de la copa. El numero de
metafases se muestra muy intenso como reflejo del acumulado
proceso de divisiéon en una zona que es de las mas

proliferativas. Aumentos 160 x.



FIG.13

FIG.14



Fig. 15.-

Fig. 16.-

Seccién central de copa 6ptica de un embrién 13col4h. en el
que se aprecia una considerable comunicacién interventricular
lo cual supone un retraso en el desarrollo. En la lamina del
cristalino también se detecta la afectacién y la situacién que
ofrecen las metafases hacia el margen de la cavidad exterior. Es

una seccion de copa derecha. Aumentos 160 x.

Imagen analoga a la anterior pero ofreciendo en detalle la zona
media central de la copa izda. Podemos ver que la afectacion
es muy similar a la ofrecida por la copa derecha y lo mismo
puede decirse del aspecto cristaliniano. En el mismo centro de
la capa retiniana (re) se aprecian abundantes grumos Feulgen
positivos como posible indice de una mayor desintegracion

nuclear a este nivel. Aumentos 400 x.
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Fig. 17.- Imagen de una seccién media frontal de un embrién tipo
13col4h. en donde se pone de manifiesto la simultdnea
afectacion de la copa éptica y de la limitante ventricular del
tubo neural (pv). Se puede distinguir también la diferente

disposicién y tamaiio de los nucleos del tallo. Aumentos 160x.

Fig. 18.- Microfotografia de una zona semejante a la superior del tubo
neural de la imagen anterior. Es una regién, ésta superior del
tubo (que constituye el techo fisico del mismo) en la que se
pone de manifiesto, al emplear la colchicina, una mayor
proliferacién que en otras regiones y por lo mismo un mas

intenso acaimulo de metafases. Aumentos 400 x.



FIG.17




Fig. 19.- En secciones horizontales, como la de la imagen presente,
puede ponerse de manifiesto que tanto la afectaciéon de las
estructuras generales de la copa como las imagenes de los
perfiles nucleares de las célula son analogos a los que se
pueden obtener en las secciones frontales. Con ello se nos
confirma el que las diferencias de los tamafios de los nucleos
no se deben, de forma decisiva, a la orientacién del corte
histolégico sino a las propias variaciones de las células que hay
en la zona o por efecto de la droga. Muy distinta seria la
situacién si lo que se hubieran realizado fueran secciones
sagitales. La semejanza de perfiles en secciones frontales y
horizontales es una confirmacién de que esas distintas formas
esferoidales o elipsoidales (de los perfiles) se corresponden con

las de las particulas asi catalogadas. Aumentos 160 x.
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¢) Datos obtenidos en densidad celular interfasica, mitética y en la

disposicion estereoldgica.-

La Tabla n¢ 7 contiene los valores obtenidos para los embriones tipo 13col4h
en los 9 sectores analizados dentro de cada retina y para sus correspondientes
zonas. A partir de estos datos se han elaborado los que se exponen en la Tabla
n® 8. Ya, sin mas comparaciones, se puede comprobar que los valores del
indice mitético y cantidad de metafases son superiores a los contabilizados hasta
ahora con otras experiencias; el valor de las profases ha disminuido a valores
considerables y no se detectaron anafases-telofases. La situacién, que se hace
extensiva para todos los sectores y zonas, se repite como es logico para el

estudio global de toda la retina, tal y como se observa en la Tabla ne 9.
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POLLOS 13COL4H

| ANTERIOR MEDIO POSTERIOR

| Sin cor. Cor. Vt Sin cor. Cor. Vt Sin cor. Cor. Vt

s | AREA M. 11764,09 10159,21 14883,29 | s
u | VoL 188225, 5 162547, 4 238132,6 | U
P | INTERF  120,8255 482,2920 98,47089 376,134 150,3814 642,5852 | P
E | MITOSIS 34,6 72,17731 33,2 69,25684 65,8 137,2620 | E
R | METAF. 32,2 67,17079 30,6 63,83311 62,3 129,9608 | R
1| PROF 2,5 5,215123 2,6 5,423728 3,6 7,509778 | 1
o ANTF 0 0 0 0 ] oo
R | | R
................................................................................. I
| AREA M. 11704,49 13153,95 15545,36 |
M| voL 187271,8 210463,3 248725,8 | M
E| INTERF  88,02715 335,6276 169,4218 756,6236 156,2984 635,5221 | E
D | MITOSIS 37,6 78,43546 47,6 99,29595 63,2 131,8383 | D
1] METAF. 33,6 70,09126 43,1 89,90873 58,1 121,199 | 1
0| PROF 4,1 8,552803 4,5 9,387222 5,1 10,63885 | O
| ANTF (] 0 0 0 0 0|

................................................................................. I
1 AREA M. 11455,56 10869, 61 15183,05 j1
N | voL 183288, 9 173913,8 242928,8 | N
F INTERF  109,5850 389,7653 145,4323 617,6452 168,2315 694,7164 | F
E | MITOSIS 38,7 80,7301 36,2 75,51499 68,2 142,2685 | E
R METAF. 36,6 76,34941 34,6 72,17731 62,3 129,9608 | R
1} PROF 2 4,172099 1,6 3,337679 6 12,51629 | 1
o] ANTF 0 ] ] 0 0 0]o
R | R
................................................................................. I

*TOTAL ANTERIOR* *TOTAL MEDIO* *TOTAL POSTERIOR*

voL 186187,6 182235,3 243165,1

INTERF  402,4207 583,2634 657,3778

MITOSIS 77,08730 81,32745 137,0749

METAF. 71,178%90 75,28003 126,9959

PROF 5,977915 6,047426 10,21806

ANTF 0 0 0

**TOTAL POLLO**
Corregidos
Val. medio S.D.

voL 1834030, 128484,8
INTERF 4927,460 4437,820
MITOSIS  886,1590 71,82915
METAF. 820,0775 6,565215
PROF 66,70686 6,007822
ANTF ’ 0 0

Cor. Vt

voL 196223,3
INTERF  500,1619
MITOSIS 92,86622
METAF.  86,95782
PROF 6,047426
ANTF 0

voL 215400,8
INTERF  575,7229
MITOSIS 103,1538
METAF.  93,70035
PROF 9,522958

ANTF 0
voL 199963, 8
INTERF  567,1771
MITOSIS 99,46973
METAF.  92,79671
PROF  6,673022
ANTF 0

Tablan27
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EMBRIONES -TIPO POLLO 13COL4H

SUPERIOR
Media S.D.

Mit/Vol 4,732442 0,378595
Met/Vol 4,431351 0,354508
Prof/Vol 0,308175 0,021572
Antf/vVol 0 0
Int/Vol 25,48814 3,058577
Imit 15,65966 1,252773
Imet 14,66335 1,173068
Iprof 1,019753 0,071382
lantf 0 0
%met 93,63772 11,23652
%prof 6,511976 0,520958
%antf 0 0

Unidad volumen 10000 micras clbicas

................................................................................

4,788683 0,38309%
4,349828 0,347986
0,442081 0,030945

0 0
26,72664 3,207197
15,19477 1,215582
13,80226 1,104181
1,402752 0,098192

0 0
90,83557 10,90026
9,231805 0, 738544

0 0

EMBRIONES -TIPO POLLO 13COL4H

ANTERIOR
Media S.D.

Mit/vol 4,140095 0,331207
Met/Vol 3,822775 0,305822
Prof/vol 0,321053 0,022473
Antf/Vol 0 0
Int/Vol 21,61264 2,593517
Imit 16,07633 1,286106
Imet 14,84415 1,187532
1prof 1,246676 0,087267
lantf 0 0
%met 92,33543 11,08025
%prof 7,754733 0,620378
%antf 0 0

Unidad volumen 10000 micras cubicas

4,462548 0,357003
4,130718 0,330457
0,331830 0,023228

0 0
32,00446 3,840535
12,23722 0,978977
11,32727 0,906181
0,909947 0,063696

0 0
92,56410 11,10769
7,435897 0,594871

0 0

INFERIOR
Media S.D.

4,974136 0,397930
4,640441 0,371235
0,333694 0,023358

0 0
28,36256 3,403507
14,92090 1,193672
13,91992 1,113593
1,000983 0,070068

0 0
93,29140 11,19496
6,708595 0,536687

0 0

POSTERIOR
Media s.D.

5,636833 0,450946
5,222360 0,417788
0,420189 0,029413

0 0
27,03285 3,243942
17,25401 1,380321
15,98533 1,278826
1,286176 0,090032

0 0
92,64705 11,11764
7,454361 0,596348

0 0

Tablan® 8
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| TOTAL EMBR -TIPO  POLLO 13COL4H|
| Media s.D.

| Mit/vol 4,831274 0,386501

I
[ Met/Vol  4,471002 0,357680 [
| Prof/Vol  0,363680 0,025457 |
| Antf/vol 0 ] |
| Int/Vol 26,86415 3,223698 |
| Imit 15,24280 1,219424 l
| Imet 14,10614 1,128491 |
| Iprof 1,147423 0,080319 I
| lantf 0 0 |
| %met 92,54293 11,10515 l
| %prof 7,527640 0,602211 I
| %antf 0 0 |

Unidad volumen 10000 micras cubicas

Tablan2 9
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d) Comparaciones entre las distintas situaciones experimentales y normales

encontradas.-

Comparando entre s1i las distintas zonas de los mismos embriones se ve, como
queda reflejado en el test n® 4, que existen mas diferencias en las zonas
horizontales (significacién en gris) que entre las verticales (4, Sy 6) .

Por otro lado, la zona media vertical que contiene la poblacién celular mas

antigua (primitiva formacion) es en la que aparecen los valores mas inferiores.

Al comparar los valores de zona de mayor interés (Mitosis/Volumen; Indice
mitético e Interfases/Volumen) entre los correspondientes a los embriones
13col1h y 13col4h, queda patente, con valores de "t" muy a favor de 13col4h (test
n® 5) el incremento de mitosis y metafases. De destacar es el que en relacion
con el numero de interfases no se den. practicas diferencias significativas entre
los dos tipos de experiencias, lo que viene a indicar, a falta de otras
determinaciones, que se mantiene una densidad de interfases por unidad de
volumen, aunque el nimero total se ha incrementado ( comparar tablas n¢1y
4). Una explicacion, tal vez simple, seria la de que, al ser tratamientos cortos
y tener que contar con el tiempo de difusién de la droga, actuamos sobre células
que estan mayoritariamente en G2 y el resto (que son las mas) pueden sufrir
divisiones, pues al momento de la inyeccion (mas la difusién) pudieron pasar de
metafase y anafase; otras, todavia en mayor namero, seguiran en G-1y en fase
"S"y, por otra parte, la relativa reduccién de volumen total ayudara a

mantener la densidad.

Cuando la comparacién de la situacién de los embriones tipo 13col4h se
verifica con aquellos normales que se corresponderian con el tiempo total de
incubacién mas experiencia nos encontramos, Test n® 6, con un abundante

incremento de mitosis en volumen y de indice mitético en los embriones

arpm

I s el
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sometidos a experimentacion, pero las diferencias son contrarias en lo que a
interfase se refiere, lo que no sélo indica la realidad de la afectacién -junto con
los demas datos- sino que el proceso se esta dando en toda la copa de forma
proporcional (a juzgar por la semejanza en los valores de "t") y a pesar de estar

incidiendo sobre zonas que ofrecen una base de competencia distinta.
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ZONAS 1 2 3 4 5

Test n® 4 .- Comparacién de medias entre las zonas constitutivas de
los embriones tipo 13col4H cuyos valores de "t" corresponden a los par4metros:
Densidad de mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mit6tico -Imit- (**);
Densidad de interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas

para un intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.

Relacion de 1las zonas indicadas con cada uno de los nidmeros de
catalogacidn:

1= Superior (horiz.) 2= Media (horiz.) 3= Inferior (horiz.)

4= Anterior (vert.) 5= Media (vert.) 6= Posterior (vert.)
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COMPARACION DE ZONAS HOMOLOGAS PERTENECIENTES
A LOS EMBRIONES QUE SE INDICAN

SUPERIOR
(horiz.)

MEDIO
(horiz.)

+1,04 -**+

ANTERIOR
(vert.)

INFERIOR
(horiz.)

T

+0,67 -*+*

MEDIO
(vert.)

1,16 -***

Test n®
homo6logas que se indican para los embriones tipo 13col1H y 13col4H. Los valores
de "t" contenidos en los recuadros corresponden a los parametros: Densidad de
mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mit6tico -Imit- (**); Densidad de

interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas para un

S .- Comparacién de medias entre los valores de las zonas

POSTERIOR
(vert.)

T

+1,29 -*++

intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.
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COMPARACION DE ZONAS HOMOLOGAS PERTENECIENTES
A LOS EMBRIONES QUE SE INDICAN

SUPERIOR RIOR
(horiz) (vert.)
MEDIO MEDIO
(horiz.) (vert.)

INFERIOR POSTERIOR
(horiz.) (vert.)

Test n® 6 .- Comparacién de medias entre los valores de las zonas
homélogas que se indican para los embriones tipo 13col4H y 16-17 HH.N. Los
valores de "t" contenidos en los recuadros corresponden a los parametros:
Densidad de mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mit6tico -Imit- (**);
Densidad de interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas

para un intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.
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OBSERVACION EN LOS EMBRIONES TIPO 13col8H.-

a) Descripcion de la morfologia microscépica general.-

En Ia observacién general de las copas épticas de los embriones de este tipo
de experiencia se aprecia una disminucién de tamafio, que se entiende por el
hecho de que la prolongacién del tratamiento, la reduccién de los tamafios
celulares, el incremento en la debilitacién de la vitalidad celular con su posible
destruccién y la casi anulacién de los procesos de division no sélo frenan el
desarrollo sino que lo reducen. La formacién ofrece una estructura que ya
escasamente recuerda a la de la copa normal para este tiempo de desarrollo (56-
57 horas estadio en torno al 17 HH.); la cavidad ventricular esta casi obliterada,
como puede apreciarse en las figuras nameros 20 a 20y se distinguen muy pocos

micleos en situacion de interfase.

b) Modificaciones en la citoarquitectonia.-

Como se puede observar en la figura n® 20 y su aumento (la 21), de zonas
posteriores y corte frontal, la imagen aparece repleta de estrellas metafasicas;
los pocos mucleos interfasicos que se detectan tienden a adoptar formas
redondeadas y sus contornos son un tanto irregulares con lo que no se puede
descartar cierto grado de afectacién. De modo paralelo a la situacién retiniana,
en el tubo o zona prospectiva del desarrollo cerebral, se detecta una intensa
afectacion pero con una particularidad, consistente en que se distinguen dos
formas de comportamiento zonal con netos y bruscos limites de separacién
entre ellas (aunque sin solucion de continuidad); esa separacién la sefialamos
en las figuras 20 a 22 con las letras "zt" y ofrece la transicién entre una regién

(a la derecha) con aspecto semejante al de la retina y otra (a la izquierda de
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"zt") sefialada con "pv" que, si bien ofrece signos de afectacion, tiene una
constitucién mas normal, con nucleos en empalizada y engrosamiento general

de la pared mucho mas regular.

En figuras como la 22 y 23, que corresponden a secciones casi medias o
centrales, se puede apreciar el reducido desarrollo del cristalino "ec" y el grado
de desorganizacion que se puede ver tanto en su constitucién como en la de la

zona retiniana, donde queda de manifiesto la irregular asociacién de las células.

En las figuras nimeros 24 a 26 se pueden observar distintos detalles de la
afectacion celular en situaciones de experimentacion como la que nos ocupa.
Vemos la abundante acumulacién de figuras de metafases,la separacion que se
detecta entre muchas de las superficies celulares, la disgregacién que en muchas
de ellas aparece en la cromatina nuclear (como pequefios grumos redondeados
Feulgen positivos) y la disminucién en tamario y esfericidad de los micleos en
interfase. De destacar, tal y como se sefala en la fig. n= 24, es la presencia,
entre la superficie interna del rudimento cristaliniano y la limitante vitreal
retiniana, de un material anhisto que ha ofrecido Feulgen positividad (material

de posibles mucopolisacaridos) y que se sefiala como "Ib".
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Fig. 20.-

Fig. 21.-

Imagen microscopica de una seccién posterior frontal de un
embrién de pollo tefiido por el método de Feulgen tras haber
recibido durante 8 horas tratamiento con 1 mgr. de colchicina
y después de 48 horas de incubacién. Ec= ectodermo; pr =
polo posterior retiniano; pv = pared de tubo neural. La
afectacion en copa retiniana es casi total. En "zt" se sefiala una
zona de transicién entre regiones del tubo neural que se nos
presentan como muy afectadas y otras que lo son menos; sin
que podamos aclarar si se trata de una diferente accién de la
droga motivada por una peor via de difusién o a un diverso
modo de reaccién por parte de zonas diferentes del tubo
neural. Con todo, es el caso, de que en la regién menos
reactiva también podemos detectar un buen numero de
metafases lo que indica la llegada del producto inyectado.

Aumentos 160 x.

Detalle de la imagen anterior. Llama la atencién el escaso n®
de los nucleos en interfase y la muy escasa afectacion del
ectodermo junto a un mesénquima y una copa retiniana que si

estan afectados. Aumentos 400 x.
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Fig. 22.- Seccién histologica frontal de 1a region posterior de la copa de
un embrién tipo 13col8h. De destacar en él que, a pesar de ser
un corte hecho a nivel central de la copa todavia no se aprecia
una cavidad ventricular, ésta mas bien se nos presenta como si

estuviera obstruida. Aumentos 160 x.

Fig. 23.- Detalle de la imagen anterior. Es de destacar el irregular
desarrollo de las células prospectivas del ectodermo

cristaliniano -ec-. Aumentos 400 x.
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Fig. 24.- Detalle de copa éptica semejante a la de la imagen anterior en
donde puede apreciarse la casi total afectacién tanto de la
misma como del cristalino que se le enfrenta. Se ha utilizado
un filtro de contraste verde para de este modo poder resaltar
la densidad del espécimen y poner de manifiesto la fina
membrana "Ib" que aparece dispuesta entre copa y cristalino y
que ha aparecido netamente revelada mediante este tipo de

imagenes y su correspondiente tratamiento. Aumentos 630 x.
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Fig. 25.- Corte histolégico central-anterior y frontal de un embrién tipo
13col8h. en donde se aprecia la irregularidad de la
conformacién de la copa oéptica asi como el reducido

desarrollo del cristalino. Aumentos 160 x.

Fig. 26.- Zona analoga a la anterior pero que es correspondiente a tubo
neural en su regién superior. La disposicién de las metafases y
la regularidad de sus tamafos nos inducen a pensar en una

sincronia del comportamiento de sus ciclos. Aumentos 630 x.
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¢) Datos obtenidos sobre: densidad celular mitética, interfasica y sus

disposiciones estereoldgicas.-

Los datos cuantitativos correspondientes a las descripciones anteriormente
resefiadas y pertenecientes a los embriones de estas experiencias se presentan
en las tablas nimeros 10 al 12 y ofrecen un estado analogo al de los embriones
13col4h pero con valores mucho mas intensos para las metafases (e indices
mitéticos) en esta situacién de mayo actividad de la droga, propia del tipo de
experiencia tipo 13col8h. Como es 16gico, la situacién se repite para los valores

globales encontrados al analizar toda la retina en su conjunto.
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ANTF 0
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MITOSIS 113,3371
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Tabla n® 10
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| Mit/vol
| Met/vol
] Prof/vol
] Antf/vol
I Int/Vol

| Imit

| Imet

| Iprof

| lantf

| %met

I

I

%prof
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Unidad volumen 10000 micras cubicas

[ Mit/vol
| Met/Vol
| Prof/Vol
| Antf/Vol
| Int/Vol
| Imit
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I

|

%prof
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EMBRIONES -TIPO POLLO 13COL8H

SUPERIOR
Media S.D.

9,129522 0,730361
9,089200 0,727136
0,036961 0,002587

0 0
16,53643 1,984372
35,57054 2,B845643
35,41344 2,833075
0,144010 0,010080

0 0
99,55833 11,94700
0,404858 0,032388

0 0

7.350944 0,588075
7,291457 0,583316
0,042491 0,002974

0 0
23,29617 2,795540
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23,79165 1,903332
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0 (]
99,19075 11,90289
0,578034 0,046242

0 0

EMBRIONES -TIPO POLLO 13COL8H

ANTERIOR
Media S.D.

12,13947 0,971157
12,13365 0,970692
0,005819 0,000407

0 0
14,21307 1,705569
46,06565 3,685252
46,04356 3,683485
0,022083 0,001545

0 0
99,95206 11,99424
0,047938 0,003835

0 i

5,450997 0,436079
5,392477 0,431398
0,065021 0,004551

0 0
21,15672 2,538807
20,48652 1,638921
20,26658 1,621326
0,244372 0,017106

0 0
98,92644 11,87117
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0 o

INFERIOR
Media s.D.

6,847389 0,547791
6,815892 0,545271
0,031496 0,002204

0 0
21,45739 2,574887
24,19163 1,935330
24,08035 1,926428
0,111277 0,007789

o 0
99,54001 11,94480
0,459981 0,036798

0 0

POSTERIOR
Media S.D.

9,299176 0,743934
9,262348 0,740987

0 0

0 0
23,07690 2,769228
28,72236 2,297789
28,60861 2,288688

...................................................................................

Unidad volumen 10000 micras clbicas

0 0

1] 0

99,60396 11,95247

0 0

[} 0
Tabla n2 11
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{ TOTAL EMBR -TIPO POLLO 13CoL8H}

| Media s.D.

................................... 1
| Mit/vol  7,785353 0,622828 ]
| Met/vol 7,743022 0,619441 |
| Prof/Vol  0,036451 0,002551 I
| Antf/vol 0 0 ]
{ Int/vol 20,24418 2,429302 i
| Imit 27,77552 2,222042 |
| Imet 27,62450 2,209960 |
| 1prof 0,130047 0,009103 |
| Iantf 0 0 |
| %met 99,45627 11,93475 I
| %prof 0,468207 0,037456 ]
| %antf 0 0 |

Unidad volumen 10000 micras cubicas

Tabla n?2 12
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d) Comparaciones entre las distintas situaciones experimentales y normales

analizadas.-

En el test de comparacion de medias n® 7, que recoge los resultados analisis
por parejas de los resultados en las zonas constitutivas de estos embriones tipo
Bcol8h, se pone de manifiesto el que casi todas las comparaciones dan
diferencias significativas (de distinto signo, pero por encima del 95%) lo que
expresa la gran variedad de comportamiento en las distintas regiones que
componen la retina, situacion que se ha hecho patente o mas descubierta tras

la aplicacién de la droga.

Cuando, como se puede ver en el test n= 8, se hacen comparaciones entre los
resultados de haber realizado tratamientos de 1 hora y 8 horas, resulta
completamente claro que se ha producido una detencién en las multiplicaciones
celulares conforme aumenté el tiempo de actuacién de la droga (valores
negativos de “t" para embriones 13col1h), bajaron paralelamente los valores de
interfases y de profases (valores positivos de "t") y nos desaparecieron las
anafases telofases como corresponde a una accién en que las células quedan

detenidas en metafase y el tiempo de tratamiento ha sido suficientemente largo.

Cuando se ponen en relacién los resultados de haber realizado un tratamiento
de 4y 8 horas, cuya situacion queda expuesta en el test ne 9, se obtiene algo
semejante a lo descrito en el parrafo precedente pero légicamente los valores
de "t" son inferiores. Era de esperar tal situacién a partir de la mera observacién
de las cifras y de la progresiva marcha de detencién de células en metafase;
pero quisimos hacer tales comparaciones para comprobar el paulatino progreso
que se va desarrollando en la afectacién y poder seguir el comportamiento de
los sectores y la posible variacion entre ellos. Se puede apreciar asi, por

ejemplo, como las zonas medias siguen siendo las que menos diferencias dan lo
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que indica que representan lugares de menor actividad proliferativa y diferente

comportamiento de sus interfases.

Por ultimo y para poner de manifiesto que las mayores diferencias se
producen entre animales normales y los que hemos sometido a tratamiento, se
realizaron comparaciones como las ofrecidas en el test n® 10, en el que
claramente se aprecia que tras 8 horas de tratamiento la variacién en relacién
con los embriones normales es muy superior a las que se obtuvieron al hacer
comparaciones con los resultados obtenidos para periodos inferiores de accién

bajo la droga.
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ZONAS 1 2 3 4 5

2
3
4
+1,98 %k
T T T
5
io,ls ek
T T
6
40,14 —xxx [l _0 g9 %=

Testn® 7 .- Comparaci6n de medias entre las zonas constitutivas de
los embriones tipo 13col8H cuyos valores de "t" corresponden a los pardmetros:
Densidad de mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mitético -Imit- (**);
Densidad de interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas

para un intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.

Relacion de 1Tlas zonas indicadas con cada uno de Jlos ndmeros de
catalogacidn:
1= Superior (horiz.) 2= Media (horiz.) 3= Inferior (horiz.)

4= Anterior (vert.) 5= Media (vert.) 6= Posterior (vert.)
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COMPARACION DE VALORES TOTALES DE INDICE

Testn® 8 .-

ENTRE LOS EMBRIONES QUE SE INDICAN

T
Mit/Vol

T
Met/Vol

T
Prof/Vol

T
Antf/Vol | --—---

T
Int/Vol

Comparaciones entre los embriones tipo 13collH y 13col8H

de los valores totales que se obtuvieron en las retinas
correspondientes para los parametros que se indican:

Mit/Vol (mitosis en volumen total); Met/Vol (metafases en
volumen); Prof/Vol (profases en volumen); Antf/Vol (anafases-
telofases en volumen); Int/Vol (interfases en volumen).

Los valores de "t" con diferencia significativa para un intervalo

de confianza del 95 % aparecen sombreados en el cuadro.
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COMPARACION DE ZONAS HOMOLOGAS PERTENECIENTES
A LOS EMBRIONES QUE SE INDICAN

ANTERIOR
Sliflfrl'{lzl.?R (vert.)
MEDIO MEDIO
(boriz.) (vert)
-1,7 _*4;*
T
INFERIOR POSTERIOR
(horiz.) (vert.)

Test n?® 9 .- Comparacién de medias entre los valores de las zonas

homélogas que se indican para los embriones tipo 13col4H y 13¢col8H. Los valores

de "t" contenidos en los recuadros corresponden a los pardmetros: Densidad de
mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mitético -Imit- (**); Densidad de
interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas para un

intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.
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COMPARACION DE VALORES TOTALES DE INDICE
ENTRE LOS EMBRIONES QUE SE INDICAN

T
Mit/ Vol

T
Met/Vol

T
Prof/Vol 3

T
Antf/Vol | -mmmemme

T
Int/Vol

Test n® 10 .- Comparaciones entre los embriones tipo 13col8H y 16-17HH.N
de los valores totales que se obtuvieron en las retinas
correspondientes para los parametros que se indican:

Mit/Vol (mitosis en volumen total); Met/Vol (metafases en
volumen); Prof/ Vol (profases en volumen); Antf/Vol (anafases-
telofases en volumen); Int/Vol (interfases en volumen).

Los valores de "t" con diferencia significativa para un intervalo

de confianza del 95 % aparecen sombreados en el cuadro.
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OBSERVACIONES EN LOS EMBRIONES TIPO 16¢col4H.-

a) Descripcién de la morfologia microscépica general.-

Desde una primera observacioén, la disposicion general de la copa éptica y con
ella la de Ia retina ofrece, tal y como apreciamos en las figuras nimeros 28, 29
y 33, un desarrollo regular poco diferente del ofrecido por los embriones sin
tratar, con una concavidad apropiada, una reduccién, hasta casi virtual, del
espacio ventricular y una invaginacién y cierre del cristalino que resulta propio
del momento del desarrollo correspondiente a las horas totales transcurridas
desde el comienzo de la incubacién hasta la extraccién y fijacion de los

animales.

Esta regularidad anteriormente descrita contrasta con lo que cabia esperar
tras ver las modificaciones ocurridas después de 4 horas de tratamiento en los
embriones 13coldh. No se repiten las anomalias alli encontradas y la
configuracién regular se puede observar también en el resto de desarrollos

cerebrales no épticos.

Es muy posible que la droga, dado que fué inyectada a las 60 horas de
incubacién normal, encontrara por lo avanzado del desarrollo una mayor
dificultad a la difusion y que incluso pueda tener mayor importancia el hecho
de que sea inyectada en un lugar mas o menos préximo a la retina segtn sea su
colocacién en relacién con la cavidad amniética. Pero tanto en este tipo de
experiencia como en el proximo (que relataremos) contamos con pruebas de que
en alguna medida la droga alcanzé cuando menos parte de su objetivo, tanto por
los indices posteriormente recontados como por las imagenes de afectacion
celular obtenidas con mayor o menor intensidad. El conjunto de datos nos lleva

a la situacién de entender, 0 cuando menos sospechar, que a partir de
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aproximadamente esa hora 60 de desarrollo (estadio final 15 HH. o comienzos
del 16) la retina ha modificado su situacién de competencia y de avance en la
diferenciacién y, entonces, la llegada de la colchicina le afecta de modo distinto
(aun sin que se pueda descartar que se cuente con mayores dificultades de
difusién, que en alguna manera también seran debidas al desarrollo general

alcanzado).

b) Modificaciones en la citoarquitectonia.-

Observaciones a la microcopia éptica como las que se presentan en las
figuras niimeros 27 a 29 ofrecen una disposicién celular muy semejante a la de
los embriones normales; se pone en ellas de manifiesto que la relacion entre la
frecuencia de metafases (y/o figuras mitéticas) y la de las interfases no ofrece
las modificaciones apreciables en los embriones tipo 13col4h. La situacién puede
verse mas detalladamente en imagenes como las de las figs. 30 a 32, que son de
una seccién vertical central de la copa; la figura ne 30 ofrece los tipicos nucleos
interfasicos con perfil ovalado y periferia regular, las metafases se presentan
ligeramente incrementadas (me) y, si bien su aspecto no es el de las tipicas
estrellas, si que aparecen con una condensacién e intensidad de reaccién que
resulta superior a la de las imagenes habituales en los embriones no tratados.
El numero de profases (pr) se nos ofrece en menor frecuencia, pero su presencia
estd indicando que posiblemente una variacion del del ciclo celular esté
facilitando esa mejor entrada o aparicién de profases en relacién con los otros
tipos de tratamiento. Las figuras 31 y 32 muestran aspectos semejantes al

anteriormente descrito.

137



En las imagenes ofrecidas por las figuras 33 a 36 se puede apreciar el aspecto
de las secciones histologicas posteriores, en donde se pueden ver: la regularidad
de forma e implantacién del tallo, el normal cierre del cristalino, el ligero
aumento de figuras metafasicas y en la figura n® 36 una situacién que
posteriormente comentaremos y que se refiere a la diferente intensidad de
reaccion que se distingue entre los nucleos interfasicos localizados en la region
central retiniana y la corona periférica de nucleos pertenecientes al epitelio

pigmentario.
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Fig. 27.- Seccién frontal anterior de embrién de un pollo que a las 60
horas de incubacién recibié -1 miligramo- de colchicina durante
un tiempo de 4 h. y fue posteriormente tefiido por el método
de Feulgen. Se puede apreciar cierto grado de afectacién en
algunas metafases pero muchas de las im&genes se nos
muestran normales y asi vemos el que a pesar del empleo de
la droga aparece cierta falta de anomalia en el desarrollo
general y asistimos a una configuracién bastante parecida a la

de los embriones sin tratar. Aumentos 160 x.

Fig. 28.- Seccién de la regién frontal anterior de un embrién analago al
de la imagen precedente en el que bien se observa, a pesar de
las 4 horas de tratamiento, regularidad en su conformacién.
Otro tanto podemos decir del desarrollo cristaliniano y del tubo

neural. Aumentos 160 x.
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Fig. 29.-

Fig. 30.-

Imagen analoga a la anterior pero de zona central en donde se
aprecia la misma regularidad de desarrollo y la adecuacién en
el cierre del epitelio cristaliniano; todo ello, es indice o bien
de una dificultad en la difusién de la droga o bien de que,
llegados a este estadio de desarrollo, asistimos a un mecanismo
posiblemente distinto de comportamiento o de la reaccién de
las células a la accion de la droga, el hecho ocurre tanto en la
retina como en las otras estructuras nerviosas de la zona.

Aumentos 63.

Detalle de la imagen anterior en donde pueden apreciarse
figuras de profase (pr) y de metafase (me) que por su
diposicién y numero vienen a ofrecer cierta afectacion. La
forma de presentacién de las imagenes, con figuras mitéticas
en pequefos grupos, nos llama la atencién, a pesar de que su
configuracién no sea la de aquella disposicion de las tipicas
estrellas metafasicas producidas por la accién de la colchicina.
La cavidad o surco ventricular -cv- aparece casi virtual e
igualmente podemos detectar poca afectacion en la lamina del

epitelio pigmentario -ep-. Aumentos 400 x.
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Figs. 31y 32.-

Figuras de imagenes obtenidas con fotografia
microscépica y pertenecientes a las zonas media e
inferior del corte histolégico de la figura anterior (29) y
en donde se aprecian: la aceptable regularidad de su
conformacién y la uniformidad de los perfiles nucleares
de las células -tanto en copa éptica como en el manto
de un cristalino cuya cavidad central aparece ya muy

reducida-. Aumentos 400 x.
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Fig. 33.- Microfotografia de una seccién frontal posterior de un
embrién tipo 16col4h. en el que podemos apreciar normalidad
de la copa retiniana y cristalino asi como en la insercién y

conformacién del tallo. Aumentos 63 x.

Fig. 34.- Imagen de una seccién mas posterior que la precedente y que
corresponde a la zona donde la copa se incurva y queda el
epitelio pigmentario como una lamina exterior que envuelve a
un epitelio retiniano mas denso en numero de células y

contenido de sus nucleos. Aumentos 160 x.
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Figs. 35 y 36.-

Secciones posteriores y frontales de embriones tipo
16col4h. en las que se distingue junto al grado de
afectacion metafasica una diversidad de tincion entre los
nucleos ubicados en la pigmentaria y el polo retiniano

que aparece rodeado por aquella. Aumentos 63 y 160 x.
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¢) Datos obtenidos sobre:la densidad celular interfasica,la mitética y su

disposicion estereologica.-

Las tablas nimeros 13 al 15 contienen los resultados de las valoraciones
morfomeétricas y de recuentos efectuados sobre las secciones histologicas
pertenecientes a los embriones del presente tipo de experimentacion. Se sigue
en orden y contenido la misma pauta que en las descripciones anteriores. Es de
destacar que se aprecia un nimero mayor de metafases que en los embriones
sin tratar, a pesar de que el indice mitético es muy ligeramente inferior; las
profases dan cifras muy parecidas y las anafases telofases son casi inexistentes,
todo lo cual nos esta indicando que la droga ha producido cierto grado
afectacion y que por lo tanto alcanzé a las células retinianas, pero que el
conjunto de éstas ha ofrecido una forma de reaccién diferente a la que pudimos

observar tras cuatro horas de tratamiento a partir de las 48 de incubacioén.

El volumen total de la retina aparece aqui ligeramente inferior al de los
normales, lo cual puede estar en relacién con la afectacion y modificaciones de
grado menor que se han producido. Las interfases aparecen en menor nimero
por unidad de volumen que en los embriones normales sin que podamos aqui,
a tenor de las experiencias y valoraciones realizadas, determinar si esa variacién
es debida a un aumento real de los elementos recontados o a un incremento de
los espacios intercelulares (¢ edema, extra o intracelular ?). Con todo y ante
cualquier tipo de valoracién, debe tenerse en cuenta que, si con menores
volimenes contenedores se producen menores indices y mayores diferencias con
los normales o con otros parametros, ello es expresion de las variaciones que se
estan produciendo y no de modificaciones extracelulares; por otro lado, el
aumento de un indice mitético o de cualquiera de sus subfases cuando
simultaneamente se detecta una disminucién en las interfases es expresion de

que, al ser variaciones contradictorias, ha tenido lugar una tendencia a la
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inversion de los porcentajes habituales del ciclo y de que, al menos la mayor
parte de las variaciones detectadas son debidas a una modificacién en el
comportamiento celular y no basicamente a las alteraciones del espacio

contenedor.
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POLLOS 16COL4H
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Sin cor.

Cor. Vt
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27,125
11,5

*TOTAL ANTERIOR*

voL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

444418,1
2798,568
72,20418
48,57056
22,4178

0

400674,9
2825,908
95,95827
66, 75358
26,59713

459316,5
1892, 160
38,33116
22,42503
16,68839

473796,4

3680,576

82,39895
56,58409
23,98956

voL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

25613,43

406,4482
31,375
24,75

330,9855
42,75
26,5
16,5

453,0886
38,375
27,625

9,75
1,375

409814,9
2019,618
65,44980
51,62972
14,60234

490654,0
1582,432
89,17861
55,28031
34,41981

516792, 2
2315,885
80,05215
57,62711
20,33898
2,868318

*TOTAL MEDIO*

472231,4
1971,955
78, 19947
54,82652
23,11229
0,955771

**TOTAL POLLO**

Corregidos
val. medio S.D.

4072171,
22462,55
601,8533
417,0847

18038,9
4,589308

285052,0
1797, 004
42,12973
25,02508
14431,12
0,367144

423,7712
42,625
32,625

10,25

32658,55

591,5888
44,625
29,75
15,25

527,0276
57,125
38,875
17,125

1,375

- 2880,621

|
522536,8 |
3067,611 |
93,08996 |
62,05997 |
31,81225 |
|

400615 ,4

119,1655
81,09517
35,72359 |
2,868318 |

I

*TOTAL POSTERIOR*

440741,0
2716,622
100,3559
70,37953
29,62891
0,955771

” O = ™M VvV C O

O =~ O m =

I
N
F
E
R
[

0
R

Cor. Vt

voL 403201,9
INTERF 2349, 182
MITOSIS 83,41277
METAF.  62,12514
PROF 20,85319
ANTF 0

voL 490639, 4
INTERF  2179,971
MITOSIS 73,50750
METAF.  46,57213
PROF 27,63048
ANTF 0

voL 463549,2
INTERF  2957,992
MITOSIS 93,83937
METAF.  65,07934
PROF 26,67471
ANTF 1,911562

Tabla n? 13 .
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Mit/Vol
Met/Vol
Prof/Vol
Antf/Vol
Int/Vol
Imit

Iprof
lantf
%met

%prof

l
|
I
[
|
|
| Imet
|
|
|
I
| %antf

EMBRIONES -TIPO POLLO 16COL4H

SUPERIOR
Media S.D.

2,068656 0, 165492
1,540717 0,123257
0,517164 0,036201

0 0
58,26025 4,719081
3,428962 0,274317
2,553862 0,204309
0,857240 0,060006

0 0
74 ,47916 6,777604
25 2
o 0

Unidad volumen 10000 micras cilbicas

{ Mit/vol
| Met/Vol
) Prof/vol
| Antf/Vol
| Int/Vol
| Imit

| Imet

] Iprof

| Iantf

i %met

l

|

*prof
%antf

1,498123 0,119849
0,949165 0,075933
0,563124 0,039418

0 0
44,42901 3,598749
3,261956 0,260956
2,066676 0,165334
1,226125 0,085828

0 0
63,35697 4,498345
37,58865 3,007092

) 0

EMBRIONES -TIPO POLLO 16COL4H

ANTERIOR
Media S.D.

1,624609 0,129968
1,092847 0,087427
0,504391 0,035307

0 0
62,96837 5,667153
2,515147 0,201211
1,691898 0,135351
0,780876 0,054661

0 0
67,26835 4,708784
31,04693 2,483754

0 0

Unidad volumen 10000 micras culbicas

1,655873 0,132469
1,160951 0,092876
0,489402 0,034258
0,020238 0,001214
41,75614 3,758053
3,814320 0,305145
2,674262 0,213941
1,127343 0,078914
0,046619 0,002797
70,11111 5,608888
29,55555 2,364444
1,222222 0,097777

Media S.D.

2,024265 0,161941
1,403865 0,112309
0,575416 0,040279
0,041235 0,002474
63,80863 3,892326
3,074854 0,245988
2,132468 0,170597
0,874055 0,061183
0,062635 0,003758
69,35185 6,311018
28,42592 2,274074
2,037037 0,162962

POSTERIOR
Media s.D.

2,276869 0,182149
1,596765 0,127741
0,672218 0,047055
0,021684 0,001301
61,63452 5,547106
3,562540 0,285003
2,498405 0,199872
1,051797 0,073625
0,033928 0,002035
70,12987 4,979220
29,52380 2,361904
0,952380 0,076190

Tabla n2 14
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| TOTAL EMBR -TIPO  POLLO 16COL8H|

{ Media S.D.

................................... I
| Mit/vol  1,277332 0,102186 I
| Met/Vol 0,886097 0,079748 |
| Prof/Vol  0,283073 0,019815 I
| Antf/vol  0,110427 0,010832 [
| Int/Vol  63,34751 5,010788 I
| Imit 1,976534 0,158122 |
| Imet 1,371141 0,123402 I
| 1prof 0,438025 0,030661 I
| Tantf 0,170874 0,016762 |
| %met 69,37096 5,764727 |
| %prof 22,16129 1,772903 |
| %antf 8,645161 0,778064 [

Unidad volumen 10000 micras cibicas

Tabla n® 15
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d) Comparaciones entre los distintos datos obtenidos a partir de las

situaciones experimentales y normales.-

El conjunto de la situacion anteriormente descrita se puede verificar en los
test que se presentan con los nimeros 11 al 13. Se observa que entre las zonas
superior (1), inferior (3) y posterior (6) es donde ocurren menores diferencias
(o, si se prefiere, donde las modificaciones son mas semejantes), lo que indica
que son zonas de mayor expansién y mas uniforme afectacién por parte de la

colchicina ( test ne ii).

Al comparar los datos obtenidos en las zonas homélogas de los embriones
tipo de tratamiento 13coldh y los 16col4h se aprecian, en todos los casos,
diferencias altamente significativas a favor del tipo 13col4h en lo referente a los
indices mitéticos y metafases y a favor de 16coldh en lo que a interfases se
refiere (test n® 12). Los valores de las profases son muy semejantes pero
también inferiores en los embriones tratados que en los normales. En lo que
respecta a la comparacién entre 16col4h y otros datos de los embriones
normales (test n® 13) se observa que se ha producido variacién, pero de mucha
menor intensidad que la esperada para el tiempo de tratamiento que ha tenido
lugar. Todo lo antedicho resulta indicativo de que a partir de un tratamiento
realizado en la hora 60 de incubacién se produce accién de la colchicina sobre
la retina pero encontrando una base de influencia diferente, lo que determina
el que las modificaciones sean muy distintas a las que se produjeron cuando la

inyeccién se realizé a partir de la hora 48 de incubacién.
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ZONAS 1 2 3 4 5

Testn® 11 .- Comparaci6n de medias entre las zonas constitutivas de
los embriones tipo 16col4H cuyos valores de "t corresponden a los parametros:
Densidad de mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mitético -Imit- (**);
Densidad de interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas

para un intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.

Relacion de 1las zonas indicadas con cada uno de los nidmeros de
catalogacidn:
1= Superior (horiz.) 2= Media (horiz.) 3= Inferior (horiz.)

4= Anterior (vert.) 5= Media (vert.) 6= Posterior (vert.)
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COMPARACION DE ZONAS HOMOLOGAS PERTENECIENTES
A LOS EMBRIONES QUE SE INDICAN

ANTERIOR
SUPERIOR (vert))
(horiz.) )
MEDIO MEDIO
(horiz.) (vert.)
INFERIOR POSTERIOR
(horiz.) (vert)

Test n® 12 .- Comparacién de medias entre los valores de las zonas
homélogas que se indican para los embriones tipo 13col4H y 16¢col4H. Los valores
de "t" contenidos en los recuadros corresponden a los parametros: Densidad de
mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mitético -Imit- (**); Densidad de
interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas para un

intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.
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COMPARACION DE ZONAS HOMOLOGAS PERTENECIENTES
A LOS EMBRIONES QUE SE INDICAN

ANTERIOR | L

SUPERIOR

(horiz.) (vert.)

+2,16 -***

MEDIO MEDIO

(boriz.) (vert.)
INFERIOR POSTERIOR

(boriz.) (vert)

Test n® 13 .- Comparacién de medias entre los valores de las zonas
homélogas que se indican para los embriones tipo 16col4H y 16-17 HH.N. Los
valores de "t" contenidos en los recuadros corresponden a los parametros:
Densidad de mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mitético -Imit- (**);
Densidad de interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas

para un intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.
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OBSERVACIONES EN LOS EMBRIONES TIPO 16¢col8H.-

a) Descripcién de l1a morfologia microscépica general.-

La situacién de los embriones de este tipo de tratamiento es en términos
generales semejante a la encontrada en el tratamiento anterior, ofreciendo una
regular conformacién con signos de cierta afectacién pero una organizacion de
la estructura muy parecida a la que ofrecen los embriones normales de
desarrollo superior al estadio 19 HH. Tanto la invaginacién de cristalino como
el cierre de la copa optica y la obliteracion ventricular dan la imagen
correspondiente a estos niveles de incubacién. La situacién puede observarse en

las distintas figuras expuestas entre los mameros 37 y 46.

b) Modificaciones en la citoarquitectonia.-

Si bien a primera vista no se observan grandes diferencias con la constitucién
ofrecida por los embriones normales correspondientes a este estadio del
desarrollo, si se detectan algunas pequefias variaciones cuando se realiza una
observacién detallada. Asi podemos ver: un acimulo de micleos interfasicos a
nivel del tallo (figs. n® 39 y 40), la existencia de restos proliferativos en los
margenes superior e inferior ofrecidos por la presencia de nucleos de pequefio
tamafio (figs. ne 41 y 42 ) y las diferencias entre la positividad de reaccion

Feulgen entre las laminas retiniana y pigmentaria (figs. ne 43 al 46).
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Figs. 37 y 38.- Microfotografias de embriones de pollo que tras 60-62
horas de incubacién recibieron 1 mgr. de colchicina
durante 8h. (16co0l8h.). La seccién histologica es frontal
y anterior. Como la tincién esta hecha con toluidina se
aprecian menos las diferencias de los nucleos de la
lamina pigmentaria de los del conjunto retiniano
interior. De destacar el incremento que se aprecia en el

numero de anafases (an). Aumentos 63 y 400 x.
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Figs. 39 y 40.- Seccién frontal de un embrién tipo 16col8h. realizada a
nivel medio (préximo anterior) que ofrece un desarrollo
ordenado y analogo al de situaciones obtenidas sin
tratamiento. LLama la atencién el gran nuimero de
nucleos conglomerados a nivel de 1a unién entre la copa

y el tubo neural (tallo). Aumentos 160 y 400 x.






Fig. 41.- Imagen de una seccién analoga a la anterior pero
correspondiente a una regién mas central. En su zona inferior
se aprecian células mas redondeadas y de menor tamario.

Aumentos 63 x.

Fig. 42.- Detalle de la imagen 41 en donde se aprecia mas claramente
el caracter de los elementos celulares constitutivos de la zona

inferior. Aumentos 400 x.



FIG.41
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Figs. 43 y 44.- Imagenes aumentadas de las zonas central y superior de
la figura n® 41 y en donde se distingue el caracter de
sus nucleos celulares tanto en epitelio pigmentario como
en lamina retiniana. La variacién en tamaiio y densidad
expresan un diferente momento de ciclo. Aumentos
400x.



F1G.43

FI1G.44



Fig. 45.-

Fig. 46.-

Seccién frontal posterior tefida con toluidina de un embrién
tipo 16¢col8h. en donde se aprecia la similitud de imagen; al
compararla con la n® 37 nos expresa la regularidad que ofrece
la copa en estos estadios (y ello a pesar del tratamiento).

Aumentos 63 x.

Polo posterior de un embrién como el de la figura anterior.
Destaca la regularidad y densidad celular asi como la casi
ausencia de figuras mitéticas. En tamafio y densidad nuclear se

distinguen -al menos- dos tipos. Aumentos 400 x.
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c) Datos obtenidos en la densidad celular: interfasica, mitética y en sus

disposiciones estereolégicas.-

Los valores encontrados al verificar los recuentos y morfometria en los
distintos sectores y zonas de estos embriones quedan recogidos en las tablas
numeros 16 al 18. Aqui podemos observar lo anteriormente expresado al hablar
de la descripcion general y la situacién en relacién con el tratamiento de 4
horas. Tanto el tamafo global de la retina como su nimero de interfases se
presentan con valores inferiores al de los embriones normales y, analogamente
a lo también encontrado con anterioridad, las metafases son mas abundantes

aunque de manera poco intensa.

En relacién con lo anteriormente descrito y su andloga repeticion de
comportamiento, entre los hallazgos en los tipos de tratamiento 16¢ol4h y
16col8h hay que hacer notar que, a pesar de ser tan parecidos, se detecta una
diferencia global consistente en que las respectivas divergencias con los
embriones normales propias de su estado de desarrollo son algo mas acusadas
en este estadio del tipo 16col8h salvo en lo que a metafases se refiere, lo cual
lleva a pensar en que el mayor tiempo de tratamiento ha ejercido algun tipo de
influencia, pero sobre todo en lo referente al comportamiento de las células mas

diferenciadas o interfases de tipo mas maduro.
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| AREA M.
| voL

| INTERF
| MITOSIS
| METAF.
| PROF

| ANTF

I

I

| voL

| INTERF
| MITOSIS
| METAF.
] PROF

] ANTF

O &= O m =x

|

i voL

| INTERF
| MITOSIS
| METAF.
| PROF

[ ANTF

|

POLLOS 16COL8H

ANTERIOR

Sin cor.

1783,713
122,496
90,496
25,728
6.4

1284, 171
83,328
66,176
12,288

5,248

85447, 11

1934,188
98,944
68,48
25,216
5,248

*TOTAL ANTERIOR*

VoL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

2114914,
14421,69
317,7693
234,7569
65,92945
17,61677

Cor. Vt

2273217,
15741,54
383, 2990
283, 1687
80,50482
20,02607

2023275,
10662,18
260,7395
207, 0696
38,45006
16,42138

2050730,
16876,50
309,6031
214,2790
78,90273
16,42138

voL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

MEDIO

Sin cor.

1690, 461
97,152
56,576
31,616

9,344

1294,907
49,152
32,256
11,776

5,376

1205,507
46,976
27,776
13,056

6,784

Cor. Vt

2397823,
13579, 81
303,9958
177,0305
98,92881
29,23807

2078641,
11137,78
153,8002
100,9314
36,84797
16,82190

2111832,
9568, 152
146,9913
86,91316
40,85319
21,22764

*TOTAL MEDIO*

2195220,
11424,58
201,5252
121,5824
58, 85605
22,42135

**TOTAL POLLO**
Corregidos
val. medio S.D.

19425226
123066,2
1938, 668
1344,873
429,6338
167,6009

1437466,
11605, 14
143,0737
113,2383
32,22254
15,83828

POSTERIOR

Sin cor.

1357,570
98,816
70,656
17,408
11,008

1908,354
72,448
50,176

2076,467
124,288
87,936
22,784
12,8

Cor. Vt

2076052,
11395,38
309,2026
221,0878
54,47092
34,44485

2319094,
15404, 96
226,6951
157, 0044
50,06518
20,02607

2110048,
18786,13
388, 9063
275, 1582
71,29282
40,05215

*TOTAL POSTERIOR*

2167531,
15190,17
308,1601
217,6739
58,58913
31,49666

0 0O ~ ™ M TV C OV

0O -~ O m =

- X" M M E

x O

Cor. Vt

voL 2248151,
INTERF  13567,49
MITOSIS 332,0495
METAF.  227,0162
PROF 77,94089
ANTF 27,89323

voL 2139480,
INTERF  12397,30
MITOSIS 213,6701
METAF.  154,9475
PROF 41,7731
ANTF 17, 75023

voL 2090034,
INTERF  15071,65
MITOSIS 281,7349
METAF.  192,0495
PROF 63,66063
ANTF 25,89132

Tabla n2 16
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I Mit/Vol
| Met/Vol
] Prof/Vol
| Antf/Vol
| Int/vol
| Imit

| Imet

| Iprof

| Iantf

| %met

I

I

%prof
%antf

EMBRIONES -TIPG POLLO 16COL8H

SUPERIOR

Media

1,476915
1,009739
0,346671
0, 124065
60,34655
2,388923
1,633263
0,560744

S.D.

0,118153
0,090876
0,024267
0,011289
5,491536
0,191113
0,146993
0,039252

0,200677 0,018261
68,36816 5,537821
23,47266 1,877813

8,400321

0,756028

0,998651 0,079892
0,724193 0,065177
0,195239 0,013666
0,082961 0,008055
57,94249 4,113917
1,694318 0,135545
1,228672 0,110580
0,331244 0,023187
0,142973 0,014025
72,51717 5,873891
19,55028 1,564022
8,307307 0,747657

INFERIOR |
Media Ss.D.

1,347924 0,107833
0,918836 0,082695
0,304576 0,021320
0,123873 0,011037
72,10840 6,561864
1,835001 0, 146800
1,250860 0,112577
0,414635 0,029024

0,168635 0,015128
68, 16674 4,839838
22,59592 1,807674

9,189957 0,827096

Unidad volumen 10000 micras cibicas

| Mit/Vol
| Met/Vol
| Prof/Vol
[ Antf/Vol
| Int/Vol
| Imit

| Imet

1 Iprof

| lantf

| %met

I

I

*prof
%antf

EMBRIONES -TIPO POLLO 16COL8BH

ANTERIOR

Media

1,502440
1,109950
0,311720
0,083293
68,18702
2,155907
1,592709
0,447298
0,119521
73,87652
20,74758
5,543889

S.D.

0,120195
0,099895
0,021820
0,007421
5,325406
0,172472
0,143343
0,031310
0,010649
6,434645
1,659806
0,498950

0,917972 0,073437
0,553823 0,049844
0,268096 0,018766
0,102132 0,010019
52,04039 3,856193
1,733384 0, 138670
1,045770 0,094119
0,506240 0,035436
0,192853 0,018918
60,33112 5,490132
29,20529 2,336423
11,12582 1,001324

POSTERIOR |
Media  S.D. |

1,421639 0,113731 |
1,004198 0,090377 |
0,270290 0,018920 |
0,145303 0,012946 |
70,07704 6,664327 |
1,988343 0,159067 |
1,404498 0,126404 |
0,378034 0,026462 |
0,203226 0,019936 |
70,63663 6,081814 |
19,01255 1,521004 |
10,22087 0,919878 |

Unidad volumen 10000 micras cubicas

Lo RO RN

. .. _Tablane17

i
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| TOTAL EMBR -TIPO  POLLO 16COL8H |
| Media  S.D.

Mit/Vol  1,277332 0,102186

I I
| Met/Vol  0,886097 0,079748 |
| Prof/vol  0,283073 0,019815 i
| Antf/vol  0,110427 0,010832 |
| Int/vol 63,34751 5,010788 |
| Imit 1,976534 0,158122 [
| Imet 1,371141 0,123402 |
| Iprof 0,438025 0,030661 I
| Tantf 0,170874 0,016762 I
| %met 69,37096 5,764727 |
| %prof 22,16129 1,772903 |
| %antf 8,645161 0,778064 1

Unidad volumen 10000 micras cubicas

Tabla n2 18
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d) Comparaciones entre los valores ofrecidos por las distintas situaciones

experimentales y normales.-

En los test nimeros 14 a 19 se recogen los datos para la experiencia tipo
16¢col8h y las diversas comparaciones con el resto de situaciones que nos ha

parecido resultaba de interés comprobar.

En el test n® 14 aparecen los resultados de comparar entre si las diferentes
zonas constitutivas del propio tipo de experiencia 16¢ol8h. Dado lo avanzado del
desarrollo y la tendencia a unificacién que ya sabemos va teniendo lugar con el
mismo, apreciamos cémo entre muchas zonas ya no existen diferencias y las que
tienen lugar se dan con las regiones mas extremas o donde todavia existe

alguna intensidad de fenémeno proliferativo.

El test ne 15 ofrece las diferencias con la situacién de afectacién entre estos
embriones 16col8h y los del tipo 16col4h. La significacién es a favor de los de
4 horas de tratamiento en lo que a metafases se refiere, lo cual es 1égico pues
es conocido que, conforme se llega al estadio 19 HH., el numero de divisiones
celulares decae considerablemente. El nimero de interfases aumenta, sin
embargo, como corresponde a un material que ademas de ser afectado en
menor grado va contando paulatinamente con células en G, que estan

aumentando en su numero.

En el test n¢ 16 encontramos los resultados de comparar las zonas homélogas
de esta experiencia con la de embriones sin tratar. Todas las comparaciones han
resultado significativas a favor de los normales, menos en su numero de

metafases, coincidiendo con ello en lo que ya anteriormente habiamos relatado.
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Al comparar los valores obtenidos tras 8 horas de tratamiento a partir de las
48 y 60 de incubacion se ve claramente, como presenta el test ne 17, que entre
sus zonas homologas existe un alto coeficiente de significacién que es superior,
en cada caso, para los 16col8h en lo referente a los valores de: interfases,
profases y anafases-telofases, y lo contrario ocurre en lo que hace referencia a
las metafases. Con todo ello, se nos esta poniendo de manifiesto el diferente
grado de afectacion que ha tenido lugar como consecuencia del distinto

momento en que se inyecté la colchicina.

Finalmente las tablas numeros 18 y 19 ofrecen respectivamente las diferencias
entre los embriones tipo 16col4h y tipo 16col8h con los valores de sus situaciones
sin tratamiento. Su obtencién no tuvo otra intencién que la de la constatacién

de las modificaciones que, por otra parte, eran de esperar sin lugar a dudas.
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ZONAS 1 2 3 4 5

2
+0,63 ~*xx
"

3 +1,81 -*
T

4 [ -0,31 -*
+1,94 —xx
+1,92 —*wx

5
.

6 ||| +0,76 -*
-2,35 _*;*

Test n® 14 .- Comparacién de medias entre las zonas constitutivas de
los embriones tipo 16col8H cuyos valores de "t" corresponden a los parametros:
Densidad de mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mitético -Imit- (**);
Densidad de interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas

para un intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.

Relacidn de 1las zonas indicadas con cada uno de los nudmeros de
catalogacidn:
1= Superior (horiz.) 2= Media (horiz.) 3= Inferior (horiz.)

4= Anterior (vert.) 5= Media (vert.) 6= Posterior (vert.)
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COMPARACION DE ZONAS HOMOLOGAS PERTENECIENTES
A LOS EMBRIONES QUE SE INDICAN

ANTERIOR
SUPERIOR 0
(horiz.) (vert.)
+0,55 *+*
MEDIO MEDIO
(horiz.) (vert.)
INFERIOR POSTERIOR
(horiz.) (vert)
+2,17 -**+ + 2,02 ke

Test n® 15 .- Comparaci6én de medias entre los valores de las zonas

homélogas que se indican para los embriones tipo 16col8H y 16¢coldHH. Los
valores de "t" contenidos en los recuadros corresponden a los parametros:
Densidad de mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mit6tico -Imit- (**);
Densidad de interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas

para un intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.
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COMPARACION DE ZONAS HOMOLOGAS PERTENECIENTES
A LOS EMBRIONES QUE SE INDICAN

ANTERIOR
SUPERIOR
(horiz,) (vert.)
+1,81 -***
MEDIO T
MEDIO
(horiz.) (vert)
INFERIOR POSTERIOR | ,
(boriz.) (vert.) '
+0,09 -**

Test n® 16 .- Comparacién de medias entre los valores de las zonas
homo6logas que se indican para los embriones tipo 16col8H y 19-20 HH.N. Los
valores de "t" contenidos en los recuadros corresponden a los parametros:
Densidad de mitosis en volumen -Mit/Vol- (*); Indice Mit6tico -Imit- (**);
Densidad de interfases en volumen -Int/Vol- (***). Las diferencias significativas

para un intervalo de confianza del 95% aparecen sombreadas en el cuadro.
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COMPARACION DE VALORES TOTALES DE INDICE
ENTRE LOS EMBRIONES QUE SE INDICAN

Test n2 17

T
Mit/Vol :

T
Met/Vol '

T
Prof/Vol

T
Antf/Vol

T
Int/Vol :

Comparaciones entre los embriones tipo 16col8H y 13col8H

de los valores totales que se obtuvieron en las retinas
correspondientes para los parametros que se indican:

Mit/Vol (mitosis en volumen total); Met/Vol (metafasés en
volumen); Prof/Vol (profases en volumen); Antf/Vol (anafases-
telofases en volumen); Int/Vol (interfases en volumen).

Los valores de "t" con diferencia significativa para un intervalo

de confianza del 95 % aparecen sombreados en el cuadro.
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COMPARACION DE VALORES TOTALES DE INDICE
ENTRE LOS EMBRIONES QUE SE INDICAN

T
Mit/Vol

T
Met/Vol

T
Prof/Vol

T
Antf/Vol

T
Int/Vol

Test n® 18 .-  Comparaciones entre los embriones tipo 16col4H y 16-17HH.N
de los valores totales que se obtuvieron en las retinas
correspondientes para los parametros que se indican:

Mit/Vol (mitosis en volumen total); Met/Vol (metafases en
volumen); Prof/Vol (profases en volumen); Antf/Vol (anafases-
telofases en volumen); Int/Vol (interfases en volumen).

Los valores de "t" con diferencia significativa para un intervalo

de confianza del 95 % aparecen sombreados en el cuadro.
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COMPARACION DE VALORES TOTALES DE INDICE
ENTRE LOS EMBRIONES QUE SE INDICAN

Test n? 19

T
Mit/Vol

T
Met/Vol -0,38

T
Prof/Vol

T
Antf/Vol

T
Int/Vol

Comparaciones entre los embriones tipo 16¢col8H y 19-20HH.N
de los valores totales que se obtuvieron en las retinas
correspondientes para los parametros que se indican:

Mit/Vol (mitosis en volumen total); Met/Vol (metafases en
volumen); Prof/Vol (profases en volumen); Antf/Vol (anafases-
telofases en volumen); Int/Vol (interfases en volumen).

Los valores de "t" con diferencia significativa para un intervalo

de confianza del 95 % aparecen sombreados en el cuadro.
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RESUMEN DE LOS VALORES EN EMBRIONES SIN TRATAR.-

Con el fin de poder recordar y realizar las comparaciones correspondientes
y para todas las aclaraciones y comprobaciones que pudieran querer realizarse,
ofrecemos a continuacién las tablas, test de comparacion y figuras obtenidas a
partir de embriones que se incubaron sin tratamiento alguno y para unos
tiempos que se correspondian con los grados de desarrollo: 13-14 HH, 16-17
HH y 19-20 HH.

Las figuras numeros 47 al 50 ofrecen imagenes histologicas con el fin de
poder recordar: la disposicién de los perfiles celulares, tanto en interfases como
en mitosis , de observar la normalidad de desarrollo en retina y cristalino y de

apreciar la disposicién de las células en el espacio.

Las tablas nimeros 19 a 27 presentan, con el mismo tipo de estructura y
significado que en los conjuntos anteriormente relatados, los valores obtenidos
en sectores y zonas asi como los de los indices que estamos considerando para
los embriones tipo 13-14 HH. N, 16-17 HH.N y los 19-20 HH. N. Estos valores
son los que en cada caso han sido empleados para las compa}abiOnes que se han

relatado en los apartados anteriores.
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Figs. 47 y 48.- Iméagenes demostrativas del aspecto regular normal del
desarrollo de un embrién que se fijé a las 60-62 horas
de incubacién sin haber recibido tratamiento alguno.
Los nucleos celularres muestran diversidad de
constitucién y tamafio segun se trate de retina o
coroides y en relacién con el lugar que cada nicleo
ocupa dentro del espesor epitelial. Se aprecia el
reducido numero de figuras de division celular.
Aumentos 160 y 400 x.



FIG.47




Figs. 49 y 50.- Figuras de embrién de pollo correspondiente a un grado
de desarrollo 19-20 HH. conseguido sin tratamiento
alguno. En este caso s¢ trata de secciones horizontales
y podemos apreciar cémo los nicleos celulares ofrecen
imagenes semejantes a las que se obtienen en secciones
frontales lo que indica la ausencia de sesgo en la
interpretacién por causa de la anisotropia. Aumentos
160 y 400 x.






POLLOS 13-14N HH

POSTERIOR
Cor. Vt

10000
227000
1172,596
58,09497
13,166
25,0154
19,91357

10000
121000
740,399
53,77542
12,19377
29,8265
11,75515

10000
262000
1090,123
33,24125
10,82715
12,34675
10,06735

16000
352000
2130,92
89,8304
35,9832
38,28
15,5672

ANTERIOR
Cor. Vt
AREA M. 10000
voL 140000
INTERF 641,48
MITOSIS 26,999
METAF. 8,8305
PROF 12,18
ANTF 5,9885
AREA M. 10000
voL 313000
INTERF  1231,748
MITOSIS 45,385
METAF.  15,88475
PROF 22,6925
ANTF 6,80775
AREA M. 10000
voL 280000
INTERF  1165,22
MITOSIS 32,074
METAF. 12,586
PROF 14,616
ANTF 4,872

10000

247000
1012,310
33,12887

14,326
11,81895
6,983925

10000

174000
1094, 855
48,1893
14,50725
23,9685
9,71355

*ANTERTIOR*

voL 244235,6
INTERF  1012,461
MITOSIS 34,80714
METAF,  12,42939
PROF 16,49039
ANTF 5,887355

VoL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

245235,2
1091,294
41,47384
12,76857
16,38796
12,31730

**TOTAL POLLO**
Corregidos
Val. medi S.D.

2115153, 148060,7
10276,05 9248, 451
420,5709 34,06624
138,2562 1,106049
190,6778 17,16100
91,63691 10,99642

*POSTER

215580, 4
1321,595
63,90933
20,88742
30, 68092
12,34097

— e - ow— — " —
o

A M v Cc w

QO =

QO = O m X

" O = W M m E o

voL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

voL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

voL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

vt

162601,6
851,1939
46,27359
11,39276
22,33281
12,54801

308876,4
1483, 744
56,13256
20,89105
24,4319
10,81031

233573,2
1090,413
37,78416
13,80158
16,79526
7,187308

Tabla n2 19
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Unidad volumen 10000 micras cubicas

EMBRIONES -TIPO POLLO 13-14N HH

SUPERIOR
Media S.D.

Mit/Vol 2,845684 0,227654
Met/Vol 0,700620 0,056049
Prof/Vol 1,373399 0,096137
Antf/Vol 0,771664 0,030866
Int/Vol 52,34581 6,281498
Imit 5,436316 0,434905
Imet 1,338445 0,107075
Iprof  2,623704 0,183659
Iantf  1,474166 0,058966
%met 24,62045 2,954454
%prof  48,26254 3,861003
%antf  27,11700 2,169360

EMBRIONES -TIPO POLLO 13-14N HH

ANTERIOR
Media S.D.

Mit/Vol 1,425075 0,114006
Met/Vol 0,508884 0,040710
Prof/Vol 0,675150 0,047260
Antf/Vol 0,241040 0,009641
Int/Vol 41,45223 4,974268
Imit 3,437872 0,275029
Imet 1,227641 0,098211
Iprof  1,628742 0,114011
Iantf  0,581489 0,023259
%met 35,70932 4,285119
%prof  47,37645 3,790116
%antf  16,91421 1,353137

1,817223 0,145377
0,676322 0,054105
0,790930 0,055365
0,349970 0,013998
48,03443 5,764131
3,783169 0,302653
1,407995 0,112639
1,646590 0,115261
0,728583 0,029143
37,21734 4,466081
43,52410 3,481928
19,25854 1,540683

1,691101 0,135288
0,520640 0,041651
0,668221 0,046775
0,502239 0,020089
44,49770 5,339724
3,800425 0,304034
1,170039 0,093603
1,501698 0,105118
1,128687 0,045147
30,78706 3,694447
39,51396 3,161117
29,69896 2,375917

INFERIOR
Media S.D.

1,617577 0,129406
0,590859 0,047268
0,719022 0,050331
0,307695 0,012307
46,68169 5,601803
3,465121 0,277209
1,265719 0,101257
1,540265 0,107818
0,659135 0,026365
36,52743 4,383291
44,45055 3,556044
19,02201 1,521761

POSTERIOR
Media S.D.

2,964375 0,237150
0,968844 0,077507
1,423106 0,099617
0,572425 0,022897
61,30100 7,356120
4,835770 0,386861
1,580470 0,126437
2,321506 0,162505
0,933793 0,037351
32,68290 3,921949
48,00695 3,840556
19,31013 1,544810

Unidad volumen 10000 micras clGbicas

Tabla n2 20
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| TOTAL EMBR -TIPO  POLLO 13-14N |
] Media  s.D.

| Mit/vol — 1,988271 0,159061
Met/Vol  0,653613 0,052289
Prof/Vol  0,901439 0,063100

I
I I
I I
| Antf/vol  0,433218 0,017328 I
| Int/vol  48,58059 5,829671 I
| Imit 4,092727 0,327418 I
| Imet 1,345420 0,107633 |
| Iprof 1,855554 0, 129888 [
| lantf 0,891751 0,035670 [
| %met 32,87345 3,944814 |
| %prof 45,33785 3,627028 i
| %antf 21,78869 1,743095 ]

Unidad volumen 10000 micras cubicas

Tabla n¢ 21
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EMBRIONES-TIPO POLLO 16-17N HH

POSTERIOR
Cor. Vt

419000
3242,222
105,169
38,967
29,749
36,453

246000
1957,422
79,704
30,75
24,354
2,6

QO = O m =X

ANTERIOR

Cor. Vt
AREA M. 10000
voL 449000
INTERF  3267,822
MITOSIS 141,435
METAF. 53,431
PROF 49,39
ANTF 38,614
AREA M. 10000
voL 673000

INTERE  4697,54
MITOSIS 146,041

477000
2875,356
83,952
47,223
23,85
12,879

10000
922000
6390,382
213,904
76,526
71,916
65,462

METAF. 57,878
PROF 54,513
ANTF 33,65
AREA M. 10000
voL 388000
INTERF  2821,924
MITOSIS 129,204
METAF. 71,392
PROF 34,92
ANTF 22,892

10000
503000
3630, 151
122,732
52,815
41,749
28,168

195000
1537,965
62,01
26,52
18,915
16,575

*TOTAL ANTERIOR*

voL 503132
INTERF  3594,503
MITOSIS 138,8447
METAF.  60,87901
PROF 46,25813
ANTE 31,70756

voL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

*TOTAL MEDIO*

466146,8
3248, 105
103,9146
46,31878
31,77154
25,82429

**TOTAL POLLO**
Corregidos
val. medi S.D.

4270291, 298920,3
30410,13 27369,12
1083, 771 87,78549
455,3425 3,642740
349,2337 31,43103
279,1952 33,50342

*TOTAL POSTER

454151,6
3294,102
118, 4978
44,58305
38,38156
35,53322

e e e — — — —— e —— E—— S veem smam e e m—

D O = WM M E =

" O =~ 2©X® M YV C O

O - O m =x

voL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

voL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

voL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

Cor. Vt

371184,8
2821,500
108,7312
41,03496
34,48559
33,21070

690390, 4
4652,796
147,9138
60,52114
50,07546
37,31726

361855, 2
2662,414
104,6120
50,22474
31,85018
22,53710

Tabla n2 22
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Unidad volumen 10000 micras cibicas

EMBRIONES -TIPO POLLO 16-17N HH

SUPERIOR
Media S.D.

Mit/Vol 2,929156 0,234332
Met/Vol 1,105457 0,088436
Prof/vol 0,929021 0,065031
Antf/Vol 0,894676 0,035787
Int/Vol 76,00956 9,121148
Imit 3,710670 0,296853
Imet 1,400399 0,112031
Iprof 1,176889 0,082382
Iantf 1,133381 0,045335
*met 37,73980 4,528776
%prof 31,71635 2,537308
%antf 30,54384 2,443507

EMBRIONES -TIPO POLLO 16-17N HH

ANTERIOR
Media S.D.

Mit/Vol 2,759470 0,220757
Met/Vol 1,209940 0,096795
Prof/vol 0,919357 0,064355
Antf/vol 0,630172 0,025206
Int/vol 71,43898 8,572677
Imit 3,719040 0,297523
Imet 1,630681 0,130454
Iprof 1,239052 0,086733
Iantf 0,849306 0,033972
%met 43,84683 5,261620
%prof 33,31645 2,665316
%antf 22,83670 1,826936

2,142360 0,171388
0,876578 0,070126
0,725284 0,050769
0,540497 0,021619
67,39033 8,086840
3,081082 0,246486
1,260670 0,100853
1,043084 0,073015
0,777327 0,031093
40,91647 4,909976
33,85447 2,708358
25,22905 2,018324

2,229113 0,178329
0,993602 0,079488
0,681543 0,047708
0,553967 0,022158
69,67640 8,361168
3,100059 0,248004
1,381816 0, 110545
0,947832 0,066348
0,770409 0,030816
44,57388 5,348866
30,57466 2,445972
24,85145 1,988116

INFERIOR
Media S.0.

2,890847 0,231267
1,387909 0,111032
0,880147 0,061610
0,622790 0,024911
73,57311 8,828773
3,780666 0,302453
1,815116 0,145209
1,151061 0,080574
0,814488 0,032579
48,01048 5,761258
30,44600 2,435680
21,54351 1,723481

POSTERIOR
Media s.D.

2,609082 0,208726
0,981628 0,078530
0,845084 0,059155
0,782369 0,03129
72,52948 8,703538
3,472361 0,277788
1,306424 0,104513
1,124701 0,078729
1,041235 0,041649
37,62351 4,514822
32,39009 2,591207
29,98638 2,398911

—— e —— — — — —— — = a—— ——- —

Unidad volumen 10000 micras cubicas

Tabla n¢ 23

190



| TOTAL EMBR -TIPG  POLLO 16-17N |

| Media S.D.

................................... I
| Mit/Vol  2,537806 0,203024 |
| Metsvol 1,06625 0,0853 I
| Prof/vol  0,817780 0,057244 ]
| Antf/vol  0,653775 0,026151 |
| Int/Vol  71,20970 8,545164 I
[ Imit 3,441210 0,275296 [
| Imet 1,445811 0, 115664 |
| Iprof 1,108892 0,077622 |
[ Iantf 0,886505 0,035460 [
| %met 42,01462 5,041755 [
| %prof 32,22392 2,577913 |
| %antf 25,76144 2,060915 |

Unidad volumen 10000: micras cubicas

Tabla n2 24 -

i
i
i
1
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EMBRIONES-TIPO POLLO 19-20N HH

POSTERIOR
Cor. Vt

10000
2020000
23064,36
418,14
17,7
96,96
149,48

10000
2380000
23124,08
635,46
271,32
168,98
195,16

0O = O m =X

10000
2110000
14404, 97
337,6
151,92
82,29
103,39

10000
3020000
22169,82
661,38
259,72
151

~ XD M M E -~

x O

ANTERIOR

Cor. Vt
AREA M. 10000
VoL 1730000
INTERF  13936,88
MITOSIS 468,83
METAF. 193,76
PROF 117,64
ANTF 157,43
AREA M. 10000
VoL 3100000
INTERF 22754
MITOSIS 542,5
METAF. 251,1
PROF 133,3
ANTF 158,1
AREA M. 10000
VoL 1930000
INTERF  14534,83
MITOSIS 461,27
METAF. 193
PROF 125,45
ANTF 142,82

10000
2920000
20623 ,96
613,2
248,2
148,92
216,08

*TOTAL ANTERIOR*

voL 2252432
INTERF 17069, 26
MITOSIS 490,6948
METAF.  212,5455
PROF 125,419
ANTF 152,7298

voL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

*TOTAL MEDIO*

2349060
19357, 65
456,1536
190,5399
109,3517
156,2619

**TOTAL POLLO**
Corregidos
val. medi S.D.

21061572 1474310,
169714,3 152742,9
4562,722 369,5805
1920,467 15,36374
1139,461 102,5514
1502,793 180,3352

*TOTAL POSTER

2419032
20144,53
574,0590
237,0703
145, 0492
191,93%

o O =~ ®m MV C 0

- O m Xx

(=]

T O = B M m E =

voL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

VoL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

VoL
INTERF
MITOSIS
METAF.
PROF
ANTF

Cor. Vt

2042516
20034,75
507,2990
212,1857
127,8152
167,2980

2742236
19769, 34
513,6468
220,8360
122,1538
170,6569

2235772
19769,34
513,6468
220,8360
122,1538
170,6569

Tabla n2 25
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EMBRIONES -TIPO POLLO 19-20N HH

SUPERIOR
Media S.D.

Mit/Vol 2,483572 0,198685
Met/Vol 1,038792 0,083103
Prof/Vol 0,625742 0,043801
Antf/vol 0,819037 0,032761
Int/Vol 98,08371 11,77004
Imit 2,469562 0,197565
Imet 1,032933 0,082634
Iprof 0,622212 0,043554
Iantf 0,814417 0,032576
%met 41,82655 5,019186
%prof 25,19524 2,015619
%antf 32,97819 2,638255

Unidad volumen 10000 micras clbicas

EMBRIONES -TIPO POLLO 19-20N HH

ANTERIOR
Media S.D.

Mit/Vol 2,178402 0,174272
Met/Vol 0,943579 0,075486
Prof/Vol 0,556789 0,038975
Antf/Vol 0,678032 0,027121
Int/Vol 75,77767 9,093321
Imit 2,794397 0,223551
Imet 1,210399 0,096831
Iprof  0,714235 0,049996
lantf  0,869762 0,034790
%met 43,31522 5,197826
%prof  25,55955 2,044764
%antf  31,12522 2,490017

Unidad volumen 10000 micras cubicas

1,873001 0, 149840
0,805273 0,064421
0,445431 0,031180
0,622296 0,024891
72,08844 8,650613
2,532402 0,202592
1,088774 0,087101
0,602248 0,042157
0,841379 0,033655
42,99374 5,159249
23,78169 1,902535
33,22456 2,657965

1,941758 0,155340
0,811092 0,064887
0,465489 0,032584
0,665177 0,026607
82,40182 9,888219
2,302200 0,184176
0,961652 0,076932
0,551896 0,038632
0,788651 0,031546
41,77100 5,012520
23,97256 1,917805
34,25643 2,740514

INFERIOR
Media S.D.

2,236080 0, 178886
0,926408 0,074112
0,580760 0,040653
0,728912 0,029156
74,99202 8,999043
2,895423 0,231633
1,199574 0,095965
0,752006 0,052640
0,943842 0,037753
41,43000 4,971601
25,97223 2,077778
32,59775 2,607820

POSTERIOR
Media S.D.

2,372975 0,189838
0,979972 0,078397
0,599586 0,041971
0,793415 0,031736
83,27101 9,992522
2,770743 0,221659
1,144239 0,091539
0,700092 0,049006
0,926411 0,037056
41,29720 4,955664
25,26730 2,021384
33,43549 2,674839

Tabla n2 26
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| TOTAL EMBR -TIPO  POLLO 19-20N |

| Media  S.D.

................................... |
| Mit/Vol  2,166264 0,173301 [
| Met/Vol  0,911789 0,072943 [
| Prof/Vol  0,540987 0,037869 |
| Antf/vol  0,713488 0,028539 |
| Int/Vol  80,57606 9,669127 I
| Imit 2,618085 0,209446 |
| Imet 1,101962 0,088156 I
| Iprof 0,653821 0,045767 I
| Iantf 0,862301 0,034492 |
| %met 42,09038 5,050846 |
| %prof 24,97327 1,997861 |
| %antf 32,93634 2,634907 I

Unidad volumen 10000 micras cubicas

Tabla n2 27
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DESCRIPCION DETALLADA DE ALGUNAS OBSERVACIONES DE LAS
DESCRITAS A NIVEL CELULAR.-

A continuacion, y en las figuras nameros 51 al 64, recogemos la imagen y sus
comentarios sobre detalles de los que con anterioridad hemos descrito y que son
los que nos han servido, en lineas generales, para una mejor valoracién de la
mayor parte de las deducciones que, a nivel de lo que venia aconteciendo, se
han resefiado. Cada leyenda de las que acompafian a las figuras
correspondientes resulta suficientemente explicativa como para no ser necesaria
cualquier otra aclaracion en este lugar. Por otro lado, resulta ignalmente facil,
el referir 0 compaginar de forma adecuada cada comentario con aquellos lugares

anteriores en los que se hacia referencia a la misma situacién.
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Fig. 51.-

Fig. 52.-

Imagen microscépica obtenida a considerable aumento de un
embrion 16col8h. en donde se aprecian figuras metafasicas que
resultan intermedias entre lo que seria una imagen normal y
la de su correspondiente a formacion de estrellas producto de
la droga. LLama la atencion la disposicion de figuras asociadas

en pequenos grupos. Aumentos 1000 x.

Imagen detallada de la situaciéon nuclear observada en copa
optica de un embrién 16coldh. en donde se aprecia la
disposicion agrupada de profases (pr) y el distinto tamaiio y
condensacién de los nucleos segun el lugar que ocupan dentro

del espesor epitelial. Aumentos 1000 x.
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Fig. 53.-

Fig. 54.-

Detalle de los nucleos de células pertenecientes a zona extrema
del polo posterior de un embrién 16¢col8h. Se aprecia que los
nucleos clelulares de mayor tamafo presentan una cromatina
periférica mas densa en torno a una regiéon central menos
condensada y en la que se pueden distinguir desde 1 a 4 0 mas
grumos oscuros (nucléolos?). Se distingen también dos formas

generales de nucleos. Método de Feulgen. Aumentos 1000 x.

Imagen de una zona media-superior de una copa éptica de un
embrién 16c¢ol8h. en donde se distingue la diferente
configuracién de los nucleos en retina y lamina pigmentaria. Se
ve una imagen de anafase lo cual indicaria ausencia de accién
de la droga a ese nivel. Las imagenes parciales de metafases

son también muestra de la no afectacién. Aumentos 1000 x.
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Figs. 55 y 56.- Imagenes de figuras de nucleos en interfase y en
divisién en donde podemos observar: diferente
disposicién metafasica y profasica. La amplitud de
algunas metafases induce a pensar en conjuntos
tetraploides. Es patente la diferente configuracién de los
nucleos de retina y epitelio pigmentario. Aumentos
1000x.
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Figs. 57 y 58.- Microfotografias de las zonas inferior y superior de una
seccion central de la copa 6ptica de un embrién de
pollo tipo 13col8h. Se aprecia el que a pesar de un
intenso grado de afectacién, todavia en esta zona,
aparece un considerable n? de interfases. Por otra parte,
las metafases estrelladas se acumulan en los extremos
indicando con ello el que son lugares de mayor turnover
ciclico. Es de destacar: la tendencia de las células a
aislarse de las vecinas y también el menor tamario e
incremento en el grado de condensacién nuclear de los
elementos que observamos a nivel del tallo de unién

entre copa y tubo neural. Aumentos 630 x.
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Fig. 59.- Imagen andloga a las anteriores en la que se ponen de
manifiesto (flechas) distintos grumos cromaticos en el interior
de pequenas bolsas y/o conjuntos, todo como expresién de
posible desintegracion del material nuclear. Demostracién con

método de Feulgen. Aumentos 630 x.

Fig. 60.- Detalle de la disposicién de los nucleos en células en interfase
y divisién de una zona semejante a la de las figuras anteriores.
Junto a la tendencia de las células a separarse de sus vecinas
se aprecia el que algunas ofrecen incompleta separacion de sus
dotaciones cromosémicas (flechas) con lo que sugieren la

imagen de conjuntos tetraploides. Aumento 1000 x.
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Figs. 61y 62.- Imagenes parciales ofreciendo la diferente configuracion
de los nucleos celulares pertenecientes al epitelio
pigmentario y al de la retina. Es patente el tipo de
afectacion en pigmentaria al compararlo con las
imagenes de metafases de aspecto normal en superficie
ventricular retiniana. Con todo, en retina, se detectan
algunos signos de afectacién: existencia de grupos
metafésicos y centralizacién en capa del epitelio de

algunas de las profases que se ven. Aumentos 630 x.



FIG.61

FIG.62

fealing L 0

e LR e



Fig. 63.- Imagen como las anteriores obtenida a menor aumento en la
que de forma mas panoramica se hace presente la diferencia
de comportamiento entre los elementos de los epitelios
pigmentario y retiniano (flechas). Son tipicas las estrellas en
pigmentaria asi como la afectacién por zonas o grupos.

Tincion Feulgen. Aumentos 400 x.

Fig. 64.- Detalle de un preparado como el anterior en el que destaca un
conjunto cromosémico (flecha) posiblemente tetraploide que al
cambiar de foco no puso de manifiesto separacion celular o

asociacion en sentido opuesto. Aumentos 630 x.
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IV.- COMENTARIOS Y DEDUCCIONES
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1.- Sobre la preparacién del material objeto de estudio.-

Al programar las experiencias, se ha de tener en cuenta que estamos en
presencia de un material en desarrollo que, de algin modo, va a actuar segin
una condicion individual genética que hara el que, como es sabido, para un
mismo tiempo de incubacién se logren diferencias, de tal forma que unos
embriones se encontraran mas avanzados que otros (Hamburger y Hamilton,
1951, Calvente, 1985). En nuestro caso, las incubaciones se efectuaron con
temperatura y volteo controlados, con lo que, en la medida de lo posible,
eliminamos las influencias exteriores al sistema. De todas formas se siguen
dando variaciones y por ello es necesario trabajar con valores medios (O’Rabhilly
y Meyer, 1955, 1959). Esta situacién hace, que estudios como el presente
requieran mas tiempo del habitual para los analisis, que si se quieren efectuar
comparaciones de zonas o sectores, unicamente después de mucho tiempo se
puede disponer de mimero suficiente de animales como para que se consigan
unas posibilidades estadisticas realmente indicativas. En nuestro caso, contamos
con una histoteca sobre el tema, con mas de 80 embriones sin tratamiento
alguno (catalogados como normales por su analogia con los datos bibliograficos)
correspondientes a las etapas de desarrollo comprendidas entre el estadio 13 HH
y €l 20 HH. Todo ésto nos permite, o bien realizar nuevas mediciones, como
hemos hecho en el presente caso, sin tener que repetir el costoso trabajo de
nuevas incubaciones y/o tinciones, o bien poder escoger y mezclar
aleatoriamente las medidas que se realicen a titulo de testigos con las que ya

se poseen.

Pero a pesar de la ayuda antedicha, en el presente estudio se proyectaban
realizar experimentaciones de cuyos resultados careciamos y, si bien
conociamos el patréon de desarrollo (Abadia-Fenoll y cols., 1984; Calvente,
1985; Abadia-Molina, 1987; Calvente y cols. 1988) y, de alguna forma,
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diferenciacion, no se poseia experiencia de lo que podia conseguirse desde un
punto de vista estereologico, pues es claro que existia algo mas que una
sospecha de lo que a nivel celular podia acontecer al emplear la colchicina.
Para la realizacion de la experimentacién se han utilizado, tal y como ya hemos
reseniado, 5 embriones de cada tipo; realmente, en las diferentes incubaciones
se pusieron muchos mas pollos de esta cifra, pero unicamente se han empleado
los antedichos porque vienen a representar los considerados como mas utiles de
cada incubacién (minimo de 30) y tincién posterior, también porque a veces se
comparte una misma incubacién para dos trabajos diferentes con separacién del
conjunto de embriones y porque el nimero de mortalidad puede ser elevado
(tanto en las experiencias normales como, mucho mas, tras la incubacién
sumada al tiempo de dosis, mas la manipulacién que supone la inyeccion). Ya
hemos dicho que se emplearon 5 embriones para cada tipo y que, al ser 6 las
variantes experimentales, se alcanzé una cifra de 30. En esta cantidad, que
consideramos apreciable, ha de entenderse que lo mas significativo es su
conjunto, es decir, que si bien se trata de S individuos en cada caso, al estudiar
el sentido de la progresién de las variaciones (o datos del conjunto), el estudio
toma mas valor comparativo, como igualmente opinan O’Rahilly y Meyer (1955);
de todas formas, en los test de comparacién de cifras medias, se han tomado
para, valores de "t" con coeficiente de significacién o seguridad superior al 95%,
unos valores de 2.31 (correspondiente a los 8 grados de libertad, en el menor de

los casos).

En cuanto a la forma de administracién de la droga se ensayaron varios
procederes y el que dié mejores resultados fué el de inyeccién en las
inmediaciones diencefalicas, lo que se consigue, tras realizar una pequena
apertura en la cdscara y sus membranas y localizar la regién cefalica, mediante
observacién con lupa estereoscépica; de este modo, se procura alcanzar la zona

deseada desde su parte inferior. El producto difunde asi bien a ambas retinas
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y a toda la vesicula cerebral, no encontrando otras dificultades que las que
ofrezca la propia estructura embrionaria. Como se ha podido ver, una hora es
tiempo suficiente para poder contar con un grado de afectacién que resulte
detectable a la simple observacién microscépica. A efectos practicos y para
nuestros intereses actuales, no se verificaron tiempos de inyeccién inferiores a
los 30 min., con el fin de dar lugar a que el producto difunda y alcance su
objetivo. Por otro lado, interesaba de momento el poder duplicar los tiempos de
accién hasta un total que fuera cercano al tiempo generacional (Morris y col.,
1979).

En lo referente a la actuacién de la droga hay que recordar o aclarar que, en
estos tipos de accién "in vivo", una vez que se ha inyectado el producto no es
facil el poder retirarlo sin alterar las condiciones de incubacién ¢ incluso sin
producir o acelerar la muerte del mismo. Por lo tanto, tras la inyeccién, la
colchicina estard actuando hasta que se sacrifique el animal (sin que en el
trabajo actual hayamos analizado el tiempo que resulta necesario para dejar de
influir o agotarse la accién de la droga). Si se ha podido ver, tal y como hemos
resefiado con anterioridad, que a las 8 horas de accién su influencia es superior
que a las 4. Para las experiencias en las que la inyeccién se realizé después de
60 horas de incubacién normal, sélo se emplearon los tiempos de 4 horas y 8
horas porque, dada la mayor dificultad de conseguir afectacién, llegados este
momento del desarrollo, perdieron interés los estudios con 1 hora ¢ 2 de
induccién que producian una débil influencia; ésto no quiere decir que no se
hayan podido producir algunas acciones a nivel celular, pero de significado mas
fino o submicroscépico optico; ya hemos dicho que, a los efectos cuantitativos
y estereolégicos, esas determinaciones minimas no han formado parte de

nuestro actual interés.
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En lo que se refiere a la obtencién de las secciones histolégicas y su tincién,
es de interés comentar que los grosores mas apropiados para las actuales
determinaciones fueron los de 4 micras. Grosores superiores dan exceso de
nucleos celulares que se superponen, dan mas dificultad a la cuantificacién y
tinciones de peor observacién y medida. En lo que se refiere a secciones
inferiores a las 4 micras, y para los presentes estudios, presentan la dificultad de
seccionar excesivamente las particulas y ademas de aumentar el namero y
correccion de los perfiles, se siguen peor y dan imagenes menos completas que

ofrecen mayor dificultad de catalogacién.

En lo referente a la dosis inyectada, se ha escogido la concentracién de
Imgr/litro por coincidir con las mas habituales de la literatura (Kéllen, 1962).
Se emplearon otras dosis superiores con el fin de poder catalogar la suficiencia
de la antedicha y se vié que ésta resultaba conveniente. La dificultad
de emplear concentraciones superiores esta en la posibilidad de que se
produzcan acciones téxicas y, en tal caso, se pudieran estar detectando
variaciones producidas por una artificial construccién de la poblacién sobre
bases de pérdida celular por un efecto téxico, que se sumaria en este caso a la
muerte celular natural (Glucksmann, 1951, 1965; Garcia Porrero y Ojeda, 1979,
Martin-Partido y col., 1986).
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2.- Sobre las modificaciones generales de la estructura.-

En resumen, se puede comentar a este respecto que, tal y como representamos
en el gréfico ne 15 (posteriormente ofrecido), la colchicina ha producido, con
la detencidn de las divisiones celulares, una disminucién del volumen que hasta
las 4 horas de tratamiento se traduce fundamentalmente en una ausencia de
crecimiento, pero que, con el tratamiento mas prolongado, se culmina incluso
en una reduccién del volumen total, lo cual se tendria que achacar al
incremento en la destruccién celular (tal vez porque para la dosis empleada y
este tiempo -de 8 horas- estemos en los 1imites de la toxicidad). Tampoco se
puede descartar, para el valor del volumen, una reduccién en el tamario de las
células, sobre las que hemos observado cémo, conforme van siendo mas
afectadas, no sé6lo disminuyan sus dimensiones sino que van quedando menor

numero de elementos con valores normales.

De forma paralela a la reduccién de tamafio, y a medida que se intensifica el
tiempo de tratamiento, la copa va alterando su configuracién, haciéndose mas
compacta y engrosada sobre todo en su porcién superior; esta situacién dificulta
un tanto la catalogacién de lo que propiamente sea zona central de lo que son
zonas superior ¢ inferior. En el presente estudio, cuya preocupacién fundamental
ha sido la de determinar las variaciones en la distribucién celular y la
incorporacién de poblaciones metafasicas segun se intensificaba el tratamiento,
se realizaron los estudios de forma aleatoria ponderada pero sin prestar otro
tipo de atenciones a la modificacién estereolégica de las zonas contenedoras. Ya
es sabido (trabajos anteriores de nuestro grupo) que, cuando hablamos de tercio
superior o zona inferior o posterior, nos referimos a una regién que se
corresponde con tal lugar, pero es el resultado de una divisién en tercios iguales
de la extension de la copa, no sobre algun sentido de catalogacién funcional.

Segun ésto, y tras las modificaciones producidas por la droga, es 16gico entender
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que los volumenes de las zonas contenedoras puedan variar independientemente
segun se vean afectados, pero esta circunstancia no influira en las
determinaciones ya que para nosotros cada regién es un contenedor donde
analizamos densidades de elementos por unidad estandar de volumen vy, luego,
trabajamos con valores relativos en la mayor parte de las comparaciones. Seran,
pues, zonas concretas, aunque sin referencia al volumen total, las que ofrecemos

cuando se dice, por ejemplo, sector central, zona anterior, etc.

En la configuracién general del cristalino no se han realizado en el presente
estudio cuantificaciones de la situacién del mismo, pero si queremos relatar,
porque es de observacién microscépica simultanea, que en su desarrollo ofrece
modificaciones que se han de catalogar como de un retraso en la normal
constitucién y construccién del mismo, todo lo cual indudablemente habra de
influir en la interaccién que esta placoda realiza con la retina. Tal vez su falta
de estimulo sea una de las causas que determinan la reduccién de volumen

retiniano.

Por ultimo, queremos comentar en este apartado el hecho de que las células
constitutivas de la pared cerebral se hayan afectado simultaneamente a nuestro
material de interés principal (retina neural). En este sentido es pues de destacar
el que las modificaciones se repitan de manera analoga a como vemos que
ocurre en la retina, aunque al no haber realizado todavia determinaciones
cuantitativas, no podemos entrar en considerar analisis morfométricos ni
paralelismos de ciclo, ya que sélo hemos prestado atencién al aspecto
iconografico. La constatacion de alteraciones a nivel de las regiones prospectivas
de zonas cerebrales ha servido para comprobar la realidad de la accién y normal
difusién de la droga. Si queremos aqui resaltar, no obstante, el diferente
comportamiento, por zonas, de territorios concretos del manto cerebral, p.e.

zona superior (o de calota), que representan y ponen de manifiesto diferentes
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formas de reaccion y con ello, muy posiblemente, diverso estado de maduracién

y evolucién celular.
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3.- Sobre la diversa accién de la colchicina segin el tiempo de tratamiento

y el momento de su administracién.-

En las reflexiones que podemos hacer sobre los resultados obtenidos tras la
administracién de la colchicina, se pueden hacer consideraciones sobre las zonas
analizadas y sobre los valores globales pertenecientes a toda la retina, proceder
que ya han empleado otros autores como Diitting y col. (1983). Las graficas que
a continuacién se presentan estan confeccionadas con los valores de las tablas
anteriormente expuestas y sus tests correspondientes. En su conjunto, nos hemos

preocupado por aquellos valores que hemos considerado de mayor interés.

Al representar graficamente tanto en histograma como en curvas (graficos n®
1 al 12) los valores de indices obtenidos en las experiencias tipo 13col, se puede
observar que en todas las zonas se detecta un comportamiento celular analogo,
con un incremento del indice mitético y de metafases conforme avanza el
tiempo de tratamiento (embriones inyectados a las 48 horas de incubacién). Los
valores mas acusados los tenemos en las zonas superior y anterior (graficos n®
1y 7, curvas ne 2y 8 respectivamente) y los menos intensos en las zonas medias
horizontal y vertical que se representan en las graficas ne 3y 9, curvas ne 4 y
10. También puede apreciarse como, en todas las 6 zonas en que se dividio la
retina, las profases y las anafases-telofases tienden a desaparecer; légicamente
y por el modo de accién de la droga, desaparecen antes las anafases, que ya a

la hora de tratamiento dejan practicamente de detectarse.

Como puede verse en la mayor parte de las curvas (graficas ne 2, 4, 10,y 12),
el numero o indice de los porcentajes de metafases se eleva rapidamente hasta
las dos primeras horas de tratamiento y después sigue haciéndolo, pero mas
suave, hasta la hora 8+. Esta situacién puede indicarnos la velocidad con que

estan desapareciendo las profases (principalmente). En efecto, si nos fijamos en
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las graficas ne 1, 3, 9 y 11 veremos que el indice metafasico va creciendo
exponencialmente con la duplicacién del tiempo de tratamiento, pero al
expresar esta situacién en curvas de porcentaje (graficos ne 2, 4, 10y 12) Ia
curva esta en funcién de la rapidez con que dejen de aportarse profases al
cuadro general del ciclo concreto que se analiza. Ciertamente, y como era de
esperar, las profases iran desapareciendo conforme la poblacién de interfases
que las proporciona va menguando; simultdneamente se va produciendo el
aumento metafdsico, pero ¢cual es la razén para que las profases desciendan
del modo como lo hacen?. La causa principal estd, sin lugar a dudas, en el
rapido ascenso del numero de metafases, que se van acumulando. Pero no
queremos dejar de apuntar la posibilidad de otras dos circunstancias: una es la
de que, por efecto de la droga, se modifiquen de alguna manera las habituales
imagenes de la profase, en lo que podriamos llamar imagen clasica, y nos
aparezcan figuras que sean mas dificiles de catalogar o teiir; la otra posibilidad
es la de que la colchicina enlentezca, por el mecanismo que sea, la marcha del
ciclo y entonces, como una consecuencia del incremento del tiempo
intermitético, las interfases tardan mas en entrar en periodo de divisién y en
alcanzar la profase, colaborando en su numero, situacién que no ocurrira con
las metafases porque se van acumulando en la parada "C-metafasica".
Consideraciones analogas sobre duracién de ciclo, pero sin variar las condiciones
de desarrollo, encontramos en Fujita (1962) y Rapaport y Stone (1983), entre

otros.

En el mismo sentido en que nos hemos expresado en el parrafo anterior, y
como comentario que nos sirve para comprender los procesos que puede
detectarse en las diversas zonas al estudiar los ciclos de sus células, queremos
llamar la atencién sobre lo que se observa en el grafico ne 6. Aqui, en esta
zona inferior de la retina, aparece hacia la hora 2 de tratamiento un ligero

aumento de profases. Tal situacion repercute, como es 16gico, en el porcentaje
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de metafases, que corresponde a la curva dispuesta inmediatamente encima. El
numero total de profases (y, en general, de figuras mitéticas para cada
subindice) es frecuentemente bajo en cada "frame" o unidad de recuento
aleatorio y, a veces, basta que en alguin animal, por la razén que sea, se
produzac una anomalia para que se pueda producir una ligera variacién; ésto
es en parte lo que aqui ha ocurrido y para una zona, la inferior que esta
sometida a las irregularidades que produce la aparicién de la fisura éptica. Las
variaciones de valores en esta zona han sido apuntadas, entre otros autores por
Shook(1982). Por lo tanto, y dada la posibilidad de encontrarnos con pequerias
modificaciones regionales, ya se ha sefialado anteriormente que, en estudios
como los que nos ocupan, tiene mas interés el analisis conjunto y el seguir la
progresion de las variaciones, que los pequefios cambios puntuales (en cualquier

caso, los test de comparacién siempre deberan sacarnos de dudas).

En los primeros momentos del tratamiento, son las zonas anterior, posterior
y superior las que, tal y como hemos visto en los test n® 1 al 3, nos dan las
mayores diferencias significativas en numero de metafases (y mitosis).
Consecuentemente, cuando, como se expuso en el test ne 3, se comparan los
valores de interfases entre animales tratados y normales se aprecia una
significativa diferencia a favor del numero de interfases en los no tratados. En
este sentido se entiende que: valores altos en metafases (o mitosis) y muy bajos
en interfases indican una poblacién mas homogenea o primitiva y valores altos
en metafases e interfases representan zonas mas proliferativas y posible

alargamiento de los ciclos.
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Cuando, como se representan en el histograma n® 13 y en las curvas del
grafico ne 14, se toman los valores globales obtenidos para toda la retina se
puede comprobar que es valida la consideracién general de que con el
tratamiento se ha producido un incremento regular de metafases que cursa
paralelo al tiempo de tratamiento y una disminucién proporcional de las
profases, que se hacen casi nulas a las 8 horas de tratamiento y que representa

una accién de la droga sobre la situacién del ciclo celular.

Con todo lo antedicho podemos entender que, con la prolongacién regulada
del tratamiento, se establece una pauta de modificaciones que permite seguir el
ritmo de acumulacién de las metafases y el proceso de incoporacién de las
profases y, con ello, dispondremos de un método para seguir las diversas
poblaciones que cursan su evolucién en cada periodo del desarrollo, porque la
sucesiva acumulacién nos esta indicando las diferencias de progresion dentro del
ciclo y los diferentes momentos de la diferenciacién para el conjunto de

elementos que constituyen la lamina retiniana en cada estadio.

El tipo de analisis realizado servira igualmente, no sélo para poder distinguir
la situacién de las distintas regiones y su grado de maduracién dentro de la
retina, sino para conocer el patrén de constitucién que venimos describiendo y
con ello poder seguir en el futuro otros estudios sobre el destino celular tanto
topografico como temporalmente, sobre todo al afiadir al procedimiento actual

otros marcajes.
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También a partir del conocimiento de lo que sucede con el comportamiento
de las diferentes figuras mitdticas se pueden extraer otras consideraciones
actuales, hipétesis y abrir caminos a futuras investigaciones. Asi, vemos que del
seguimiento de la presencia mayor o menor de profases, se puede ver el
enlentecimiento que siga el ciclo y, junto con el analisis de los tamafios de los
nucleos interfasicos, la forma de progresién celular dentro de la interfase.
Combinando esta situacién con el de la progresiva acumulacién de metafases,
se puede discriminar cual es la situacién de poblaciones y su grado de
proliferacion para el estadio o zona que interese estudiar. Interés similar sobre
las variaciones de duracién del ciclo en las primeras etapas del desarrollo
aparece en los trabajos de Morris y Cowan (1984) y los ya mencionados de
Fujita (1962), Kauffman (1968), Kahn (1973), Wilson (1974) y Calvente (1985).
En el trabajo que aqui nos ocupa, y para no alargar excesivamente nuestra
intencién, solamente hemos querido profundizar en lo que hace referencia: a la
distribuciéon de proliferaciones, al conocimiento del patrén variable de
divisiones mitéticas (segin el momento y tiempo de tratamiento) y a la
determinacién de la intensidad en la produccién celular para las regiones mas
activas. Con todo, podemos decir, a titulo de comunicacién circunstacial, que
de forma eventual (aunque en trabajos sin concluir) hemos realizado medidas:
de tamarios celulares, de su distribucién en el espesor retiniano y de su curva de
frecuencias y que tales cuantificaciones pueden venir a representar en préximos
trabajos un método, ciertamente cuidadoso, para lograr conocer el estado de los
componentes retinianos de una zona o estadio del desarrollo. Esto sera de un
indudable valor para seguir el proceso de marcha de los ciclos y sugestivamente

una forma de posible seguimiento de la fases "S"y "G,".
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Cuando, como se recoge en los graficos n® 16 y 17, se representan los
histogramas y curvas de lo que ocurre al dar un tratamiento de 4 y 8 horas a
partir de la hora 60 de incubacién, apreciamos, como ya se relaté en
"Observaciones y resultados”, que en los embriones tipo 16col4h el desarrollo e
indice mitético son parecidos a los de 1a situacién normal y solamente resulta
superior el valor de las metafases. Esta situacion se puede entender al observar
lo que acontece con las profases las cuales, como queda reflejado en las curvas
del grafico n= 17, apenas si se modifican en su nimero, a pesar del tratamiento.
El mantenimiento de la cifra de profases y la ligera subida en el nimero de
metafases (también compensada con la caida de las anafases) es lo que hace
que se mantenga el indice mitético. Pero la situaciéon necesita de una

explicacién sobre el porqué se producen tales circunstancias.

Para contestar a la anterior cuestién podemos, o bien fijarnos en la situacién
namerica de cada indice y ver la manera real en que éste ha de influir sobre
los valores globales (aclaracién comprobada con el presente estudio), o bien se
pueden aportar explicaciones de lo que, de alguna forma, tiene que haber
ocurrido en las reacciones de las células, aunque en este caso nos falte la
comprobacién definitiva. En relacién con la primera consideracién, previamente
tenemos que recordar ¢cémo los embriones sin tratamiento al acercarse a la hora
60 de incubacién comienzan a ofrecer un descenso paulatino en el nimero de
profases, ascienden en el de anafase-telofase y se mantienen o suben ligeramente
en ¢l de metafases, y que, con las modificaciones de las profases, se produce un
incremento proporcional y relativo del indice de metafases dentro de la mitosis.
La situacién descrita se va prolongando hasta el estadio 20 HH. de tal modo
que, llegado este periodo del desarrollo, como las metafases van también
disminuyendo, los valores de los tres subindices se aproximan, y en su conjunto
el indice mitético desciende con cierta consideracién, como corresponde a un

estadio del desarrollo en el que se estan produciendo unas apreciables
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cantidades de células en G, (producto de la formacién diferenciada de neuronas
ganglionares), situaciones ya comentadas por autores como O’Rahilly y Meyer
(1959), Kahn (1973) y Mishima y Fujita (1978), entre otros. Esta explicacién es
la que, a modo de resumen, y para los embriones sin tratar, se expone en la

grafica ne 18 .
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A partir de las anteriores consideraciones se puede entender que, cuando a
las 60 horas de incubacion se pone el material objeto de estudio bajo la accién
de la droga, nos encontramos con unas células en distinto grado de competencia
del que teniamos en los embriones 13col. Con ello, el numero de células en
posicién de ser afectadas es considerablemente menor, y, por otro lado, el
estado fijo (Gy) que van alcanzando muchas células incrementa el nimero de
interfases, real y proporcionalmente, con lo que el indice de las divisiones
tendra que descender forzosamente. Cuando, sobre esta situacion llegue la
colchicina, su accién podra frenar fundamentalmente la entrada en anafase-
telofase, afectara menos a las profases, sobre todo en los tratamientos cortos, y
y si producira simultaneamente un incremento en el numero de metafases

conforme el tratamiento se prolongue.

Con la anterior explicacion, se comprende lo que tiene que haber ocurrido,
desde un punto de vista cuantitativo, para que se produzcan las cifras
encontradas y expuestas en tablas y test de comparacién, pero no se aclara con
ello, para estas experiencias tipo 16col y desde un punto de vista cualitativo, cual
pueda ser sobre las células en interfase la actuacién intima de una droga que
apenas si parece que esta influyendo, pero que indudablemente esta llevando
a cabo alguna accién desde el momento en que las anafases-telofases descienden
y en metafases hay signos morfolégicos de afectacién. Por consiguiente, nos
encontramos ante dos posibles explicaciones: la de una base de construccién
celular con poblaciones diferentes sobre las que va a actuar la droga y (como se
apunté con anterioridad) la de una mayor dificultad a la llegada de la colchicina
a su diana. Ambas situaciones se dan en realidad solapadamente y no cabe duda
en que el substrato celular ha cambiado y el desarrollo de la copa cuenta con
una estructuracion que se encontrara mas protegida de cualquier influencia
exterior modificadora, pero, a pesar de la evidencia de estos hechos, sera

conveniente el profundizar mas adelante en tales extremos con el fin de aclarar
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el lugar y forma donde tales modificaciones y las mencionadas dificultades se

estan produciendo.

Los test de comparacion n® 5 y siguientes (expuestos en el capitulo de
"Observaciones") nos pusieron en evidencia la realidad de las diferencias
encontradas con la variacién del tratamiento en los indices analizados. Aqui
y a partir de aquellos datos, hemos confeccionado los graficos nameros 19 al 22,
en los que se representan las combinaciones de los histogramas comparativos
que nos han parecido de una mayor significacién. Vienen a ser, como un

resumen final de cuanto hemos estado feseiando.

En el grafico ne 19, se expone la situacién de variacién en los cocientes o

indices, dentro de la mitosis, para embriones sin tratar (hora "0") y los que
recibieron un inicial tratamiento de una y dos horas. Se comprueban los

paulatinos y regulares ascensos y disminuciones en los correspondientes valores.
En las graficas nameros 20 y 21 queda de manifiesto la considerable cifra o
aumento que se produce en relacién con la situacién normal (estadio 16.17
HH.), cuando se prolonga sustancialmente el tratamiento (situacién 13col8H).
En el grafico de la figura 21, se incluye también lo obte'nido al llevar a cabo un
tratamiento durante 4 horas a partir de las 60 de desarrollo y se aprecia con
nitidez el diferente modo de actuacién de la droga sobre unos embriones y otros.
Por ultimo, en el grafico mimero 22, se puede comprobar que el largo
tratamiento (8 horas a partir de la hora 60) ha producido un drastico freno en
el desarrollo, que pese a la disminucién que se produce en el namero de
interfases, proporciona valores de reduccién en los indices, cuando se les
compara con los que se alcanzaran al realizar las incubaciones sin la influencia
de la colchicina. Indudablemente tiene que haberse producido una pérdida

celular en nimero de elementos.
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4.- Sobre el comportamiento celular particular y su significado en el

entendimiento de los datos relatados con anterioridad.-

Relatemos, a continuacién, algunas de las situaciones que ya se ofrecieron al
describir la parte correspondiente a las observaciones microscépicas y que

suponen aspectos puntuales de los encontrados a nivel celular individual.

Al realizar la reaccion de Feulgen, se nos ha puesto de manifiesto el material
desoxiribonucléico con la especificidad y limpieza habitual que produce esta
reaccién cuando se realiza apropiadamente. Con el método se ponen en
evidencia tanto los cromosomas de las células en divisién, como la cromatina y
los cromocentros de las células en interfase. El haber empleado este proceder
para el estudio estereolégico que nos ocupa, ha resultado de considerable
utilidad, no solo por su conveniencia cuando se quieran determinar
estequiométricamente valoraciones de la cantidad de ADN en las distintas
situaciones, sino también para las determinaciones morfométricas y recuentos,
pues, ademas de proporcionar un material que hemos podido comprobar no da
variedad de perfil con los resultados cuando se emplean anilinas, nos
proporciona imagenes mas limpias y de mejor significacién en la diferenciacién

de zonas que muestran poseer un caracter distinto.,

La reaccién, ha puesto de manifiesto, tal y como se observa en la imagenes
de las figuras ne 3, 11, 12, etc. (en capitulo de "Observaciones"), la existencia
de grumos positivos que interpretamos se corresponden con depésitos de
nucléicos originados por la cariolisis celular. En situaciones y aumentos
apropiados, como el ofrecido en la figura 59, estos grumos se detectan
contenidos en pequefios grupos dentro de bolsas de membrana nuclear. La
intensa aparicion de los mismos ha de corresponder con un incremento de la

muerte celular, en este caso seguida de la desintegracion del material nucléico.
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Pero no siempre la intensidad de muerte celular hay que adscribirla a estas
imdgenes, sino que al detenerse a observar las células se pueden apreciar figuras
de condensacion de la cromatina que, por su tamario e intensidad de tincién,
nos repiten la imagen de una picnosis como signo instaurado o préximo de
muerte celular (en el presente estudio no se han llevado a cabo determinaciones
de la cantidad que representaba esta situacién en cada zona, porque suponia
otro tipo de estudio, pero si podemos afirmar que, sin quitar influencia al
interés que tal estudio pueda tener, la cifra en si no afecta de manera
significativa a las variaciones estudiadas, toda vez que, los indices obtenidos se
refieren a numero de elementos en el espacio contenedor correspondiente, por
tanto, conocer sobre las destrucciones celulares podra suponer un objeto de
interés para entender mejor la razén de determinadas variaciones, pero este
conocimiento no es necesario para poder afirmar la realidad numérica de una
variacién, maxime cuando las cifras que se obtienen representan con frecuencia
valores cruzados; es decir, que el descenso de unos elementos va seguido del

aumento de otros.

Resulta de interés relatar, tal y como se aprecia en las metafases de las
figuras ndmeros 13 a 18 y 19 a 26, que conforme aumenta el tiempo de
tratamiento (sobre todo el lo embriones tipo 13col) las estrellas metafasicas
aparecen mas condensadas y con tal imagen queda de manifiesto que la
colchicina no sélo ha producido una accién sobre las estructuras microtubulares
del huso sino también alguna otra accién que ha incrementado la retraccién
cromosémica, ya sea directamente o a través de alguna otra mediacion

desconocida.

A partir de las observaciones realizadas sobre los embriones que tuvieron una
incubacién de 60 horas sin tratamiento y que posteriormente recibieron la

colchicina, se puede apreciar que algunas figuras de profase y metafase ofrecen
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imagenes peculiares de condensacion cromatica e incremento en el tamafio de
las profases (fig. n® 52) y de aglomeracién de cromosomas (comjunto
tetraploide) en metafases, que no se aprecian en condiciones normales o en los
estadios tratados 13col (ver figs. ne 55, 56 y 64). Esta situacién pone de
manifiesto que encontramos signos a nivel celular, que hacen sospechar la
diferente situacion basica que ofrecen las células a partir aproximadamente de
la hora 60. Se da con ello un modo,posiblemente diverso, de accién de la
colchicina sobre ellas. Por otro lado, como se aprecia en las imagenes numeros
54, 55 y 56, las células constitutivas de la lamina prospectiva del epitelio
pigmentario ofrecen, al compararlas con las de la retina, una forma y momento
de competencia diferente a la posible accién de la colchicina, lo que nos vuelve
a indicar diversidad en los comportamientos celulares segun el lugar y tiempo
en que se estén produciendo las afectaciones. En este mismo sentido, y
analizando los contenidos de una zona de alta proliferacién, como es la del polo
posterior ofrecido en la figura 53, se ha detectado diversidad de imagenes de la
materia nuclear, lo que nos lleva a la pregunta de si tales figuras podran
representar la diferente situacién de células que puedan encontrarse en
momentos distintos de la diferenciacién y, con ello, vengan a suponer los varios
comportamientos que han de conducirnos a la consecucién de células tan

diversas como puedan ser las amacrinas o incluso las gliales.

En imdgenes analogas a ésta representada en la fig. n® 53, nos llama
también la atencion la aparicién de una condensacién periférica de materiales
cromatinicos asi como la de un incremento de grumos cromocéntricos, alguno
de ellos de una repetida y curiosa localizacién central. Al relatar la imagen en
la microfotografia correspondiente se escribe, alli, con interrogante la
posibilidad de que se pudiera tratar de nucléolos, pero tal circunstancia carece
aqui de sentido toda vez que se trata de una reaccién de Feulgen. ;Qué se

puede pensar, entonces, ante la imagen?, que muy posiblemente estamos ante
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la presencia de una accion de la colchicina mas o menos directa sobre productos

de la interfase.

Terminemos este comentario, haciendo algunas consideraciones sobre el
sentido de algunas situaciones puntuales y su utilidad, para proseguir estudiando
en un futuro sobre los multiples aspectos en los que conviene obtener
informacién. Se trata de ocuparnos, ademas de otras que ya hemos apuntado,
de cuestiones como: El posible papel de las 1aminas basales (vistas en secciones
como la de la figura 24, que claramente han podido ser puestas de manifiesto
con el método seguido y representan un material de interés actual en la
diferenciacién); también es de interés seguir las causas de la esfericidad celular
con tendencia a la retraccién y aislamiento de las células vecinas (que se
aprecian en figuras como la n® 59 6 60) o la frecuencia con la que, en estadios
avanzados, las metafases afectadas se nos presentan en pequerios grupos (fig. n*
63). También es de tener presente que, si bien las células para dividirse se
acercan al borde ventricular, no parece que la situacién fisica sea necesaria (tal
vez si algun tactismo o induccién) porque, cuando este borde limitante esta
ocupado por metafases acumuladas, se siguen depositando nuevas oleadas en

alineaciones mds interiores.

Todo lo dicho, nos lleva a considerar que es conveniente seguir realizando
experiencias "in vivo" y estudiando las modificaciones en el lugar que se
producen y que, si bien no se pueden desconocer las ventajas de los estudios "in
vitro", los analisis como el presente resultan imprescindibles para conocer los
modelos de desarrollo e incluso incrementar su utilidad, afadiendo otras
técnicas de marcaje y determinacién de valores morfométricos y

densitométricos.
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Realizados todos los anteriores comentarios pasamos a continuacién
a relatar las conclusiones definitivas que de todo cuanto se ha descrito y dicho

se desprenden:
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CONCLUSIONES.-
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l12.- Los analisis estereolégicos son necesarios y validos para poder
seguir la evolucién del desarrollo y la diferenciacién celular en modelos que,
como el presente de la copa 6ptica, suponen un espacio cerrado contenedor, con

diversidad de lineas celulares o poblaciones a distinguir.

22.- El empleo de la colchicina, como medio de analisis durante el
desarrollo de la copa optica, ofrece una buena ayuda experimental, para el
estudio de los fenémenos de construccion y diferenciacién, que estan teniendo

lugar en las etapas iniciales del desarrollo.

32.- El método histoquimico de Feulgen, habitualmente empleado
para la deteccién de accido desoxirribonucléico, ha resultado ser un medio
apropiado para el estudio de las poblaciones celulares, constituyentes de la

retina de pollo, sobre todo, en sus primeros estadios del desarrollo.

42.- La colchicina, al frenar las divisiones celulares, interrumpe el
desarrollo y con ello, las interacciones que han de realizarse entre la copa éptica

y el cristalino lo cual producira las consiguientes modificaciones mutuas.

5=.- Las modificaciones que se producen en la pared cerebral, no sélo
resultan de valor para poder confirmar que ha tenido lugar una correcta difusién
de la droga, sino que pone de relieve, la variedad de comportamiento de clones
celulares, que actuan como conjuntos poblacionales de diversa reaccién o base
de maduracion para la influencia de la colchicina. Con ello, contamos con un

método para poder diferenciar territorios dentro del conjunto estudiado.
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6+.- El empleo de la colchicina nos ha permitido, al modificar la
situacion de la evolucién normal de las células de la retina de pollo, conocer la
diversa constitucion de las zonas de la misma en lo que a proliferacién y estado
de maduracién de zonas se refiere. En este sentido y al igual que ya habiamos
visto con otros estudios anteriores, las zonas medias o centrales son las mas

antiguas o maduras.

7+.- Es posible que la droga modifique la longitud del periodo

interfasico, enlenteciendo con ello la entrada de células en profase.

81.- Ante el tratamiento con colchicina, el epitelio pigmentario muestra
un distinto modo de reaccién en su forma y en el tiempo que aquel que se
detecta en la retina. Sus células y micleos ofrecen imagenes mas esferoidales y

su reaccién ocurre, en general, mas tardiamente.

92.- Con la variacién e incremento de los tiempos de tratamiento, la
accion de la colchicina nos permite confirmar la diferente marcha de sus células
constituyentes, y nos ha proporcionado un modelo morfométrico y cuantitativo
que servird, en posteriores estudios, para seguir el destino de esas poblaciones
(légicamente modificando las experiencias y afiadiendo otros tratamientos o

marcajes).

10=.- El analisis de las entradas de las células en profase junto con el
estudio de los tamarios celulares y nucleares, proporciona un método con el que
podremos posteriormente conocer la situacién de células en los distintos

periodos del ciclo ( G, Sy G,, combinacién de morfometria y densitometria).
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I*.- El incremento de metafases con alto nimero de interfases,
representa alli donde tenga lugar, la existencia de regiones mas proliferativas
y por lo mismo lugares mas recientes de aparicién, con lo que sus células,

suponen un material menos cercano a los ciclos cuantales.

122 .- Tras la accion de la colchicina, los embriones de pollo han puesto
de manifiesto la exitencia de un periodo critico comprendido entre los estadios
13 HH a 16 HH, que se muestra favorable para una interferencia de la
colchicina deteniendo las divisiones celulares. A partir del estadio 16 HH la
influencia de la droga es menos acusada y la estructura general de desarrollo se

afecta sélo ligeramente.

132.- Como las zonas de mayor acamulo o afectacién de metafases son
las mas proliferativas, podemos mediante su estudio, detectar los lugares en los
que se esté, en cada momento, produciendo la expansién de la copa y los
ultimos reductos de conformacién. Conforme se avanza en el desarrollo, estas
zonas van quedando confinadas a las regioness del tallo y a los polos extremos

.- de la estructura.

142 .- El empleo del método de Feulgen ha servido también para poner
de manifiesto: las variaciones en la reaccién cromosémica, los grumos
reveladores de cariolisis, la positividad de laminas basales entre cristalino y
retina, la existencia de reaccién de las células por grupos y las diferencias y
ventajas, que se pueden comprobar, de realizar estudios "in vitro" a hacerlo "in

situ".
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152.- Con el aumento del tiempo de tratamiento, se produce
paulatinamente un incremento en la condensacién de cada imagen metafasica,
dando figuras cada vez mas reducidas y obscuras que suponen una continuacién
de la accién de la colchicina mas alla del ejercido sobre el citoesqueleto (se

trata de un mecanismo que, directo o no, desconocemos por el momento).

162.- A nivel de la situacién celular, el método seguido en el presente
estudio, nos ha proporcionado, tras el tratamiento, una variedad de imagenes,
que avalan la afirmacién de que la colchicina produce otras modificaciones

distintas a las ya conocidas sobre los microtibulos en la division.
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