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3.1. Material

El material biológico utilizado en los diversos estudios realizados

( crecimiento, citocinética y estructura) ha consistido en 787 huevos

fértiles de gallina raza "Golden Comet" ( híbrido New Hampshira x Lag

horn ) procedentes de la granja Alba-Solicrup de Vilanova i la Geltrú

Barcelona ).
El peso medio de los huevos era de 61t 3 gramos y el tiempo de alma

cenamiento a la temperatura ambiente desde la puesta hasta el principio

de la incubación entre 24 y 48 horas.

Antes de iniciar la incubación, los huevos eran pesados, numerados y

limpiados con un trapo seco. La numeración de los huevos y la anotación

de su peso permitía escoger muestras compensadas para cada experimento.
La incubación se realiz6 a 37,5:t 0,5 IlC en dos incubadoras para hue

vos Masallés ( Barcelona) y una estufa Selecta-200. El tiempo de incu

baci6n se empezaba a contar una vez estabilizada la temperatura de la

estufa, que en nuestras condiciones ocurría 4 horas después de haber in

troducido los huevos. La temperatura fué controlada dos veces por día y

corregida la posici6n del termostato si sobrepasaba los 38 IlC o era in

ferior a los 37.

Durante todo el tiempo de incubació� los orificios de ventilación de

las estufas se mantenían abiertos y debajo de la bandeja de los huevos

una cubeta de aproximadamente 112 cm2 de superficie se mantenía siempre

llena de agua destilada, con el objeto de proporcionar unas condiciones

de humedad relativamente uniformes. Los huevos eran volteados dos veces

al día, excepto en los dos últimos días del desarrollo ( 20 y 21 ).
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3.2. Estudios de crecimiento

3.2.1. DeterminaciÓn de la cantidad de DNAI6rganQ
La determinaciÓn de la cantidad de DNA/órgano se realizó en hígado,

coraz6n y encéfalo de embriÓn de pollo entre los 8 y los 20 días de in

cubación.

La cantidad de DNA se midió en homogenizados de los Órganos median

te la técnica de extracciÓn del DNA con ácido tricloroacético caliente

y la reacción de la difenilamina, según la pauta de Schneider (1957) a

daptada a nuestras condiciones.

Las curvas patrón se realizaron con soluciones de distinta concen

tración de desoxirribosa y los resultados se expresan, por tanto, en for

ma de desoxirribosa unida al DNA ( dR-DNA ). Con la técnica utilizada,
el producto coloreado cuya concentraciÓn se mide fotocolorimétricamente,
resulta de la reacciÓn de la difenilamina con la desoxirribos� o más

exactamente, con la desoxirribosa unida a purinas.
El número de órganos necesarios para cada determinación depende de

su tamaño. En los embriones de 8 días utilizábamos 15 6rganos para cada

determinación, 10 en los de 9 días y 5 en los de 12 a 18 días. La can

tidad de órgano fresco de partida para un volumen de ácido tricloroacé

tico de 3 mI es un factor importante : Si se trabaja con cantidades in

feriores a los 100 mg, las concentraciones finales del producto de reac

ción son, en nuestras condiciones, demasiado bajas para una buena lectu

ra, pero con cantidades mayores el rendimiento de la extracción del DNA

no es constante. Realizamos un estudio sobre el rendimiento de la extrac

ción ( Tabla 5 ) y comprobamos una disminución aproximadamente lineal

del rendimiento al aumentar la cantidad de órgano fresco de 100 a 600

mg. Por esta razón esesencial utilizar siempre la misma cantidad de 6r

gano para la extracción. Hemos realizado todas las determinaciones par

tiendo de 200 mg en cada caso, con lo cual se consiguen densidades óp

ticas del producto de reacción comprendidas entre 10 y 17 unidades se

gún el Órgano.
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TABLA 5

Rendimiento de la extracción del DNA en homogenizados hepáticos con áci

do tricloroacético ( véase texto

mg de hígado microg �-�A L mg d� hígadQ
100 0,40
200 0,37
300 0,35
400 0,30
500 0,27
600 0,22

La pauta de la técnica utilizada es la siguiente :

1- Aislamiento de los órganos del embrión con la ayuda de pequeñas pin
zas y agujas de vidrio, procurando eliminar los grandes vasos que di

ficultan la homogenización y extirpando cuidadosamente la vesícula bi

liar en el aislamiento del hígado, ya que de reventarse,los pigmentos
biliares contaminan el homogenizado e interfieren con la lectura fo

tocolorimétrica.

2- Conservación de los órganos en el congelador a -14 gC, previo enfria

miento rápido por inmersión en nitrógeno líquido.
3- Pesada de la muestra de 6rganos que va a utilizarse en la homogeniza-

ción.

4- Homogenizado de la muestra en agua destilada mediante un homogenizador

coaxial.

5- Tomar un volumen del homogenizado correspondiente a 200 mg de órgano

fresco ( ésto se calcula fácilmente conociendo el peso de la muestra

y el volumen del homogenizado ) y transferirlo a un tubo de ensayo

de tapón roscado y resistente al calor (Sovirel).
6- Añadir 3 mI de ácido tricloroacético (TeA) al 10 % mezclando bien con

una varilla de vidrio.
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7- Centrifugar durante 15 minutos a 2.800 g, decantar el sobrenadante

y añadir 3 mI de TCA al 10 %, removiendo bien el precipitado con una

varilla de vidrio. Este lavado con TCA tiene por objeto eliminar la

desoxirribosa libre.

8- Centrifugar de la misma forma que en el �aso anterior, decantar el

sobrenadante y añadir 5 mI de etanol de 95g, mezclar bien, centrifu

gar, decantar y repetir esta operación tantas veces como sea necesa

rio. Este lavado es especialmente importante en el homogenizado de

hígado, ya que permite eliminar los pigmentos biliares que interfe

rirían con la lectura fotocolorimétrica; deben repetirse los lavados

hasta que el sobrenadante resulte incoloro.

9- Una vez decantado el último sobrenadante de etanol, añadir al preci

pitado 3 mI de TCA al 5 % e incubar el tubo tapado durante 15 minu

tos en un baño-maría a 90 gC, agitando el tubo de vez en cuando. De

jar enfriar, centrifugar y filtrar, recogiendo el sobrenadante o ex

tracto.

10- Tomar 1 mI del extracto anterior y ponerlo en un tubo de ensayo del

tipo mencionado y añadir 2 mI del reactivo de difenilamina según
Schneider (1957)

1 g

100 mI

0,275 mI

difenilamina

ácido acético glacial

ácido sulfúrico concentrado

11- Preparar cuatro soluciones patr6n de desoxirribosa de 40, 100, 120

y 200 microg/ml, tomar 1 mI de cada una de ellas y colocarlos en

cuatro tubos de ensayo de tap6n roscado, añadir 2 mI del reactivo

de difenilamina a cada tubo e incubarlos simultáneamente con los tu

bos problema.
12- Incubar los tubos patr6n y los tubos problema debidamente tapados,

durante 15 minutos en un baño-maría a 90 gC y dejar enfriar.

13- La lectura de la densidad 6ptica del producto de reacción, de color

azulado, se realiza a 600 nm de longitud de onda (en realidad, noso

trosrealizamos las lecturas a 570 nm, ya que nuestro fotocolorímetro
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( Gricel ) no permitía una variación contínua del espectro y, entre

las longitudes de onda posibles, 570 nm era la más intensamente ab

sorbida por el producto de reacción).
14- Construir la curva patrón ( concentración de desoxirribosa - densi

dad óptica ) y determinar a partir de ella las concentraciones de

desoxirribosa de los extractos problema.
10s resultados se expresan como desoxirribosa unida al DNA / órgano

( dR-DNA/org.) y el cálculo se realiza de la siguiente forma

dR-DNA/org = dR-DNA extrae. x
__V_H_T __

1
x

_

VHU n

Donde,

dR-DNA/org = Microgramos de deaoxirribosa unida la DNA / órgano.
dR-DNA extrae. = Microgramos de desoxirribosa unida al DNA en el

extracto. Se obtiene multiplicando la concentra

ción del extracto leída sobre la curva patrón por

el volumen del extracto.

= Volumen del homogenizado total (mI).VHT

n

= Volumen del homogenizado utilizado (mI).
= Número de órganos utilizados para preparar el ho

mogeni zad o ,

VHU

En realidad, esta cantidad es la mitad de la desoxirribosa del DNA

ya que únicamente reacciona la unida a las purinas, sin embargo, pa

ra estudios de crecimiento donde interesan las cantidades relativas

de DNA no es necesario considerar este factor.

Con los datos obtenidos se han estudiado analíticamente los creci

mientos absolutos y relativos de los tres órganos. En el caso del híga

do, los resultados pueden compararse con los de la parte citocinética,

siendo posible determinar por caminos independientes la duración media

del ciclo celular de la poblaci6n.
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3.3. Estudios citocinéticos

3.3.1. Medida del índice mitÓtico en el parénquima hepático, preparaciÓn
del material para microscopía Óptica

La determinación del índice mitótico basal y después de la acumula

ción con bloqueantes durante distintos tiempos permite calcular la cons

tante de proliferación (PK), el el período de duplicación de la población

(DT), que en poblaciones expansivas y homogéneas corresponde a la dura

ción media del ciclo celular (GT), y también la duración de la mitosis

(r.fi') •

La medida del índice mitótico se ha realizado en cortes histológicos
de hígado embrionario. La preparación del material para esta finalidad

requiere rapidez en la fijación y en la disecciÓn, ya que durante las

mismas el balance celular de entrada y salida de la mitosis puede dese

quilibrarse determinando índices mitóticos artefactuales.

Los huevos se sacaban de la estufa en pequeños grupos para evitar que

permanecieran demasiado tiempo a temperatura ambiente en espera de ser

abiertos. Una vez rota la cáscara, el contenido del huevo era depositado
en una cápsula de Petri y con la ayuda de un par de pinzas se separaba

el embrión de los anejos. La disección del hígado se realizaba mediante

pequeñas pinzas y agujas de vidrio sobre la superfície de una cápsula
invertida. Una vez aislado se partía con una cuchilla en dos o más tro

zos según su tamaño para facilitar la penetración del fijador. En embrio�

nes de menos de 8 días no se disecaba el hígado, simplemente se extirpa

ba la cabeza y las extremidades y se abría completamente el tronco, de

modo que el fijador entrara inmediatamente en contacto con el hígado.La

manipulaciÓn de los fragmentos se hacía siempre evitando su compresi6n,

siendo transferidos al fijador mediante la propia cuchilla y empujando

con las pinzas.
Para la fijaciÓn se ha utilizado el fijador de Carnoy, que difunde

muy rápidamente en los tejidos, su composición es la siguiente
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ácido acético glacial

cloroformo

etanol absoluto

10 mI

30 mI

60 mI

El tiempo de fijación en Carnoy era de 15 minutos y después se cam

biaba por formaldehido al 4 %, donde los fragmentos permanecían hasta el

momento de iniciar el proceso de inclusión ( generalmente 24 horas, aun

que el tiempo de permanencia en este fijador no es crítico, ya que no

deshidrata ni retrae los tejidos como lo hacen los fijadores alcohólicos).
La inclusión en parafina se hizo de acuerdo con la siguiente pauta :

1- etanol de 95 g 15 min

2- etanol de 95 g 15 min

3- etanol absoluto 10 min

4- etanol absoluto 10 min

5- xilol 5 min

6- parafina a 60 gC 20 min

Todos los pasos se realizaban sin sacar la muestra del frasco, uti

lizando una pipeta Pasteur para los cambios, excepto la introducción del

tejido en la parafina, para lo cual se depositaba sobre un pedazo de car

tulina que absorbía el exceso de xilol y mediante las pinzas o una aguja

se empujaba hasta dejarlo caer en la parafina líquida. Transcurridos 20

minutos se vertía la parafina junto con la muestra en un molde y se de

jaba enfriar. La preservación de la integridad estructural de los órga
nos embrionarios aislados hace necesario tomar las anteriores precaucio-
nes.

Se realizaron cortes de 5 micras de espesor con un microtomo tipo

Minot (Leitz) y una vez desparafinados, se tefiían con hematoxilina-eosi

na y se montaban las preparaciones segÚn los procedimientos usuales

(Gurr 1973 y Gabe 1976).
Los contajes se realizaron en un microscopio con pantalla de proyec

ción de vidrio esmerilado (Reichert-Visopan). Sobre la pantalla se colo

caba un retículo de orientación. Trabajamos a 780 aumentos y se conta

ron unos 40 campos/embrión que equivale, por término medio, a unos 4.000
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hepatocitos. En las preparaciones de embriones de 5 a 8 días, donde el

hígado presenta una proporci6n importante (más del 20 %) de espacios

vasculares, el número de células por campo es muy variable, por lo que

se cont6 el número de mitosis y el número de células en todos los campos.

En las preparaciones de embriones de edad superior a los 8 días, en las

que el número de células por campo es mucho menos variable, debido a la

menor abundancia de espacios vasculares, se contó el número de células

en 10 campos y se obtuvo la media, el número de mitosis se contó en 40

campos.

3.3.2. Acumulación mitÓtica con bloqueantes
El fundamento de este método, así como sus ventajas e inconvenientes

con respecto al de la frecuencia de mitosis marcadas (FLM), han sido ya

tratados previamente ( véase 2.l�3.4 y 2.1.3.5 ).
En esencia, la acumulación mitótica con bloqueantes permite medir la

constante de proliferación (PK) en funciÓn del incremento del índice mi

tótico (A MI ) Y del tiempo de acumulación correspondiente (t) :

?K Ó. M1.

t
(68)

Si la población es expansiva y cinéticamente homogénea, como es el caso

del parénquima hepático embrionario, la duración media del ciclo de re

producción (GT) para las células de dicha población es

GT
ó MI

(69)

Una vez calculado GT, puede determinarse la duración de la mitosis (MT)
en funci6n de GT y del índice mitÓtico basal (MI)

k '2.. •
MI
GT (70)
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Las anteriores expresiones son solamente aproximadas, pero pueden utili

zarse siempre que el MI sea bastante inferior a la unidad ( véase 2.1.3.

3 y 2.1.3.4).
Los bloqueantes mitóticos utilizados fueron la colchicina (Merck) y

la vinblastina (Lilly), hicimos también unas pruebas iniciales con col

cernid, pero no pudimos seguir utilizando este producto por falta de su

ministro regular.

La puesta en práctica de la técnica en el embrión de pollo in vivo

nos planteó tres problemas fundamentales que tuvimos que resolver

l� - Vía de inyección
2� Condiciones ambientales durante la manipulación ( tempera

tura y asepsia

3� - Dosificación y tiempo de acumulación

La vía de inyección debía permitir una rápida distribución del com-,

puesto, pero evitando una manipulación demasiado larga, dado el elevado

número de huevos a inyectar y la necesaria precisión en la medida del

tiempo de acumulación mitótica.

Elegimos la inyección en la cámara de aire, ya que los experimentos

de acumulación mitótica fueron realizados en embriones de más de 7 días

y a partir de esta edad la membrana corioalantoidea contacta directamen

te con la membrana interna de la cáscara por debajo de la cámara de aire,

de modo que las substancias difusibles inyectadas en la cámara deberían

pasar rápidamente al embrión a través de la circulación corioalantoidea.

En efecto, diversos autores ( véase Romanoff 1960 ) han comprobado como

el colorante coloidal Azul tripán inyectado en la cámara de aire pasa

rápidamente al ectodermo corioalantoideo y después al mesénquima y a los

vasos sanguíneos de la misma membrana, llegando a la circulación general

y siendo excretado por el riñ6n.

Un día antes del experimento de acumulación mitótica, los huevos

eran observados por transiluminación para comprobar si estaban embriona

dos y para precisar la situación de la cámara de aire, cuyo contorno se

marcaba con lápiz.
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Las condiciones de asepsia, que creímos necesarias para evitar posi
bles infecciones del huevo durante la inyección, consistieron primera
mente en frotar los huevos con un algodón empapado con un desinfectante

(Lugol) y en realizar todas las operaciones con material estéril dentro

de una cámara provista de una lámpara ultravioleta. Para ello una incu

badura de prematuros que acondicionamos a este fin. Una vez inyectada la

solución del bloqueante mitótico, el orificio de la aguja en la cáscara

se tapaba con cinta adhesiva. El volumen inyectado fué siempre de 1 mI

independientemente de la concentración.

Mediante una lámpara de 100 W manteníamos dentro de la cámara una

temperatura de alrededor de 37 gC, ya que una disminuci6n de la tempera

tura afecta a la actividad proliferativa. En efecto, realizamos un estu

dio sobre la influencia de la temperatura sobre el índice mitótico en

embriones de 10 días y encontramos que la permanencia de los huevos a

25 gC durante 10 minutos disminuía el índice mitótico respecto a los con

troloes que habían permanecido a 37 gC en un 31 % y si el tiempo era de

20 minutos la disminución alcanzaba el 46 %. También pudimos comprobar

que los huevos que habían permanecido 10 6 20 minutos a 25· gC recupera

ban el índice mitótico del control antes de 6 horas de incubación a 37gC.

Sin embargo, en un experimento de acumulación, cualquier disminuci6n

transitoria de la constante de proliferación repercute negativamente en

la cantidad final de mitosis bloqueadas, por lo que el mantenimiento de

la temperatura de incubación durante el proceso de inyección es realmen

te importante.
El problema de la dosificación de los bloqueantes mitóticos para la

medida de la constante de proliferación consiste en encontrar la dosis

que bloqueando el 100 % de las mitosis que se inician no produzca efec

tos t6xicos que ocasionen una disminución de la actividad proliferativa.

Para Bertalanffy (1964) la dosis óptima de colchicina para la rata

es de 1 microgramo por gramo de peso corporal. Sin embargo, en la revi

sión de trabajos en los que se usa esta técnica realizada por nosotros

( véase 2.1.3.4 ) hemos encontrado una gran variación de dosis de blo-

queante
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( colchicina, colcemid y vinblastina ) utilizada
por gramo de peso corporal.

Partiendo de estos datos nos planteamos el problema de la dosifica-

de 1 a 12 microgramos

ción en nuestro material. Cabían dos posibilidades principales, primera,
que la colchicina y la vinblastina difundieran libremente por todo el

volumen del huevo ( embrión, saco vitelina, amnios, alantoides, albúmina)
estableciendo uniones reversibles y alcanzando una distribución más o me

nos uniforme y segunda, que dichos compuestos difundieran únicamente por

el embrión o se concentraran en él por unión irreversible a receptores
celulares. En el primer caso la dosis debería calcularse en relación al

peso del huevo, en el segundo caso en relación al peso del embrión.

Realizamos unaS pruebas con la colchicina y con la vinblastina en

huevos de 8, 9 y 10 días, inyectando dosis de 2 a 600 microgramos, sien

do el volumen inyectado invariante ( 1 mI ). Se incluyeron controles in

yectados en las mismas condiciones con 1 mI de agua destilada estéril.

Las dosis superiores a los 50 microgramos eran letales en el 100 % de

los casos. Ello significaba que la hipótesis de la distribución unifor

me era falsa ya que para huevos de aproximadamente 60 gramos, las dosis

de 600 a 50 microgramos por huevo equivaldrían a dosis de 10 a 0,8 mi

crogramos por gramo, es decir, dentro del rango de dosis utilizadas en

otros sistemas.

Calculando la dosis en función del peso del embrión para el caso del

embrión de 10 días, por ejemplo, encontramos que una dosis de 20 micro

gramos correspondía a 7,1 microgramos por gramo de peso corporal, la de

15 microgramos a 5,3 y la de 10 a 3,5. Hicimos un estudio de la toxici

dad y de la relación dosis - efecto para la colchicina y la vinblastina

y comprobamos que dentro de estos niveles se encontraban las dosis ópti
mas. Esto indicaba que la segunda posibilidad era la correcta, concor

dando con los resultados de Bouck y Green (1974), que en el unicelular

Ochromonas, in vivo, encuentran que la colchicina se une irreversiblemen

te a receptores celulares.

Una vez establecidos aproximadamente los nivles de dosificación ade

cuados,
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realizamos un estudio de optimización más detallado para la colchicina y

la vinblastina en embriones de 10 y 14 días, incluyendo controles con

agua destilada.

Los efectos tóxicos de la colchicina y la vinblastina se manifesta

ban por congestión visceral, especialmente en el hígado donde los capila
res sinusoides aparecían más o menos dilatados. En el caso extremo, el

embrión estaba muerto con el corazón parado en sístole y las vísceras

muy congestivas. En la Tabla 6 se presentan los resultados del estudio

de toxicidad de la colchicina en huevos de 7, 10, 14 y 17 días de incu

bación y en la Tabla 7 el estudio correspondiente con Vinblastina y en

huevos de 10 y 14 días. En ambas tablas se dan para cada edad, dosis y

tiempo de tratamiento el número de embriones con lesiones tóxicas del ti

po mencionado en relac:ión al número total de embriones tratados. Todos

los controles con agua destilada tenían un aspecto normal.

Las dosis a partir de las cuales empiezan a observarse efectos tóxi

cos dependen de la edad del embrión, pero no de una forma simple. Así,

para la colchicina (Tabla 6), comparando los huevos tratados durante 6

horas, los efectos tóxicos se producen en los embriones de 7 días a par

tir de 1-2 microgramos, en los de 10 días a partir de 15 microgramos y

en los de 14 y 17 días a partir de los 10 microgramos. El efecto depen

de de otros factores además del peso del embrión ( velocidad de absor

ción, por ejemplo ).
En el caso de la vinblastina (Tabla 7) se empiezan a observar efec

tos tóxicos en embriones de 10 días, a partir de los 10 microgramos,

mientras que en embriones de 14 días, dosis dehasta 12 microgramos no

producen efectos tóxicos detectables por simple inspección.
La relación entre la dosis de colchicina y el efecto bloqueante so

bre la mitosis fué estudiado en huevos de 10 días de incubación segÚn

se resume en la Tabla 8.

El aumento de la dosis de colchicina de 10 a 15 microgramos aumenta

el MI de 0,022 a 0,043, pero a partir de 15 microgramos, el aumento de

la dosis no incrementa el efecto ( el MI correspondiente a 22,5 microgra
mas
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no es significativamente distinto). El efecto bloqueante no es completo
a 20 microgramos, ya que a esta dosis se observan anafases y además el

MI máximo alcanzable con la colchicina para un determinado período de

acumulación era inferior al valor correspondiente utilizando vinblastina.

Resultaba claro de los estudios de dosificación realizados que la colchi

cina no podía ser utilizada en el embrión de 10 díaspara la medida de la

constante de proliferación, debido a su excesiva toxicidad o, más exac

tamente, a su baja relación del efecto bloqueante de la mitosis con res

pecto a los efectos tóxicos generales. Decidimos, por tanto, utilizar la

vinblastina.

La medida definitiva de la constante de proliferación del parénqui
ma hepático se realizó en embriones de 10 días y en embriones de 14 días,

inyectando en ambos casos 10 microgramos de vinblastina. Esta dosis blo

quea completamente la mitosis en ambas edades, ya que las anafases fueron

observadas solo muy raramente en alguna preparación. La ausencia de toxi

cidad de esta dosis para el embrión de 14 días (Tabla 7) permite supo

ner que las medidas de la constante de proliferación en estas condicio

nes deberían aproximarse mucho a la realidad. En el caso del embrión de

10 días, la dosis de 10 microgramos estaba en el límite de toxicidad y

las medidas de MI se hicieron descartando los embriones con efectos tó-

xicos más acusados.

La medida del MI se hizo a dos tiempos distintos después de la in

yección del bloqueante ( a las 3 y 4,5 horas en los embriones de 10 días

y a las 4 y 6 horas en los embriones de 14 díaa ) y se midió la diferen

cia de MI entre ambos tiempos. Utilizamos un intervalo de medida relati

vamente alejado del tiempo de inyección, para asegurar la absorción del

bloqueante y evitar el período de latencia inicial en el que no existe

acumulación mit6tica ( véase 2.1.3.4 ). Aplicando las relaciones (68) y

(69), calculamos la constante de proliferación (PK), la duración media

del ciclo celular (GT) para las dos edades ( 10 y 14 días) y además, a

partir del MI basal en cada edad y el GT correspondiente, calculamos

la duración de la mitosis (MT) utilizando la expresión (70). Esta expre-
. ,

Slon
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permitió calcular los valores de PK y GT de otras edades embrionarias

( entre 5 y 20 días del desarrollo ) a partir de sus respectivos MI ba-

sales y del valor invariante de MT determinado en los embriones de 10 y

de 14 días.

TABLA 6

Toxicidad de la colchicina sobre el embri6n de pollo (véase texto)
Edad (días) DQ§!is (miS::I:Q¡¡¡;:ramQ§!) Tiflm:PQ (bQ;r::as) EmllI:iQn�s :!;QxÚQ:tal

7 0,4 6 0/3
7 0,6 6 0/3
7 0,8 6 1/3
7 1,0 6 0/4
7 2,0 6 2/2
7 3,0 6 2/2
7 4,0 6 2/2
10 5,0 6 0/3
10 10,0 6 0/3
10 15,0 6 0/9
10 20,0 6 4/16
10 22,5 6 1/3
10 25,0 6 1/3
10 30,0 6 2/2
14 8,0 6 0/2
14 10,0 6 0/2
14 11,0 6 1/2
14 12,5 6 2/2
14 15,0 6 2/3
14 17,5 6 6/6
14 20,0 6 2/3
17 2,5 6 0/3
17 5,0 6 0/3

·17 10,0 6 1/3

17 12,5 6 3/5

17 15,0 6 3/3

17 17,5 6 3/3
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TABLA 7

Toxicidad de la vinblastina sobre el embri6n de pollo (véase texto)

Eda.rif (dla.§!l DQ§! i!i:l (mi�rQ€:I:a.mQa) Ti ellUHl (hQI:a.�) EmbriQnes :1!QxLt cta.l
10 2,5 6 0/3
10 5,0 4 0/2
10 5,0 6 0/3
10 7,0 6 0/4
10 8,0 6 0/4
10 9,0 6 0/4
10 10,0 3 6/9
10 10,0 4 1/2
10 10,0 4,5 4/10
10 10,0 6 8/19
10 11,0 6 rj/3
10 12,0 6 0/4
10 15,0 6 4/4
10 20,0 6 4/4
10 30,0 6 4/4

14 2,0 4 0/1

14 2,0 6 0/3

14 4,0 4 0/2

14 4,0 6 0/2

14 5,0 6 0/4
14 6,0 4 0/2

14 6,0 6 0/7

14 7,0 6 0/4

14 9,0 6 0/4

14 10,0 4 0/4

14 10,0 6 0/4

14 11,0 6 0/3

14 12,0 6 0/4
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TABLA 8

Dosis de colchicina e índice mitótico (MI) a las 6 horas, en parénquima
hepático de embrión de pollo de 10 días ( ,

texto )vease

NllmerQ de �m:tl;¡:iQn�a Doaiª (mi�;¡:og;¡:amoI31 MI lh�ªy;i.ª,�iQn :t!:pi�a
12 ° 0,011 0,003
3 10,0 0,022 0,002
10 15,0 0,043 0,014
21 20,0 0,043 0,017
5 22,5 0,050 0,022

3 25,0 0,044 0,002
2 40,0 0,043 0,003

3.3.3. Incorporación de timidina t;¡:itiada al DNA

Si bien en nuestro sistema no es posible la aplicación del método de

la frecuencia de mitosis marcadas (FLM) debido a la imposibilidad de rea

lizar un tratamiento puntual con el trazador (pulsación), según hemos ex

plicado en 2.6.2, sí puede realizarse la incorporación contínua de la ti

midina tritiada.

Medir el incremento porcentual de trazador radiactivo incorporado al

DNA hepático en un intervalo determinado significa medir la entrada de

las células hepáticas en la fase S del ciclo, de la misma manera que el

bloqueo mitótico mide la entrada de las células en la mitosis. Sin embar

go, la incorporación de timidina tritiada medida en cuentas por minuto/
/DNA depende también de la progresiÓn a través del intervalo S y de la

actividad timidinquinasa necesaria para la incorporaci6n del precursor,

es decir, se trata de un dato compuesto a partir del cual no puede dedu

cirse simplemente la constante de proliferaciÓn, aunque evidentemente es

tá relacionado con ella.

Los experimentos de incorporaciÓn de timidina tritiada se realizaron

en embriones de 10 y 14 días, de acuerdo con la siguiente técnica:

1- Inyección de 1 mI de una soluciÓn de timidina tritiada de una activi
dad
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de 3 microCi/ml ( 6-3H-timidina, A = 2 Ci/mM, The Radiochemical Cen

tre - Amersham ) en la cámara de aire del huevo. Las condiciones de

inyección fueron las mismas que las descritas para los bloqueantes
mitóticos.

2- A las 3 y a las 4 horas se sacaron huevos para la medida de la incor

poración del trazador al DNA hepático. En el caso de los embriones de

10 días se utilizaron 6 hígados para cada medida y en el caso de los

de 14 días 4.

3- Homogenización en un homogenizador coaxial añadiendo 1 mI de agua des

tilada. El homogenizado se vierte en un tubo con tapón roscado y se

le añade 1 mI de agua de lavado del homogenizador y 3 mI de ácido tri

cloroacético (TCA) al 10 %. Se centrifuga a 2.800 g durante 15 minu

tos. Los 5 mI de sobrenadante contienen la fracción soluble (FS) de

la timidina tritiada y el precipitado la fracción incorporada al DNA.

4- Se toman 0,1 mI del sobrenadante y se añaden a 5 mI de líquido de cen

telleo para la medida de la radiactividad.

5- Se procesa el precipitado igual que en la técnica de extracción de

Schneider (1957) descrita en 3.2.1.

6- Obtenidos los 3 mI de extracto en TCA al 5 % caliente ( paso 9 de la

técnica 3.2.1 ) se toman 0,1 mI para la medida de la radiactividad

siguiendo el mismo procedimiento que para la fracción soluble y 1 mI

para la medida de la cantidad de DNA según los pasos 10 a 14 de la

técnica 3.2.l.

7- Cálculos :

Las medidas de radiactividad en cuentas por minuto (cpm) se corrigie

ron para un fondo de 36 cpm.

Teniendo en cuenta el volumen total ( VT ) y el volumen utilizado en

cada medición ( VU ), las lecturas deben corregirse multiplicando

por :

Medi�i6D. .YJ1. n EaQ:t �2l:

cpm-DNA 0,1 mI 3 mI x 30

DNA (microg dR/ml) 1,0 mI 3 mI x 3

cpm-FS 0,1 mI 5 mI x 50
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La actividad específica (AE) se corrige de acuerdo con la actividad

de la fracci6n soluble (FS) :

AE =
cpm-DNA x 30

DNA x 3 x cpm-FS x 50

El incremento de incorporación por hora entre las 3 y las 4 horas se

expresa en forma de incremento porcentual por hora, calculado por la

diferencia entre los logaritmos naturales de las dos actividades es

pecíficas
In AE (4h) In AE (3h)

3.3.4. Coincidencia mit6tica

El método de la coincidencia mit6tica es original nuestro y fué idea

do para la medida del grado de sincronía de ciclo celular entre células

hermanas.

El modelo de probabilidad de transición del ciclo celular ( Smith y

Martin 1973 ), segÚn se ha explicado con detalle en 2.3.3, supone la e

xistencia de una discontinuidad en el intervalo Gl, que es salvada con

una cinética de primer orden. Los pares de células hermanas, es decir,

originadas en la misma división perderían la sincronía inicial al pasar

por la discontinuidad y esta sería la única fuente de variación de la du

ración del ciclo celular (GT) entre células hermanas, de modo que la dis

tribución acumulativa de diferencias de GT entre hermanas ( curvas beta,

véase 2.3.3 ) debería ser exponencial.
El carácter exponencial de las curvas beta había sido demostrado re

petidamente en cultivos celulares ( Minar y Smith 1974, Smith y Martin

1974 y Shields 1977 ). La construcción de una curva beta se hace a partir
de medidas individuales de GT en células hermanas por medio de la cine

matografía a intervalos ( "time - lapse" ) sobre cultivos en monocapa.

Esta aproximación es inviable in vivo en el seno de un tejido pluricelu

lar tridimensional.

El indudable interés de probar la aplicabilidad del modelo de proba

bilidad de transición en un organismo pluricelular in vivo y concretamen
te
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a nuestro sistema, el hígado embrionario de pollo, nos estimuló a desa

rrollar un método que permitiera medir la pérdida de sincronía de los pa

res de células hermanas a lo largo de su primer ciclo.

La coincidencia mitótica de células vecinas es un parámetro citoci

nético relacionado con el grado de sincronía entre células hermanas. Cuan

do una célula se divide las dos células hijas permanecen en general ad

yacentes. Esto puede admitirse en tejidos "sólidos" ( epiteliales), don-

de las células se hallan firmemente unidas por complejos de unión y no

pueden moverse libremente.En el parénquima hepático de mamífero los com

plejos de unión se encuentran cerca del canalículo biliar formado por los

hepatocitos ( Rhodin 1974 ) y lo mismo ocurre en el hígado de embrión de

pollo ( véase Fig. 82 ). Por tanto, si las células hermanas son vecinas,
el grado de sincronía entre hermanas debe repercutir en la proporción de

células vecinas que están en mitosis al mismo tiempo, es decir, en la pro

porción de pares de mitosis en los cortes histológicos.
Definimos coincidencia mitótica Meo como la probabilidad de que una

célula adyacente a una célula mitótica dada se halle también en mitosis.

Este parámetro puede calcularse de la forma

(71)

donde

- Meo es la proporción de mitosis asociadas en pares en el corte histo

lógico.
- Nv es el número medio de células vecinas o adyacentes a cualquier cé

lula en la sección histológica bidimensional (número de núcleos que

rodean a cada núcleo).
- s es la probabilidad de que una célula sea la hermana de una célula

adyacente dada ( calculada como 1 dividido por el número de células

vecinas en el tejido tridimensional ).
- MI es el índice mitótico

- SPco es la fracción de pares de hermanas que coinciden en la mitosis

de duración MT en un instante.
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La expresión (71) corresponde a la coincidencia mitótica simple, cu

yo valor puede supoone rae muy ba j o a menos que la sincronía fuera muy

buena, ya que exige que los miembros del par coincidnete tengan un des

fase inferior a la duración de la mitosis (MT), lo cual significa menos

de una hora. Por ello, resulta más conveniente medir la coincidencia mi

tótica después de un tiempo de bloqueo mitótico de duración MBT, con lo

cual la expresión (71) se convierte en

donde :

- MI(MBT) es el índice mitótico despu6s de un bloqueo de duración MBT.

- SPco(MBT) es la fracción de pares de hermanas que coinciden en la mi-

tosis después de un bloqueo mitótico de duración MBT.

El primer término del segundo miembro en las ecuaciones (71) y (72)
es la probabilidad de encontrar una célula mitótica entre las vecinas no

hermanas de la célula mitótica de referencia. El segundo término es la

correspondiente probabilidad! para la célula hermana de la célula de re

ferencia.

La proporción de pares de hermanas que coinciden en la mitosis de

duración MT es

)MT�Pco (t) SPD (t) . elt (73)
o

Esto es, la integral definida entre O y MT del producto de dos fun

ciones de probabilidad
- La función SPco (t) es la probabilidad de coincidencia en función

del tiempo de desfase y

- La función SP (t) es la distribución de probabilidad de desfases
D

entre células hermanas que debe ser supuesta de acuerdo con un deter-

minado modelo del ciclo celular.

En el caso de un bloqueo mitótico de duración MBT, la expresión (73)
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se convierte en

lM�"��o (t) .

o

( t) . cit
(74)

La probabilidad de coincidencia en función del desfase es una función

lineal

o bien,

S" �o ( t) t
11 -

MT

O � t � MT

S p�o (t)
t

- ¡\--

I'Y\I3T

O � t � MBT

(75)

donde

(76)

donde

En la figura 16 se representa dicha función. Cuando el desfase es ma

yor que la duración de la mitosis o del bloqueo mitótico, la función vale

O y cuando no hay desfase la función vale 1, existiendo entre ambas situa

ciones todos los valores de probabilidad.

SPco 1

L-__� � t
MT MBT

o

Figura 16 Probabilidad de coincidencia mitótica en función del desfase

SPco (t). El tiempo de bloqueo mitótico (MBT) se ha tomado arbitrariamen

te igual a 6 veces la duración normal de la mitosis (MT).
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Si el desfase entre dos células es inferior a MT o MBT, las células

coincidirán durante un intervalo tanto mayor cuanto menor sea el desfase.

En la figuras 17 y 18 se representa este concepto para la coincidencia

mitótica simple y para la coincidencia después de un período de bloqueo

respectivamente. Lo que en realidad significan las expresiones (75) y (76)
es la probabilidad de encontrar simultáneamente en mitosis al par de cé

lulas en el instante de nuestra observación. La introducción de esta fun

ción de probabilidad se hace necesaria ya que la preparación histológica
no es sólamente una sección en el espacio sino también en el tiempo.

célula 2
------r--;..----�r_------------------�

a b c

Figura 17 : Superposición de los "segmentos mitóticosll de las células

1 y 2. MT es la duración de la mitosis. a, b, y c representan tres

tiempos de observación, únicamente hay coincidencia en b. La probabili
dad de coincidencia disminuye con el desfase.

La función de probabilidad de desfases entre células hermanas

SPn (t), según el modelo de probabilidad de transición se obtiene deri

vando la función acumulativa

(t) 1
_ e.

.... k.t
11 - (3 -

"1 (77)

donde:

- SPco es la proporción de pares de hermanas cuyo desfase es igual o in

ferior a t.

Beta (t) es la proporción de pares de hermanas cuyo desfase es igual

o mayor a t ( véase 2.3.3) y
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A f"lBT B

célula 2

( )
�

7t
.

....

----- ..... ,

t

. -

.
- - - - --4 .

r
�

1- .. ------- ... - ,

caso I

célula 1

célula 1

caso II

célula 2

r
Figura 18 : Superposición de segmentos mitóticos en condiciones de blo

queo mit6tico. MBT es la duración del bloqueo, que se inicia en A y ter

mina en B ( momento de la observación ). Aunque el desfase entre la cé

lula 1 y la célula 2 es inferior a MBT en ambos casos, únicamente se en

cuentran en coincidencia en el momento de la observaci6n en el caso l.

La iniciación de las mitosis se señala con flechas. Las líneas discontí

nuas hasta completar un MBT más allá del tiempo de observación se han

trazado para remarcar la similitud formal con la coincidencia mit6tica

simple (Fig. 17).

- k es la constante de transición del estado A a la fase B (véase 2.3.3),
es decir, la constante de velocidad con que las células salvan la dis

continuidad del ciclo según el modelo de prohabilidad de transición.

Derivando la expresión (77) se obtiene la correspondiente distribu

ci6n de probabilidad de desfases :

(78)

Substituyendo en la expresi6n (73) las funciones (75) y (78)

s�o (MT) -:.1 Mri - � ). k . e-
k· t

. d..t (79)
O

MT
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JMT_ _i_. t. k. e-Ato t. t:lt
MT

O

(80)

donde el primer término del segundo miembro es una integral inmediata :

jMT�. e-�' t. eL t
o

(81)

y el segundo término puede resolverse mediante una integración por par-

tes,

AresuJlt�tU:�_: -NI. t t A LL _�. t A _lq. t)MT- • • If'(., e . ti. -:._. \,. � + - . e (82)
MT MT Ji(

oo

Substituyendo (81) y (82) en (80) y sumando, obtenemos

s �o (MT) ::. A - (83)

que en situación de bloqueo mitótico sería

e-h.MBTA -

-::. A -

(84)�.

Las expresiones (83) y (84) pueden compararse con la expresi6n de

Domingo et al. (1978) :

-
-

(85)

donde t puede ser MT o MET. Esta expresi6n no es exacta y debe consi

derarse únicamente como una primera aproximación, ya que no tiene en

cuenta la probabilidad de coincidencia en función del desfase, es decir,

se basa únicamente en la distribución de probabilidad de desfases y asu

me que SPco (t) = 1, para todos los valores de t inferiores a MT o a

MET. Según hemos razonado anteriormente, si los segmentos mit6ticos
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(Fig. 17 y 18) de dos células se hallan solo parcialmente superpuestos

( desfase inferior a NT o a MBT ) la probabilidad de observar la coinci

dencia es inferior a la unidad.

La aplicación del método de la coincidencia mitótica al parénquima
hepático de embrión de pollo se realizó utilizandolas preparaciones ca -

rrespondientes a embriones de 10 y 14 días a los que se había inyectado
10 microgramos de vinblastina a través de la cámara de aire ( véase el

apartado 3.3.2 ). Los tiempos de bloqueo en este caso fueron de 4,5 ho

ras para el embrión de 10 días y de 6 horas para el de 14.

La coincidencia mitótica ( proporción de mitosis asociadas en pares

adyacentes ) fué medida en las preparaciones de los distintos embriones

de cada edad y el valor medio obtenido se comparó con el calculado uti

lizando la expresión (84). Para dicho cálculo es necesario determinar

previamente los parámetros Nv y s , que se realizó directamente observan

do nuestras preparaciones, y la constante de transición k, esto último

puede hacerse a partir de la constante de proliferación PK y de la dura

ción de la fase B del ciclo celular TB utilizando la expresión (10) de

Smith y Martin (1973)

? K' I

.2 -

(86)

La PK fué medida por el método de la acumulación mitótica según se

ha expuesto previamente ( véase parte 3.3.2 ).
Ya que nuestro sistema no permite la aplicación del método de la

frecuencia de mitosis marcadas (FLM) que hubiera proporcionado una es

timación directa de TB (véase parte 3.3.2), tomamos como TB el valor de

GT más corto determinado en nuestra población, que correspondía al em

brión de 5 días. Con ello seguimos el criterio que define a TE como el

tiempo entre el principio de la primera onda y el principio de la segun�

da en la curva FLM (Smith y Martin 1973), esto es, el ciclo celular mí

nimo que corresponde al de las células que no se detienen en el estado

A, siendo la duración de su ciclo equivalente a la fase B.
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Tomar TB como aproximadamente igual al cíclo celular mínimo obser

vado (GT del embrión de 5 días ) significa suponer que todo el alarga
miento de GT durante el desarrollo es debido únicamente a la disminución

de la constante de transición, es decir al tiempo de residencia medio en

el estado A. En las partes 2.2 y 2.3 hemos discutido las evidencias

experimentales sobre la variabilidad del intervalo Gl y la relativa cons

tancia de los demás intervalos del ciclo, que constituyen eaenc-í.aLmerrt e

la fase B del modelo de probabilidad de transición ( Smith y Martin 1973

y 1974 ).
El método de la coincidencia mitótica permite, por tanto, poner a

prueba in vivo el modelo de probabilidad de transición y, en general,

cualquier modelo del ciclo celular que realice una predicción sobre la

distribución de probabilidad de desfases entre los ciclos de células her

manas. En todo caso, es una medida de la variabilidad del ciclo celular

entre células hermanas.
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3.4. Estudios estructurales

3.4.1. Preparación del material para microscopía electrónica

El hígado embrionario fué aislado con las mismas precauciones indica

das en la preparación para microscopía óptica (3.3.1), cortado en dos o

más fragmentos según su tamaño y transferido rápidamente al fijador.

La fijación se efectuaba con glutaraldehido al 2 % en tampón cacodi

lato 0,15 M pH 7,4 , a 4 �C durante 1 hora. Después la muestra era

cortada en fragmentos de menos de 0,5 mm de diámetro máximo y se reali

zaban tres lavados con sacarosa 0,25 M en tamp6n cacodilato 0,15 M ,

siendo la duración de cada lavado de 5 minutos.

La post fijación ósmica se realizó mediante la solución cromo-ósmica

de Dalton (Hayat 1970), durante 2 horas a temperatura ambiente. La com

posición del fijador es la siguiente
dicromato potásico al 4 % pH 7,2 10 ml

cloruro sódico al 3,4 %
tetraóxido de osmio al 2 %

10 mI

20 mI

El PH de la solución de dicromato potásico se ajusta con hidróxido

potásico 2,5 N.

Para el proceso de deshidratación -inclusión se utilizó la siguien

te pauta
1- acetona al 40 % conteniendo acetato de uranilo a satura

ción durante unas 12 horas ( toda la noche ). El tratamien-

to con acetato de uranilo antes de la deshidratación au-

menta el contraste y la estabilización de las estructuras

( Hayat 1970 ) .

2- acetona al 70 % durante 15 minutos.

3- acetona al 90 % durante 15 minutos.

4- acetona al 100 % durante 15 minutos.

5- acetona al 100 % durante 15 minutos.

6- inclusión.

El medio de inclusión utilizado fué la resina epoxi araldita comer

cializada
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por FLUKA con el nombre de DURKUPAN ACM FLUKA. Consiste en cúatro compo

nentes :

A/M
- B

- C

- D

resina epoxi
endurecedor

acelerador

plastificante (ftalato de butilo)
con los que se preparan dos medios de inclusión :

- medio 1 . A/M 10 mI, B 10 mI, y D 0,2 mI.

medio II . A/M 10 mI, B 10 mI, D 0,2 mI y C 0,4 mI.

La pauta de inclusión es la siguiente
6- acetona 100 % 3 vol / medio 1 1 vol ( 1 hora )
7- acetona 100 % 1 vol / medio 1 1 vol ( 1 hora )
8- acetona 100 % 1 vol / medio 1 3 vol ( 1 hora )
9- medio 1 a 50 li1C ( 1 hora )
10- medio 1 a 50 gC ( 1 hora )
11- medio 11 a 50 gC ( 15 minutos )
12- medio 11 a 50 gC ( 15 minutos )
13- colocación de los fragmentos en los moldes con medio 11 y

dejar a 50 gC durante 24 horas o más para el endurecimien

to de los bloques.
Mediante un últramicrotomo Reichert modelo Om U3 se obtuvieron cor

tes ultrafinos de alrededor de 900 � de espesor. El espesor se mide

por el color de interferencia del corte, 108 cortes obtenidos eran entre

plateados y dorados.

Una vez montados en rejillas de cobre, los cortes eran contrastados

con citrato de plomo según Reynolds ( Hayat 1970 ).
nitrato de plomo

citrato sódico

agua destilada hervida

1,33 g

1,76 g

30 mI

La mezcla debe agitarse vigorosamente a intervalos de 30 minutos pa

ra conseguir la conversión completa del nitrato de plomo en citrato de

plomo, cuando esto ocurre la mezcla aparece como una suspensión lechosa.
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Entonces Se añaden 8 mI de hidróxido s6dico 1 N, se diluye hasta 50 mI

y se mezcla por inversión hasta la completa disolución del citrato de plo
mo ( aclaramiento completo ).

El procedimiento de contraste consiste en colocar la rejilla inver

tida sobre una gota de la solución de citrato de plomo de modo que los

cortes contacten con la superfície de la misma, durante 20 minuto& Esta

operación se lleva a cabo dentro de una cápsula de Petri tapada y llena

de lentejas de hidróxido sódico para mantener una atmósfera libre de CO2
que precipitaría el plomo en forma de carbonato. Las gotas de la solu

ción se depositan encima de una superficie de parafina. Una vez realiza

do el contraste, los cortes son lavados en agua destilada, sujetando la

rejilla con la pinza y moviéndola dentro de un pocillo.
Las preparaciones se observaron y fotografiaron en un microscopio

electrónico Hitachi modelo HU-12, trabajando de 2.500 a 45.000 aumentos.

3.4.2. Morfometría

El estudio morfométrico del parénquima hepático del embrión de pollo

se realizó entre los días 5 a 20 del desarrollo a dos niveles principa
les :

a- nivel de microscopía óptica ( 780 aumentos ) : Medida de la fracción

de volumen hepático ocupado por el parénquima ( hepatocitos ).
b- nivel de microscopía electrónica

.b 1) de 3.000 a 4.000 aumentos en placa: Medida de la fracción de

volumen (VV) del hepatocito correspondiente al núcleo •

• b 2) de 7.000 a 13.000 aumentos en placa: Medida de la fracción de

volumen ( Vv ) del núcleo correspondiente al nucléolo y del citoplas

ma correspondiente a mitocondrias y a inclusiones lipídicas •

•Todas las secciones nucleares de las placas de 3.000 aumentos, que

corresponden a vistas panorámicas con secciones nucleares al azar,

fueron utilizadas para la medida absoluta del volumen nuclear medio

de los hepatocitos en cada edad, lo cual ha permitido convertir las

medidas relativas de bl y b2 en absolutas.
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La medición de las fracciones o densidades de volumen ( Vv ) se rea

lizó por medio de las fracciones de área de sección ( AA ), ya que, se

gún el principio de Delesse, la densidad de volumen de una determinada

clase de partículas equivale a la fracción de superficie ocupada por las

secciones de las partículas en relación al área total de la sección, siem

pre que la orientación de las partículas sea al azar con respecto al pla
no de sección y que el número de secciones sea suficientemente grande

( véase Weibel 1969 y Weibel y Bolender 1973 ) •

A su vez, las fracciones de área de sección, por ejemplo la propor

ción de área de sección nuclear con respecto a la celular, se determina

ron por el procedimiento de Glagoleff ( véase Weibel 1969 y Weibel y Bo

lender 1973 ), consistente en superponer un retículo de puntos, es decir,
un conjunto de puntos regular o irre�llarmente distribuidos en una hoja

transparente, sobre la imagen suficientemente ampliada de la sección y

contar la fracción de puntos incluidos dentro de los perfiles de sección

de una estructura respecto del total ( Pp ). Así, por ejemplo, el número

de puntos incluidos en los perfiles de sección nuclear dividido por el

número total de puntos en las secciones celulares mide la fracci6n de vo

lumen correspondiente al núcleo.

La validez de las relaciones

= = (87)

ha sido demostrada empírica y racionalmente por diversos autores ( véa.se

Weibel 1969 y Weibel y Bolender 1973 ).
Construimos un retículo con dos clases de puntos, regularmente dis

tribuidos, que podría utilizarse a dos niveles según el tamaño de las

áreas de sección. En el primer nivel, los puntos ( representados por el

entrecruzamiento de una cuadrícula ) estaban separados 15 mm y en el se

gundo nivel, que incluía los puntos anteriores más dos puntos entre ca

da dos entrecruzamientos, la separación era de 5 mm ( Fig. 19 ).

En el nivel de microscopía óptica el retículo se aplicó directamente
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Figura 19 : Retículo de puntos de dos niveles ( 15 mm y 5 mm de distan

cia entre puntos ) utilizado en la determinación de las densidades de

volumen ( Vv ) a partir de las fracciones de puntos incluidos en las

áreas de sección ( Pp ). ( vdase texto ).

sobre la pantalla de proyección del microscopio Reichert, modelo Viso-

pan) y en los niveles de microscopía electrónica se utilizaron positi
vos fotográficos con una ampliación de 1,8 a 2,5 veces con respecto al

negativo en placa.
Para la determinación del volumen nuclear medio del hepatocito en

las diferentes edades del embri6n, utilizamos el mdtodo de Lindberg y

Vorwerk (1972) que es aplicable a la estimación del volumen de cuerpos

elipsoides en conglomerados, a partir de secciones en planos al azar.

Este método consiste en medir las áreas de sección de los cuerpos, en

nuestro caso de los núcleos, y calcular el área media ( a ) y la des -

viación típica ( s ), que permiten determinar el volumen ( V ) del cuer

po de acuerdo con la expresión

v (88)
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calculando el coeficiente Beta mediante la siguiente relación

+- 3 I lt. (S"_; a...... - 0, 2. ) (89)

El error de la medida expresado en forma de coeficiente de variación

viene dado por :

cv e CE) / rz; ( 90)

donde n es el número de mediciones y c (e) es un parámetro relaciona

do con la excentricidad, que aparece en la tabla del citado trabajo, jun

to con otros parámetros y el número de mediciones necesario para que el

coeficiente de variación sea inferior al 10 %.
La medición de las áreas de sección nuclear se hizo pasando a lápiz

sobre papel vegetal los perfiles nucleares, ca1cándolos directamente de

los negativos en placa y midiendo después las áreas con un planímetro po

lar Kent. Para la determinación del área real a partir del área de la pla

ca, se calibró el microscopio electrónico mediante una red de 2.160 lí

neas / mm, con lo cual los aumentos aproximados indicados en las placas

fueron substituidos por los valores exactos.
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4.1. Contenido de DNA en hígado, coraz6n y enc6falo, en embriones de

8 a 18 días : Curvas de crecimiento absoluto y relativo entre órganos
La cantidad de DNA se expresa como cantidad de desoxirribosa ( en

microgramos ) determinada según el procedimiento explicado. En la Tabla

9 se expresan los valores obtenidos en embriones de 8, 9, 12, 13, 14, 15,

16, 17 Y 18 días. En las figuras 20 y 21 se representan las curvaS de

crecimiento correspondientes en forma aritmética y en forma logarítmica

respectivamente. El número de embriones utilizados en cada determinaci6n

fué de 15 para los de 8 días, 10 para los de 9 días y 5 para las demás

edades.

TABLA 9

Contenido de DNA en hígado, corazón y encéfalo de embri6n de pollo.

La cantidad de DNA/6rgano se expresa en microgramos de desoxirribosa

según la técnica explicada en 3.2.1.

Edad del embrión Hígado Coraz6n Encéfalo

8 23 7

9 29 8 92

12 90 27 150

13 107 33 162

14 169 44 202

15 230 62 238

16 312 84 300

17 320 94 311

18 441 126 368

En la figura 21 puede apreciarse que la variación en la velocidad

específica de crecimiento de los tres órganos en el período estudiado

es poco importante, ya que la representación semilogarítmica es casi

lineal para el encéfalo y con una ligera curvatura en los casos del hí

gado y del corazón.
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Figura 20: Curva de crecimiento del hígado (H), corazón (C) y encéfalo

(E) de embrión de pollo de 8 a 18 días, representada por el contenido de

DNA. (véase texto)
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Figura 21 : Curva logarítmica de crecimiento del hígado (H), corazón (e)

y encéfalo (E) de embrión de pollo de 8 a 18 días, representada por el

logaritmo decimal del contenido de DNA. (véase texto)
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La velocidad específica de crecimiento (K) de cada órgano entre los

días 9 y 18, calculada como el promedio de los distintos valores .
.

In X2 In Xl ) / t
siendo Xl y X2 las cantidades de DNA de dos determinaciones consecuti-

vas, es

- hígado KH = 0,3025 / día :::: 0,0126 / hora

- corazón KC = 0,3064 / d :::: 0,0127 / h

- encéfalo KE = 0,1540 / d :::: 0,0064 / h

Ya que en poblaciones celulares expansivas, como las embrionarias,
la velocidad específica de crecimiento medida como

1 / DNA x d DNA / d t

puede suponerse equivalente a la velocidad o constante de proliferación

(PK), el período de duplicación correspondiente puede igualarse a la du

ración media del ciclo celular (GT) en la población durante el interva

lo estudiado

GT = DT = In 2 / K

Los valores de DT o GT calculados son

DTH = GTH ( promedio de 9 a 18 d ) = 55,01 h

DTC :::: GTC promedio de 9 a 18 d ) = 54,58 h

DTE = GTE promedio de 9 a 18 d ) = 108,30 h

La variación de la velocidad específica de crecimiento puede apre-

ciarse, no obstante, en los tres casos, comparando la velocidad especí-
fica media del período anterior ( Kl ) Y posterior ( K2 ) al día 14 :

Período 1 días 9 a 14 ( 5 días )
Período 2 días 14 a 18 ( 4 días )

hígado KIH = 0,3528 / d K2H = 0,2397 / d

corazón KIC :::: 0,3412 / d K2C = 0,2630 / d

encéfalo KIE :::: 0,1572 / d K2E = 0,1500 / d
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La disminución de la velocidad específica entre los períodos 1 y 2

con respecto a la velocidad específica media del intervalo total días

9 a 18 ) es de

37,39 % para el hígado

25,52 % para el corazón

4,67 % para el encéfalo

El crecimiento relativo entre los tres
,

puede evaluarse cal-organos

culando las proporciones de crecimiento diferencial o constantes alomé

tricas ( véase 2.6.1 ). En la Tabla 10 se dan los valores correspondien

tes para el intervalo total y para los dos períodos en que lo hemos di

vidido.

TABLA 10

Constantes alométricas de los crecimientos DNA/órgano (t) correspondien
tes a hígado, corazón y encéfalo de embrión de pollo

Período � días } 9 a 14 14 a 18 9 a 18

�C ::::: KH / KC 1,0340 0,9114 0,9873

�E = �/� 2,2443 1,5980 1,9643

KCE =:: KC / KE 2,1706 1,7535 1,9896

SegÚn se puede ver en la Tabla 10, la proporción de crecimiento di

ferencial del hígado con respecto al corazón es prácticamente igual a

la unidad entre los días 9 y 18, por esta razón las curvas logarítmicas

de crecimiento del hígado y del corazón son casi paralelas (Fig. 21), en

cambio, las constantes del hígado y del corazón con respecto al encéfalo

son superiores a la unidad.

Al considerar los dos períodos en que se ha dividido el intervalo
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estudiado, puede apreciarse una disminución de las tres proporciones de

crecimiento diferencial

En las figuras

cas DNA / 6rgano correspondientes a

11Ic disminuye un 12,42 %

KHE disminuye un 32,90 %

KCE disminuye un 20,96 %

22, 23 Y 24 se representan las relaciones bilogarítmi
hígado-corazón, hígado-encéfalo,

y corazón-encéfalo durante el intervalo del día 9 al 18 del desarrollo.

Los puntos de la figura 22 se han ajustado con una s61a recta para todo

el intervalo, ya que entre la primera y segunda partes del mismo, la va

riaci6n de pendiente es muy pequeña ( 12,42 % ). En las figuras 23 y 24

se ha dibujado la recta de ajuste para cada uno de los períodos ( del

día 9 al 14 y del día 14 al 18 ).
De los datos anteriores resulta que las proporciones de crecimiento

diferencial entre los tres órganos en el intervalo estudiado no se man

tienen invariantes, sino que se modifican, especialmente las proporcio

nes �E y KCE y, en menor medida, �C. En el caso del hígado y del co

raz6n, la constante alométrica pasa de mayor a menor que la unidad, es

decir, la velocidad específica del hígado en el primer período es algo

mayor que la del coraz6n y en el segundo período ocurre lo contrario. En

las relaciones entre hígado y corazón con respecto al encéfalo, las cons

tantes se mantienen en ambos períodos superiores a la unidad, pero dis

minuyendo claramente del primero al segundo.
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Figura 22 : Crecimiento relativo del hígado (H) con respecto al coraz6n

(C) en embri6n de pollo de 9 a 18 días, relaci6n bilogarítmica del con

tenido de DNA/6rgano. (vdase texto)
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Figura 23 : Crecimiento relativo del hígado (H) con respecto al encáfa

lo (E) en embri6n de pollo de 9 a 18 días, relaci6n bilogarítmica del

contenido de DNA/6rgano. (véase texto)



235

2

log e

1,5

1

2 2,5 log E

Figura 24 Crecimiento relativo del coraz6n (C) con respecto al encéfa-

lo (E) en embri6n de pollo de 9 a 18 días, relaci6n bilogarítmica del

contenido de DNA/6rgano. (v�ase texto)
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4.2. Determinación de la constante de proliferación (PK), de la duración

media del ciclo celular (GT) y de la duración de la mitosis (MT) de los

hepatocitos en embriones de 10 y 14 días, por el método de la acumulación

mitótica.

Huevos de 10 y 14 días de incubación fueron inyectados en las condi

ciones descritas en 3.3.2 con 1 ml de solución de vinblastina (Lilly)
de 10 microgramos / mI. La medida del índice mitótico (MI) en el parén

quima hepático se realizó a las 3 y 4,5 horas en los embriones de 10 días

y a las 4 y 6 horas en los de 14. Todos los embriones de 14 días parecían

completamente normales después del tratamiento, en cambio, algunos em

briones de 10 días presentaban congestión visceral. La medida del índi

ce mit6tico se hizo únicamente con embriones de aspecto normal o solo li

geramente congestivos.

Se midió el índice mitótico basal en controles no inyectados o inyec

tados con 1 ml de agua destilada, no observándose diferencias entre am

bos controles.

El cálculo de la constante de proliferación (PK), del período medio

del ciclo celular de la población (GT) y la duración de la mitosis (MT)
se realizó a partir del incremento del índice mitótico entre las 3 y 4,5

horas de acumulación (embriones de 10 días) y entre las 4 y 6 horas de

acumulación (embriones de 14 días), utilizando las expresiones (68), (69)
y (70) de la parte 3.3.2. Los resultados obtenidos se muestran en las

Tablas 11 y 12.

La duración de la mitosis determinada en el experimento con el em

brión de 14 días es de 50 minutos y en el embrión de 10 días es de 52

minutos, pero esta diferencia no es significativa dada la variabilidad

de las medidas de MI. Ya que la duración de la mitosis determinada en

el mismo tipo celular en diferentes condiciones e incluso en células de

origen distinto se ha encontrado relativamente invariante y que los re

sultados del experimento con embriones de 14 días no ofrecen dudas debi

do a la ausencia completa de efectos tóxicos, tomaremos el valor de 50

minutos como la duración de la mitosis en el hepatocito de embrión de

pollo
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en nuestras condiciones de incubación.

TABLA 11

Determinación de la constante de proliferación (PK), de la duración me

dia del ciclo celular (GT) y de la duración de la mitosis (MT) en los

hepatocitos de embrión de pollo de 10 días, por el método de la acumula

ción mitótica con vinblastina. (véase texto)

MI ( 3h )

MI ( 4,5h )

Tiempo acumulación =

0,037 ± 0,015 n = 4

0,056 !: 0,013 n = 6

1,5 h

0,019

0,0127 / h

=

Incremento MI =

PK =

GT = 54,72 h

MI basal = O.OllO

MT = 52,10 min

La duración del ciclo celular en el embrión de 14 días ( GT = 55,45
horas ) puede compararse con el período de duplicación de la cantidad de

DNA/hígado promedio entre los días 9 y 18 del desarrollo ( DT = 55,01 ho

ras) según se ha visto en la parte 4.1 y que, al tratarse de una pobla

ción expansiva, puede suponerse equivalente a la duración media del ci

clo celular.

Estando el embrión de 14 días situado aproximadamente en el centro

del intervalo de crecimiento estudiado ( del día 9 al 18 ), la duración

del ciclo celular en el embrión de esta edad debería ser bastante pare

cida al promedio de GT durante el intervalo, pues aunque la variación de

GT durante el mismo no fuera lineal, se diferenciaría inapreciablemen-

te de esta situación dada la mínima variación de GT durante el intervalo,
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que puede apreciarse por la escasa curvatura de la gráfica semilogarítmi
ca DNA/hígado en función de la edad del embrión ( Fig. 21 ).

La coincidencia de dos mediciones por métodos distintos en el valor

de GT de los hepatocitos del embrión de pollo de 14 días es una indica

ción de la fiabilidad de los resultados.

TABLA 12

Determinación de la constante de proliferación (PK), de la duración me

dia del ciclo celular (GT) y de la duración de la mitosis (MT) en los

hepatocitos de embrión de pollo de 14 días por el método de la acumula

ci6n mit6tica con vinblastina. (véase texto)

MI ( 4h ) = 0,059 :!:. 0,014 n = 4

MI ( 6h = 0,084 ±.. 0,014 n = 4

Tiempo acumulación 2 h

Incremento MI == 0,025

PK = 0,0125 / h

GT = 55,45 h

MI basal == 0,0105

MT == 50,34 min
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4.3. Constante de proliferación (PK) y duración media del ciclo celular

(GT) de los hepatocitos en embriones de 5 a 20 días de desarrollo.

El índice mitótico del parénquima hepático fué determinado en embrio

nes de 5 a 20 días de desarrollo según las condiciones especificadas' en

3.3.1. El número de embriones utilizados para cada edad fúé de 3 a 4, con

dos preparaciones contadas para cada hígado. En la Tabla 13 se muestran

los índices mitóticos de las diferentes edades y las correspondientes
constantes de proliferación (PK) y duraciones medias del ciclo celular

(GT) calculadas mediante la expresión (70) y tomando para la duración de

la mitosis (MT) el valor determinado en el experimento de acumulación mi

tótica con vinblastina en el embrión de 14 días ( 50 minutos ). El coe

ficiente de variación medio en la medida del índice mitótico basal fué

del 15 %, quedando los valores de PK y GT afectados por el mismo error.

Para el embrión de 10 días, creemos más ajustados a la realidad los

valores de PK y GT calculados a partir del experimento de acumulación mi

tótica en el embrión de 14 días ( MT = 50 minutos ), que son los que fi

guran en la Tabla 13, que los obtenidos directamente por acumulación mi

tótica en embriones de dicha edad! debido a que se observaron algunos em

briones con signos de toxicidad ( véase Tabla 7 ).
En la figura 25 se representan gráficamente los datos de la Tabla 13

MI Y GT en función de la edad del embrión y en la figura 26 las co

rrespondientes curvas semilogarítmicas ( log MI (t) Y 10g GT (t) ).
Resulta claro en esta última figura la existencia de una discontinuidad

en la variación de MI y GT con la edad del embrión : Entre los días 10

y 20 las gráficas semilogarítmicas son prácticamente lineales, indicando

su carácter exponencial, y de escasa pendiente que significa que la cons

tante de la exponencial es relativamente pequeña. En cambio, entre los

días 5 y 8 las gráficas semi logarítmicas no están completamente rectifi

cadas y, en todo caso, tienen una pendiente bastante superior a la del

período de 10 a 20 días.

Estos resultados serán discutidos más adelante en relación al mode-

lo de crecimiento propuesto por Goedbloed (1972, 1974, 1975, 1976 y 1977).
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TAB'LA 13

Indice mit6tico (MI), constante de proliferación (PK) y duración media

del ciclo celular (GT) en el parénquima hepático de embrión de pollo en

tre los días 5 y 20 del desarrollo (véase texto).

Los valores de PK y GT se han calculado tomando MT = 50 minutos. Para

el embri6n de 14 días se dan además, entre paréntesis, los valores

exactos tomando MT = 50,34 minutos.

Edad (días) MI PK ( h-l ) GT ( h )

5

6

0,0355 0,0425 16,3

0,0238 0,0285 24,3

7 0,0184 0,0221 31,4

8 0,0151 0,0181 38,2

14 0,0105

0,0132

0,0126 (0,0125)

52,5

55,1 (55,4)

10 0,0110

17

20

0,0089

0,0080

0,0107

0,0096

64,9

72,2
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Figura 25 : Indice mitótico ( MI x 100 ) y duración media del ciclo ce

lular ( GT en horas ) en el parénquima hepático del embrión de pollo en

función de la edad ( véase texto y Tabla 13 ).
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log (MI x 104 )
log (GT x 10 )
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Figura 26 : Logaritmo del índice mitótico ( log MI.104 ) y logaritmo
de la duración media del ciclo celular ( log GT.10 ) en el parénquima
hepático del embrión de pollo en función de la edad (véase texto).
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4.4. Síntesis de DNA en el hígado de embriones de pollo de 10 y 14 días.

La medida de la síntesis de DNA en el hígado de embriones de 10 y 14

días se realizó mediante la incorporación de timidina tritiada. Se inyec
tó 1 mI de solución de timidina tritiada de 3 microCi / mI a la cáma

ra de aire de los huevos y se midió la incorporación del trazador al DNA

hepático a las 3 y a las 4 horas según el procedimiento explicado en la

parte 3.3.3. Para cada tiempo de incorporación se utulizaron 6 embriones

( 10 días) ó 4 embriones ( 14 días ).
El incremento porcentual de la actividad específica del DNA (3.3.3.)

entre las 3 y las 4 horas fué

Incremento actividad específica ;(emb. 10 d) = 36,93 %

Incremento actividad específica (emb •. 14 d) = 27,34 %

La relación de los incrementos porcentuales de actividad específica
(Incremento AE %) es :

Incremento AE % (10 di) / Incremento AE % (14 d) = 1,3507

Esta relación puede compararse con la de las constantes de prolife

ración correspondientes ( véase tabla 13 )

PK (10 di) / PK (14 d) = 1,0476

Ya que los resultados de la incorporación de timidina tritiada se

expresan en forma relativa a la cantidad de DNA y están corregidos para

la concentración del precursor en la fracción soluble ( véase 3.3.3. ),
la diferencia entre las dos relaciones comparadas - 1,3507 y 1,0476-

solo puede explicarse por una utilización más eficiente del precursor

por parte del embrión de 10 días, lo cual sugiere una mayor actividad

timidinquinasa en el hígado de esta edad.
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4.5. Coincidencia mitótica en el pardnguima hepático de embriones de

pollo de 10 y 14 días.

La coincidencia mitótica ( Meo ), medida como la proporción de mito

sis asociadas en pares ( 2 c:élulas vecinas en mitosis ), fué determinada

en el parénquima hepático de embriones de 10 días después de un bloqueo
mitótico con vitiblastina de duración (MBT) igual a 4,5 horas y de embrio

nes de 14 días después de un bloqueo de duración (MBT) igual a 6 horas.

La dosis de vinblastina fud para ambas edades de 10 microgramos / huevo.

Ya que la coincidencia mitótica es una medida del grado de sincronía

en el ciclo de reproducción de células hermanas, ha sido posible según
hemos visto en 3.3.4. calcular el valor de Meo a partir del modelo de

probabilidad de transición ( Smith y Martin 1973 y 1974 ). La constante

de transición (k) ha sido calculada utilizando la expresión (86). El

valor de la constante de proliferación (PK) se ha determinado en los ex

perimentos de acumulación mitótica (4.2.) y el de la duración de la fase

H del ciclo celular ( TE ) se ha igualado a la duración mínima del ciclo

celular medida en nuestro sistema :

TB = GT (emb. 5 días) = 16,3 horas

El número medio de células rodeando a una célula ( número de vecinas )
en la sección histológica es en nuestro material aproximadamente 3 ( Nv

= 3 ) y el número medio de células rodeando a una célula en el espacio

tridimensional es aproximadamente 5 y, por tanto, la probabilidad de que

una célula vecina sea la hermana de una célula determinada es 1 / 5

( s = 1/5 ). Sin embargo, si se toma s = 1/6 o incluso 1/8 en lugar de

1/5, nuestros resultados no se modifican sensiblemente.

En la figura 27 se observan mitosis bloqueadas y cuatro de ellas for

man dos pares. Al tratarse de mitosis bloqueadas no hay confusión posi

ble con una telofase.

En la Tabla 14 se muestran los resultados de las mediciones y cálcu-

los de la coincidencia mitótica.

La correspondencia entre el valor de Mco observado y el calculado
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Figura 27 : Preparaci6n de hígado de embrión de pollo de 10 días con

mitosis bloqueadas. Aumento total aproximado 1.400. Las flechas señalan

los pares de mitosis. La coincidencia mitótica ( Meo) se mide por el

número de mitosis asociadas en pares en relación al número total de mi

tosis.
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TAB'LA 14

Medida de la coincidencia mitótica de células vecinas (Meo) después de

un bloqueo mitótico con vinblastina en el parénquima hepático de embrión

de pollo y su cálculo a partir del modelo de probabilidad de transición

( véase texto y parte 3.3.4.).

Embrión de 10 días Embrión de 14 días

Parámetros medidos Parámetros medidos

vinblastina/huevo = 10 microg vinblastina/huevo = 10 microg

t = MBT = 4,5 h t = MBT = 6,0 h

n = 6 n ::: 4

MI (t) = 0,056 0,013 MI (t) = 0,084 0,014

Meo (t) = 0,18 0,09 Meo ( t ) = 0,24 0,03

PK == 0,0132 / h PK = 0,0125 / h

TE ::: 16,3 h TB = 16,3 h

Nv = 3 Nv ::: 3

s ::::- 1/5 s ::: 1/5

Parámetros calculados Parámetros calculados

k ::: 0,0216 / h

SPco (t)== 0,0473

Meo (t)::: 0,16

k = 0,0198 / h

SPco (t)= 0,0572

Meo (t) = 0,24

a partir del modelo de probabilidad de transición es muy buena en el ca

so del embrión de 14 días, donde además la variabilidad de la medida de

Meo (t) es relativamente pequeña ( coeficiente de variación 12 % ). En

el caso del embrión de 10 días existe una pequeña diferencia que cae,

sin embargo, dentro del margen de error de la medida de Meo (t), que en

el embrión de esta edad es bastante amplio a causa, probablemente, de la
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toxicidad del tratamiento con vinblastina ( v6ase Tabla 7 en la parte
3.3.2 ).

Estos resultados no son evidentemente una prueba de la validez del

modelo de probabilidad de transición ya que únicamente un punto de la

distribución acumulativa de diferencias de GT entre hermanas ( curva

Beta) ha sido realmente determinado. tlnicamente puede concluirse que los

resultados son compatibles con y predictibles por el modelo de probabi
lidad de transición.

El hecho experimental es que la pérdida de sincronía de los pares

de células hermanas en el parénquima hepático de embriones de 10 y 14

días es considerable y puede medirse indirectamente por medio de la coin

cidencia mitótica. En la figura 28 se representan las curvas Beta logarít
micas ( véase 2.3.3.) correspondientes a distintas constantes de transi-

ción :

Las curvas a y b corresponden al parénquima hepático de embrión

de pollo de 14 y 10 días respectivamente y han sido dibujadas teóricamen

te a partir de la constante de transición, que es precisamente la pen -

diente de la curva (0,0198 / h para el embrión de 14 días y 0,0216/h
para el embrión de 10 días ). El único punto de ambas curvas realmente

determinado mediante la coincidencia mitótica es el del tiempo de blo -

queo mitótico (MBT) correspondiente: 4,5 horas para el embrión de 10 d

Y 6 horas para el embrión de 14 d, siendo los valores de Beta respecti
vos de 0,91 y 0,89 : Esto significa que en el embrión de 10 días, el 91 %
de los pares de células hermanas presentan una diferencia de duración

del ciclo mayor de 4,5 horas y en el embrión de 14 días, el 89 % de los

pares se desfasa en más de 6 horas.

La curva c es una curva ideal puesta como referencia comparativa,

correspondiente a una constante de transición de 0,100 / h.

Las cur-vas d y e son curvas experimentales tomadas de la biblio

grafía y que corresponden a c61ulas in vitro proliferando más rápida

mente que los hepatoci tos embrionarios de 10 y 14 días in vivo

- d) células HeLa, k = 0,150 / h (p = 0,14 ) Y

e) células de sarcoma de rata, k = 0,598 ( p = 0,45 ) Smith y Martin 1973
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Beta (t)
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Figura 28 : Curvas Beta semi logarítmicas ( log proporci6n de pares de

hermanas desfasados igualo más que t ). véase texto.

a- parénquima hepático de embri6n de pollo de 14 d ( k = 0,0198 / h )
b- parénquima hepático de embri6n de pollo de 10 d ( k = 0,0216 / h )
c- curva ideal de referencia k = 0,100 / h

d- cultivo de células HeLa ( k = 0,150 / h

e- cultivo de células de sarcoma de rata k = 0,598 / h )



249

Puede calcularse fácilmente a partir de las constantes de transición

la diferencia de GT entre hermanas (GTI-GT2) correspondiente al nivel

0,5 de la curva, es decir, que el 50 % de los pares de hermanas presen-

tan un desfase en su progresión por el ciclo celular igual o mayor que

dicho valor :

k ( h-l) (Grrl-GT 2) 0,5
curva a 0,0198 35,0

curva b 0,0216 32,1
- curva c 0,1000 6,9
curva d 0,1500 4,6

- curva e 0,5980 1,2

Naturalmente, esto es un hecho en los cultivos celulares mencionados

(curvas d y e, tomadas de Smith y Martin 1973 ) y solamente una predic
ción del modelo de probabilidad de transición en el caso del parénquima
hepático embrionario ( curvas a y b ), cuyo único soporte experimental
en este sistema es el valor de Beta determinado indirectam�nte por la

coincidencia mitótica a t := 4,5 h en el embrión de 10 días (b) y a t :=

= 6 h en el embrión de 14 días (a).
Por tanto, la variabilidad de GT entre células hermanas en nuestro

sistema puede explicarse por el modelo de probabilidad de transición, que

en esencia supone la existencia de una discontinuidad en el ciclo de re

producción, que las células traspasan con una cinética de primer orden •

La posibilidad de otras explicaciones y los pros y los contras con res

pecto al modelo de probabilidad de transición serán discutidos más ade

lante.
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4.6. Estructura general del hígado embrionario: Fracción del órgano

ocupada por el parénquima a lo largo del desarrollo.

El parénquima hepático del embrión de pollo está organizado en for

ma de trabéculas epiteliales anastomosadas, entre las cuales se encuen

tran los capilares sanguíneos' constituidos por las células endolteliales,
las células de Kupffer y las células hematopoyéticas ( Fig. 29 y 31).
Por el interior de las trabéculas discurren los canalículos biliares

formados por los propios hepatocitos ( Fig. 30 ).
Los capilares sanguíneos tienen trayectos sinuosos y ocupan al prin

cipio una proporción importante del volumen del hígado, que va disminu

yendo con la edad del embrión al ir aumentando el componente epitelial.

La fracción de volumen hepático ocupado por parénquima (FP) se mi

dió por el procedimiento indicado en 3.4.2. En la Tabla 15 figuran los

resultados correspondientes, para cada edad se utilizaron de 2 a 4 embrio

nes. La densificación del órgano es evidente pasando de alrededor del

68 % en el embrión de 5 días al 96 % en el embrión de 20 días.

En las figuras 32 y 33 se relaciona la proporción de hígado ocupada

por el parénquima (FP) con la edad del embrión (Fig. 32) y con la dura

ción media del ciclo celular (Fig. 33). Puede observarse como la densi

ficación es primero más rápida y después más lenta (Fig. 32) de forma

parecida a la variación de GT en función de la edad del embrión (Fig. 25).
Entre FP y GT (Fig. 33) existe una relación lineal positiva con un

coeficiente de correlación igual a 0,96. El posible significado de esta

relación será discutido más adelante.
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Figura 29 : Hígado de embrión de pollo de 10 días. Microsc0pía óptica,

preparado según 3.4.1. Aumento total aproximado 100. Capilares sinusoi

des seffalados con asteriscos.



252

Figura 30 : Hígad0 de embrión de pollo de 6 días. Microscopía electróni

ca, preparado según 3.4.1. Aumento total aproximado 5.000. Capilar sinu

soide señalado con asterisco y célula endotelial señalada con flecha.

Capilar biliar señalado con estrella.
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Figura 31 : Hígado de embrión de pollo de 6 días. Microscopía electróni

ca, preparado según 3.4.1. Aumento total aproximado 5.000. Capilar sinu

soide: Luz (asterisco), células endoteliales (flechas) y célula de

Kupffer (estrella).
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TABLA 15

Fracción del hígado embrionario de pollo ocupado por el parénquima (FP)

Edad n FP desviación tí�ica-

5 3 0,6773 0,0590

6 3 0,7503 0,1270

7 4 0,8153 0,0555

8 3 0,8448 0,0074

10 4 0,8658 0,0414

13 2 0,8975 0,0120

15 3 0,9004 0,0036

17 3 0,9547 0,0038

20 3 0,9603 0,0025
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Figura 32 : Fracción de hígado embrionario ocupado por parénquima (FP)

en relaci6n a la edad del embrión.
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Figura 33 : Fracción de hígado ocupado por parénquima (FP) en el embrión

de pollo en función de la duración del ciclo celular (GT) de los hepato

citos embrionarios , coeficiente de correlación = 0,96.



257

4.7. Microscopía electr6nica del hepatocito embrionario de pollo.
Utilizando el método de preparaci6n para microscopía electr6nica (ME)

indicado en 3.4.1 se realiz6 el estudio ultraestructural del hepatocito
embrionario de pollo de 6, 8, 10, 15 y 20 días de desarrollo y también

de hepatocito de pollo de 1 mes después de la eclosi6n.

La aplicación de las técnicas morfométricas explicadas en 3.4.2. a

embriones de 6, 10, 15 y 20 días ha permitido una caracterización cuan

titativa de la estructura del hepatocito embrionario. Para el estudio mor

fométrico se utilizaron 405 fotografías a las ampliaciones indicadas en

3.4.2. El área de sección examinada en cada edad fué,por término medio,
de 16.753 micras2, lo cual corresponde a una media de 163 secciones ce

lulares.

La medición del volumen nuclear del hepatocito a cada edad permiti6
transformar los valores morfométricos relativos ( densidades de volumen

en valores absolutos. Para cada edad se utilizó un promedio de 43 seccio

nes nucleares al azar, estando, en todo caso, el número de secciones por

encima del número mínimo necesario para un error típico inferior al 10 %
según Lindberg y Vorwerk (1972). En la Tabla 16 se indican los resultados.

TABLA 16

Volumen nuclear medio del hepatocito de embrión de pollo a distintas

edades, determinado a partir de las áreas de sección según Lindberg y

Vorwerk (1972). ( véase texto y parte 3.4.2. )

Edad Número de secciones Volumen

6 66 66

10 23 73

15 50 45

20 34 41

El volumen se da en micras3• El coeficiente Beta (véase 3.4.2.) de los

núcleos es 1,413. El error típico medio del volumen es de 7,2 �
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Las fracciones o densidades de volumen ( V. ) se midieron para núcleo
V '

nucléolo, mitocondrias e inclusiones lipídicas con respecto al volumen

celular. Los resultados se presentan en la Tabla 17, donde cada valor re

presenta la fracción del volumen celular correspondiente a un orgánulo
( núcleo, nucléolo o conjunto de orgánulos ( mitocondrias, inclusiones

lipídicas ).

TABLA 17

Fracci6n de volumen del hepatocito embrionario de pollo correspondiente
a diferentes compartimentos morfométricos celulares. ( véase texto)

Edad Núcleo NueLé o Lo Mitocondrias

6 0,202 0,031 0,147

10 0,166 0,020 0,142

15 0,094 0,008 0,169

20 0,050 0,004 0,148

Inclusiones

lipídicas

0,012

0,033

0,076

En la figura 34 se representan gráficamente las fracciones de volu

men ( Vv ) de la Tabla 17.

A partir de la fracci6n de volumen nuclear ( Tabla 17 ) y del volu-

men nuclear medido para cada edad Tabla 16 pudo calcularse el volu-

men celular medio para cada edad y a partir de dicho valor, las fraccio

nes de volumen correspondientes a nucléolo, mitocondrias e inclusiones

lipídicas pudieron convertirse en los correspondientes valores absolutos.

Los resultados obtenidos se dan en la Tabla 18 y se representan gráfica

mente en la figura 35.

Puede observarse en la figura 35 que el hepatocito embrionario no

mantiene un volumen constante durante el desarrollo, sino que crece des

de 327 micras3 en el embrión de 6 días hasta 820 micras3 en el embri6n

de 20 días. Durante el mismo período, la duración media del ciclo celular
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Figura 35 : Volumen ( micras3 ) del hepatocito embrionario de pollo (HC)

y de diferentes compartimentos morfométricos celulares : Núcleo (N), mí

tocondrias CM) e inclusiones lipídicas (LP) en funci6n de la edad del

embri6n. ( véase texto y Tabla 18 )
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TABiLA 18

Volumen (micras3) del hepat oc-í to embrionario de pollo y de diferentes

compartimentos morfométricos celulares. ( véase texto)

Edad Hepatocito Nucléolo Mitocondrias

6 327 10,1 48,1

10 440 8,8 62,5

15 479 3,8 80,9

20 820 3,3 121,4

Inclusiones

lipídieas

5,3

15,8

62,3

(GT) pasa de 24,3 a 72,2 horas ( Tabla 13 ). La posible relación entre

ambos cambios será discutida más adelante.

Comentamos a continuación las principales �aracterísticas cualitati

vas y cuantitativas de la estructura del hepatocito durante el desarrollo.

a) N�cleo, nucléolo y mitosis.

El nJcleo del hepatocito embrionario tiene forma de elipsoide de re

volución con un coeficiente de excentricidad' ( relación entre los ejes )
comprendido entre 0,75 y 0,80. Su volumen disminuye ligeramente a partir
del día 10 ( Tabla 16, figura 35 ), lo cual junto con el crecimiento de

la cé IuLa determina una disminución importante de la proporci6n de volú

menes Núcleo/Célula a lo largo del desarrollo ( Tabla 17 y figura 34 ).
La disminución de volumen del n�cleo podría estar relacionada con su

actividad funcional pero también podría ser una simple consecuencia del

aumento de la duración del ciclo celular (GT) a lo largo del desarrollo

: En efecto, el volumen medido no es más que un valor promedio y es co

nocido que el volumen nuclear se dobla durante la fase S del ciclo como

consecuencia de la duplicación de los cromosomas. Por tanto, la propor�

ción de células en S y � sobre el total de la población condicionará el
2

volumen nuclear medio y ya que el alargamiento del ciclo celular se pro
duce
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esencialmente a expensas de Gl o GO' dicha proporción disminuye al aumen

tar GT y el volumen nuclear promediado será menor.

En cuanto al nucléolo, tanto su proporción con respecto a la célula

como su volumen absoluto disminuyen durante el desarrollo ( Tablas 17 y

18 y figura 34 ) pudiendo ello relacionarse probab1emente con la dismi

nución de la actividad proliferativa ( véase Discusión ).
Las fotografías de ME de las figuras 36 a 57 muestran algunas carac

terísticas estructurales del nucléolo y de la cromatina del núcleo del

hepatocito de embrión de pollo de 6 días (Fig. 36 y 37), de 8 días (Fig.
38 a 41), de 10 días (Fig. 42 a 47), de 15 días (48 y 49), de 20 días

(Fig. 50 a 55) y de pollo de 1 mes después de la eclosión (Fig. 56 y 57).
La cromatina se encuentra muy relajada ( eucromatina ) en todas' las

edades, aunque pueden observarse algunos cromocentros ( masas de hetero

cromatina) relativamente grandes a partir de los 10 días, principalmen
te junto al nucléolo y a la envoltura nuclear, pero también en otras par

tes ( Fig. 38, 41 Y 48 a 54).
Las fibras de cromatina pueden identificarse directamente en algún

caso (Fig. 52 y 57) y más frecuentemente por la disposición en hileras

de partículas de carácter probablemente ribonucleoproteico (Fig. 39 y

43) •
En la mayor parte de secciones nucleares se observa únicamente un

nucléolo pero en algunos cásos se observan dos (Fig. 43, 48 y 56). Pue

den observarse nucleolonemas y los espacios intersticiales o áreas cla

ras. Las partículas son mayormente de tipo granular, aunque en algunas

fotografías pueden verse pequeñas regiones fibrilares identificables por

su mayor densidad de empaquetamiento y su menor granulosidad (Fig. 41,

44, 45 y 46).
Además de la disminución de volumen, el nucléolo presenta modifica

ciones de estructura a lo largo del desarrollo : Inicialmente tienen con

tornos irregulares, nucleolonemas claramente visibles y numerosas áreas

claras muy pequeñas entre los nucleolonemas (Fig. 36, 38, 41 y 45). A

medida que aumenta la edad del embrión, el nucléolo se hace más pequeño,
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de contornos más regulares y las áreas claras son menos numerosas pero

mucho más grandes, con lo cual el ovillo de nucleolonemas va siendo subs

tituido por estructuras con grandes ojales y formas anulares (Fig. 44,

46, 47 y 50 a 53).
La anterior descripción se refiere al tipo de estructura más frecuen

temente observada - el nucléolo promedio - pero hay que tener en cuenta

que para cada edad existe una amplia heterogeneidad de formas. Así, por

ejemplo, en las fotografías de núcleos correspondientes a embriones de

8, 10 y 20 días pueden verse en la misma edad formas relativamente den

sas con nucleolonemas (Fig. 36, 38, 41, 43, 45 y 55) y formas con gran

des áreas claras, de las cuales una suele ser bastante mayor o incluso

nucleolos anulares (Fig. 37, 39, 40, 44, 46, 47 y 50 a 53). Sin embargo,
la proporción de nucléolos de una y otra formas es distinta según la edad,

permitiendo detectar una evolución estructural durante el desarrollo.

El significado funcional de esta heterogeneidad podría ser el de dis

tintos niveles de actividad, posiblemente depe�dientes de la posici6n de

la c�lula en el ciclo de reproducción. Las formas con grandes áreas cla

ras y específicamente los nucléolos anulares han sido descritos en hepa

tocitos de rat6n senil y en hepatocitos de rata después de un tratamien

to con bajas dosis de actinomicina D para la inhibición de la síntesis

de rRNA ( Andrew 1962, Smetana y Potmesil 1968 y Busch y Smetana 1970),
de manera que pueden ser interpretados como formas vacías de partículas

ribonucleoproteicas por falta de producci6n, mientras que los nucléolos

densos con nucleolonemas y áreas claras pequeñas representarían las for

mas realmente activas. Esta interpretación viene reforzada por el hecho

de que en cultivos de leucocitos estimulados con fitohemaglutinina se ha

observado la transformación de los nucléolos anulares en formas con nucleo

lonemas coincidiendo con el aumento de síntesis de RNA ( Possnerova y

Smetana 1966 ).
Las figuras 59 a 63 corresponden a fases de la mitosis en hepatocitos

de distintas edades. Los microtúbulos del aparato mitótico pueden obser

varse en la figura 59 pero no los centriolos,sin embargo, su posición
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queda marcada por vesículas del aparato de Golgi que se asocian a las

mismas. En la figura 58 que corresponde a células interfásieas del mesén

quima hepático del embrión de 8 días se comprueba la asociación de un

centriolo con elementos del aparato de Golgi.

En la figura 62 que corresponde a una telofase de un hepatocito pue

de observarse un centriolo junto a uno de los núcleos hijos.

Nos parece interesante indicar que en las dos telofases que presenta
mos (Fig. 62 y 63) se observa una diferencia del grado de condensaci6n

de la cromatina entre los núcleos hijos. No habiendo realizado un estu

dio sistemático de las telofases es imposible valorar la importancia de

la observación, que pOdría explicarse simplemente por diferencias en el

plano de sección relativo, sin embargo, resulta sugestiva la idea de un

desfase entre células hermanas a nivel del desplegamiento de la cromatina

después de la mitosis, en vista de los resultados obtenidos sobre la pér
dida de sincronía de las células hermanas ( parte 4.5. ).
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Figura 36 : ME de hepatocíto de embrión de pollo de 6 días. Aumento

aproximado 32.000. Núcleo de cromatina bastante laxa, nucléolo de con

torno irregular con nucleolonemas y áreas claras pequeñas.
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Figura 37 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 6 días. Aumento

aproximado 33.000. Núcleo de cromatina bastante laxa, nucléolo con nu

cleQlonemas, destaca una área clara mucho mayor que las demás.
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Figura 38 ME de hepatocito de embrión de pollo de 8 días. Aumento

aproximado 30.000. Núcleo con algunos cromocentros (puntas de flecha) y

nucléolo de forma irregular con nucleolonemas y áreas claras pequefias.
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Figura 39 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 8 días. Aumento

aproximado 52.000. Núcleo con cromatina bastante laxa. Las flechas seña

lan una fibra de cromatina recubierta por partículas. Núcl�o19 esferoide

con nucleolonemas y áreas claras de diferentes tamaños.
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Figura 40 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 8 días. Aumento

aproximado 65.000. Nucléolo con tres áreas claras grandes.
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Figura 41 ME de hepatocito de embrión de pollo de 8 días. Aumento

aproximado 44.000. Nucléolo con nucleolonemas y áreas claras pequeñas.

Las flechas señalan las regiones fibrilares. Cromocentro señalado con

una punta de flecha.
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Figura 42 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 10 días. Aumento

aproximado 22.000. Núcleo con algunos cromocentros y un nucléolo esferoi

de con áreas claras medianas. Alrededor citoplasma con mitocondrias, re

tículo endoplasmático liso y granular e inclusiones lipídicas.
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Figura 43 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 10 días. Aumento

aproximado 40.000. Núcleo con cromatina bastante laxa. Las puntas de fle

cha señalan una fibra de cromatina recubierta por partículas. Dos nucléo

los con nucleolonemas y áreas claras pequeñas.



273

Figura 44 ME de hepatocito de embrión de pollo de 10 días. Aumento

aproximado 40.000. Nucléolo con grandes áreas claras. Las flechas seña

lan regiones fibrilares.
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Figura 45 : ME de hepatocito de embri6n de pollo de 10 días. Aumento

aproximado 648000. Nucléolo con nucleolonemas y pequeñas áreas claras,

las flechas señalan regiones fibrilares.
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Figura 46 : ME de hepatocito de embri6n de pollo de 10 días. Aumento

aproximado 82.000. Nucléolo anular. En el seno del anillo que rodea la

gran área central se observan áreas claras más pequeñas. La flecha seña

la una región fibrilar.
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Fígura 47 : ME de hepatocíto de embríón de pollo de 10 días. Aumento

aproxímado 40.000. Núcleo con un nucléolo casí anular con algunas áreas

claras más pequeñas que la central. La punta de flecha señala un cromo

centro adyacente al nucléolo.
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Figura 48 : ME de hepatocito de embri6n de pollo de 15 días. Aumento

aproximado 41.000. Núcleo con algunos cromocentros de pequeño tamaño.

Dos nucléolos esferoides con áreas claras de diferentes tamaños.
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Figura 49 : ME de hepatocito de embri6n de pollo de 15 días. Aumento

aproximado 49.000. Núcleo con cromocentros de tamaño medio (puntas de

flecha), uno de ellos asociado al nucléolo y otro a la envoltura nuclear.

La sección del nucléolo es pequeña y presenta algunas áreas claras.
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Figura 50 : ME de hepatocito de em1¡¡lrión de pollo de 20 días'. Aumento

aproximado 22.000. Núcleo con bastantes cromocentros dos están señala-

dos con punt as de flecha ) que podría corresponder a una profase inicial.

Nucléolo con tres grandes- áreas claras. Alrededor del núcleo, c:itoplasma

con mi tocondrias, retículo endoplasmátie:o granular y po Lí s omae libres.
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Figura 51 ME de hepatocito de embrión de pollo de 20 d!ías. Aument o

aproximado 31eOOO. Núcleo con cromatina bastante laxa, en las �onas eu

cromáticas pueden distinguirse fibras de cromatina, dos cromocentros re

lativamente grandes uno de ellos asociado al nucl�olo (puntas de flecha).
El nucléolo presenta grandes áreas o Lar-as,
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Figura 52 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 20 días. Aumento

aproximado 45.000. Núcleo con cromatina en diversos grados de condensa

ción, las puntas de flecha pequeña señalan una fibra de cromatina relaja

da, la punta de flecha grande señala un cromoc·entro. El nucléolo es pe

queño y con una área clara relativamente grande.
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Figura 53 : M� dJe hepatocito de embrión de pollo de 20 días. Aument o

aproximado 84.000. Núcleo en el que destacan algunos cromocentros (pun
tas de flecha) y un nucléolo pequeño con áreas claras' medianas.
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Figura 54

aproximado

(señalados

ME die hepatoci to de embrión de pollo de 20 días. Aumerrt o

64.000. Núcleo en el que se distinguen varios c romoc errt r-oe

por puntas de flecha) y un nucléolo con pequeñas áreas claras.
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Figura 55 : ME de hepatocito de embri6n de pollo de 20 días. Aumento

aproximado 92.000. Sección nucleolar con nucleolonemas y pequefias áreas

claras. Las flechas sefialan cromocentros asociados al nuc1401o.
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Figura 56 : ME de hepatocito de pollo de l mes después de la eclosión.

Aumento aproximado 19.000. Núcleo de cromatina bastante relajada con dos

nucléolos. Alrededor, citoplasma con mitocondrias, retículo endoplasmá

tico granular y depósitos de glucógeno.
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Figura 57 ME de hepatocito de pollo de 1 mes después de la eclosión.

Aumento aproximado 36.000. Núcleo con cromatina muy relajada en la que

pueden identificarse fibras, partículas densas y un nuc16olo esferoide

pequeño y bastante compacto con algunas
,

areas claras pequeñas.
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Figura 58 : ME de células del mesénquima hepático de embrión de pollo de

8 días. Aumento aproximado 39.000. Se observan dos células, en la supe

rior aparece un centriolo (eN) rodeado por vesículas del aparato de Gol

gi (GO) con las cuales paree'e: conectar mediante microtúbulos (flechitas).
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Figura 59 : ME d'e hepatocito de embrión de pollo de 6 días en mitosis.

Aumento aproximado 23.000. Metafase, la sección es par-aLeLacaI eje del

aparato mi t6tico. Se observan los cromosomas' en la placa ecuatorial, al

gunos microtúbulos (MT) de uno de los semihusos y algunas vesículas del

aparato de Golgi (GO) en los polos que marcan aproximadamente la situa

ción de los centriolos no visibles en la sección.



Figura 60 : ME de hepatocito de embri6n de pollo de

Aumento aproximado 32.000. Metafase, la sección es

torial. Pueden observarse partes de cromosomas.

15 días en mitosis.

ecuatorial o paraecua-
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Figura 61 ME de hepatocito de embri6n de

Aumento aproximado 36.000. Metafase, la secci6n es

ecuatorial. Pueden observarse partes de cromosomas,

ñala el centr6mero de un cromosoma y las cortas sus

pollo de 8 días en mitosis.

ecuatorial o para -

la flecha larga se-

dos cromátidas.
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Figura 62 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 8e.días en mitosis.

aumento aproximado 18.000. Telofase, la sección es aproximadamente pa

ralela al eje del aparato mitótico. Puede observarse un centriolo (eN)
en uno de los polos. Obsérvese también el distinto grado de condensación

de los cromosomas en los núcleos hijos. Las puntas de flecha gruesa S9"

ñalan la constricción citoplasmática de la citocinesis que se está ini

ciando y la línea que las une marca la posición probable del plano de

división celular.
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Figura 63 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 9 días en mitosis.

Aumento aproximado 17.000. Telofase tardía con citocinesis terminada,

la sección es aproximadamente paralela�al eje de rotación del aparato

mitÓtico. Las flechas señalan un puente citoplasmático entre las célu

las hijas. Obsérvese el distinto grado de condensación de los cromoso

mas entre los dos núcleos hijos. El núcleo más relajado ( N2 ) tiene la

envoltura ya reconstruida, mientras que el más' condensa�o ( NI ) presen

ta todavía zonas sin envoltura ( puntas de flecha ).
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b) Citoplasma.
La diferenciación del hepatocito durante el desarrollo embrionario

se manifiesta en importantes modificaciones en las proporciones relati

vas de los diversos orgánulos o compartimentos morfométricos celulares

y consecuentemente en el patr6n funcional de la célula.

Durante el desarrollo, el citoplasma del hepatocito crece mucho más

que el núcleo, en realidad el tamafio medio de éste disminuye algo, con

lo que decrece el valor de la relación de volúmenes Núcleo/Célula (Tabla
17 y Fig. 34). El crecimiento del citoplasma no se realiza de manera

uniforme para todos los componenteso En las Tablas 17 y 18 Y en las fi

guras 34 y 35 se muestran los resultados del estudio morfométrico reali

zado entre los días 6 y 20 del desarrollo, expresados en forma relativa,
es decir, en fracciones de volumen celular (Tabla 17 y Fig. 34) y en

forma absoluta: Volumen en micras3 del orgánulo o compartimento celu

lar (Tabla 18 y Fig. 35)
La fracción de volumen correspondiente al compartimento mitocondrial

presenta un máximo a los 15 días, lo cual es interesante ya que coinci

de con el máximo de las actividades palmitil-carnitina transferasa,

aeetil-CoA sintetasa y palmitil-CoA sintetasa en el hígado de embrión

de pollo ( Warshaw 1972 ), siendo las dos primeras enzimas mitocondria

les y la tercera con una fracción mitocondrial y otra citoplasmática.
Otro cambio destacado es el aumento de la fracción de volumen corres

pondiente a las inclusiones lipídicas entre los días 10 y 20.

La suma de los dos compartimentos cuantificados ( mitocondrial y

lipídico ) representa únicamente el 18 % del volumen del citoplasma en

el embrión de 10 días, el 22 % en el de 15 y el 24 % en el de 20. El

resto de citoplasma (82 %, 78 % y 76 % respectivamente) corresponde
al retículo endoplasmático liso y granular, aparato de Golgi y deriva

dos y al hialoplasma conteniendo polisomas libres, depósitos de gluc6ge

no etc. Aunque no hemos realizado un estudio morfométrico de cada UDO

de estos componentes, la simple observación de las imágenes de la mi

croscopía electrónica permite describir las principales características
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y modificaciones que les afectan.

Las figuras 64 a 83 corresponden a fotografías de la microscopía
electrónica de secciones de citoplasma de hepatocito embrionario de 8

días (64 y 65), 9 días (66), 10 días (67), 12 días (68 y 69), 15 días

(70 a 73 y 82),20 días (74 a 77) y de hepatocito de pollo de l mes des

pués de la eclosión (78, 79, �O y 83).
Es posible que las modificaciones en la fracción de volumen del com

partimento mitocondrial sean debidos principalmente a cambios en el nú

mero de mitocondrias por célula, ya que la simple inspección no revela

diferencias importantes en el tamaño y en la forma. Sin embargo, la im

portancia relativa de las modificaciones del número y del tamaño indivi

dual de los orgánulos únicamente pOdría determinarse mediante un análisis

morfométrico adecuado.

El aspecto y el tamaño de las inclusiones lipídicas es distinto se

gún la edad del embrión : Hasta el día 12 aproximadamente las inclusio

nes presentan una corteza muy electrodensa y asimétrica que encierra una

porción central más clara, que tiene la densidad común a las inclusiones

lipídicas generalmente observadas en las células (Fig. 64, 66, 67 y 68).
En algunos casos, la parte densa parece una partícula independiente uni

da a una partícula más clara. En el embrión de 15 días, las inclusiones

lipídicas son de mayor tamaño y constituidas por el componente electro

rilara rodeado de una corteza electrodensa más delgada y uniformemente

distribuida (Fig. 70 a 7B). Las inclusiones del embrión de 20 días (Fig.
74 a 76) son todavía de mayor tamaño y su corteza electrodensa más del

gada y uniformemente distribuida, tiene un espesor aproximadamente igual

al del conjunto de las dos membranas mitocondriales y el espacio que las

separa.

Todas las inclusiones se encuentran limitadas exteriormente por una

membrana con la estructura de membrana unitaria característica (Fig. 67).
En algunas fotografías (Fig. 72, 75 y 76) es posible observar imá

genes de inclusiones lipídicas unidas, indicando o una fusión de dos in

clusiones o bien su escisión.
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El aumento de tamaño de las inclusiones es probablemente más impor
tante que el aumento en el ndmero de las mismas como factor responsable
del incremento observado en la fracci6n de volumen celular correspondien

te a las inclusiones lipídicas.
Para la interpretación de las imágenes descritas debe tenerse en

cuenta que su composición varía a lo largo del desarrollo : Inicialmente

se componen principalmente de fosfolípidos y a partir del día 11 empie
zan a acumular colesterol ( Romanoff 1960 ). Podría suponerse que la

corteza electrodensa estuviera formada principalmente por fosfolípidos

que son muy osmiofílicos y la parte central más clara por colesterol y

triglicéridos, ya que el aumento de tamaño de las inclusiones se debe al

de la parte central clara y coincide con el período de acumulación de

colesterol, es decir a partir del día 11. Sin embargo, esta interpreta
ción presenta el problema de explicar por qué los diferentes l{pidos se

mantienen separados en lugar de mezclarse.

Otra interpretación posible consiste en suponer que dnicamente la

parte central contiene lípidos mientras que la corteza densa estaría

constituida por proteínas, de forma semejante a los lipocondrios del 0-

vocito de los anfibios ( Balinsky 1978 ). Cabría también la poa
í

b
í

Lí.d.ad

de que la parte densa proviniera de un lisosoma y que el conjunto sea

en realidad un lipo-lisosoma o lipo-fagosoma.

En los primeros días del desarrollo hepático los ribosomas se encuen

tran mayormente en forma de polisomas libres en el hd a l.op'laama y sola

mente se observan algunos pocos elementos del retículo endoplasmático
granular asociados a las mitocondrias (Fig. 64 a 69).

En las fotografías del día 15 (Fig. 70 a 73), la cantidad; de dster

nas del retículo endoplasmático granular es mayor y se observan en loe

espacios que quedan entre las mitocondrias además de las que están ado

sadas a las mismas. El desarrollo del retículo endoplasmático granular

si�ae progresando hasta el día 20 (Fig. 74 a 77).

El aparato de Golgi y sus derivados ! cuerpos densos y cuerpoe mul

tivesiculares es fácilmente observable en todas las edades, aunque ha
cía
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el final del desarrollo embrionario su tamafio es probablemente mayor ya

que sus elementos aparecen con más frecuencia en las secciones (Fig. 65,
68, 70, 71, 73 a 77 y 82). Es usual observar el complejo de Golgi en el

polo biliar de la célula, donde probablemente interviene en la secreci6n

al canalículo biliar (Fig. 71 y 82).
El desarrollo del retículo endoplasmático granular y del aparato de

Golgi es un aspecto fundamental de la diferenciación del hepatocito. El

hepatocito inmaduro de los primeros días de la organogénesis hepática es

una célula que se reproduce rápidamente y destina la mayor parte de las

proteínas que sintetiza a su propio crecimiento ya que la mayor parte de

sus ribosomas se encuentran constituyendo polisomas libres, en cambio,
la célula hepática madura se reproduce muy raramente y dedica una gran

parte de sus ribosomas a la síntesis de proteínas de secreción ( riboso
mas del retículo endoplasmático ).

El retículo endoplasmático liso forma agrupaciones de vesículas en

tre las cuales suelen obs:ervarse dep6sitos de glucógeno (Pig. 66, 69 y

73).
Houssaint y Le Douarin (1974) han demostrado la presencia de glucó

geno en forma de partículas alfa (rosetas) en los hepatocitos del embrión

de pollo de 6 días y antes - en el endodermo hepático presuntivo del

embrión de 20 somitas - en forma de partículas Beta, mediante técnicas

citoquímicas.
En nuestras condiciones de preparación del material para microscopía

electrónica es probable que una buena parte del glucógeno sea extraído

y así 10 sugieren las imágenes del hepatocito de pollo de 1 mes posteclo
sión ( Fig. 78, 79 y 80) donde pueden observarse algunas rosetas bien

contrastadas junto a huellas o sombras del mismo tamafio y de bajo contras

te. Es interesante observar que el glucógeno del hígado de rata es más

resistente a la extracción en las mismas condiciones (Fig. 81).
En el embrión de 12 días la actividad glucógenosintetasa alcanza un

máximo (Houssaint y Le Douarin 1974) y es precisamente en los embriones

de esta edad donde nosotros hemos observado mejor los dep6sitos del po

lisacárido (Fig. 6).
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Figura 64 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 8 días. Aumento

aproximado 80.000. Citoplasma: Ribosomas constituyendo polisomas libres

en la mayor parte del campo, inclusiones lipídicas con corteza densa y

centro claro ( en algunas solo se observa la parte densa) señaladas con

flechas, elementos del aparato de Golgi (GO).
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Figura 65 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 8 días. Aumento

aproximado 60.000. Citoplasma aparato de Golgi con cuerpos multivesi

culares (puntas de flecha).
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Figura 66 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 9 días. Aumento

aproximado 22.000. Citoplasma: mitocondrias rodeadas de cisternas de

retículo endoplasmático granular (M), inclusiones lipídicas (LP), re

gión de retículo endoplasmático liso (asteriscos) con espacios blancos

entre las vesículas que probablemente contenían glucógeno y que ha sido

completamente extraído.
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Figura 67 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 10 días. Aumento

aproximado 48.000. Polisomas libres ocupando la mayor parte de la sec

ción de citoplasma. Inclusiones lipídicas en las que es posible distin

guir claramente la membrana limitante (flechitas) tanto en la parte cla

ra (e) como en la electrodensa (D).
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Figura 68 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 12 días. Aumento

aproximado 17.000. Mitocondrias con algunas cisternas del retículo en

doplasmático granular adosadas (M), inclusiones lipídicas (LP), cister
nas del aparato de Golgi (GO) y polisomas libres en el hialoplasma (as
teriscos).
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Figura 69 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 12 días. Aumento

aproximado 14.000. Regiones de retículo endoplasmático liso con depósi
tos de glucógeno entre las vesículas (flechas). Mitocondrias (M), inclu
siones lipídicas (LP) y retículo endoplasmático granular (RG).



Figura 70 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 15 días. Aumento

aproximado 20.000. Mítocondrias (M), inclusiones lipídicas (LP), com

plejos de Golgi (GO), retículo endoplasmático granular (puntas de flecha)

y polísomas libres entre los orgánulos.
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Figura 71 : ME de hepatocito de embri6n de pollo de 15 días. Aumento

aproximado 19.000. Mitocondrias (M). Inclusiones lipídicas (LP) en las

que pueden observarse la corteza densa más delgada que en edades ante

riores. Complejo de Golgi junto a un canalículo biliar (G O). Los cana

lículos biliares (asteriscos) están limitados por los extremos apicales
de los hepatocitos que presentan microvellosidades. Los canalículos que

dan cerrados por complejos de unión (puntas de flecha) entre las células.

Se observan también cisternas del retículo endoplasmático granular y po

lisomas libres.
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Figura 72 : ME de hepatocito de embri6n de pollo de 15 días. Aumento

aproximado 200000. Mitocondrias (M)o Inclusiones lipídicas : la inclusión

señalada presenta una constricción que podría indicar una fusión o una

escisión. Partículas alfa de glucógeno dispersas (puntas de flecha).
Abundantes vesículas del retículo endoplasmático granular entre los de

más orgánulos.



Figura 73 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 15 días. Aumento

aproximado 13.000. Núcleo (N), mitocondrias (M), inclusiones lipídicas

(LP) y partículas alfa de glucógeno especialmente en las regiones de

retículo endoplasmático liso (asteriscos).
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Figura 74 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 20 días. Aumento

aproximado 17.000. Mitocondrias (M), inclusiones lipídicas (LP), comple

jos de Golgi (GO) con cuerpos multivesiculares (puntas de flecha) y ca

nalículos biliares (asteriscos).
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Figura 75 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 20 días. Aumento

aproximado 25.000. Mitocondrias (M), inclusiones lipídicas (LP), comple

jo de Golgi (GO) con cuerpos multivesiculares (puntas de flecha). Abun

dante retículo endoplasmático granular entre los demás orgánulos.
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Figura 76 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 20 días. Aumento

aproximado 44.000. Mitocondrias (M), inclusiones lipídicas (LP), comple

jo de Golgi (GO) con cuerpos multivesiculares (puntas de flecha), abun

dante retículo endoplasmático granular.
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Figura 77 : ME de hepatocito de embrión de pollo de 20 días. Aumento

aproximado 61.000. Complejo de Golgi (GO) con cuerpos multivesiculares

(puntas de flecha). Retículo endoplasmático granular (estrellas).
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Figura 78 : ME de hepatocito de pollo de l mes después de la eclosión.

Aumento aproximado 5.000. Núcleo (N). Canalículos biliares (asteriscos').
Entte las mitocondrias rodeadas por cisternas del retículo endoplasmá
tico granular se observan áreas con depósitos de gluc6geno en forma de

partículas alfa (puntas de flecha), aunque en algunas regiones han sido

casi totalmente extraídos (estrellas).
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Figura 79 : ME de hepatocito de pollo de 1 mes después de la eclosi6n.

Aumento aproximado 47.000. Mitocondrias rodeadas de retículo endoplas
mático granular (M). Part ículas alfa de glucógeno poco contrastadas; debi

do probablemente a la extracción del polisacárido durante la preparación
del material (puntas de flecha). Cuerpo denso (CD).
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Figura 80 : ME de hepatocito de pollo de l mes después de la eclosión.

Aumento aproximado 31.000. Mitocondrias rodeadas de retículo endoplas
mático granular (M). Partículas alfa de glucógeno poco contrastadas de

bido probablemente a la e�racción del polisacárido durante la prepara

ción del material (puntas de flecha). Inclusión lipídica (LP). Cuerpo

multivesicular (MV).
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Figura 81 : ME de hepatocito de rata adulta preparado en las mismas

condiciones que el hígado de pollo. Aumento aproximado 24.000. Núcleos

(N) de dos hepatocitos. Mitocondrias (M). Abundantes dep6sitos de glu

cógeno en forma de partículas alfa (círculos). Retículo endoplasmático
granular (puntas de flecha). Esta fotografía sirve de control compara

tivo para los dep6sitos de glucógeno ( véase texto ).
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Figura 82 : lVIÉ de hepatocito de embrión de pollo de 15 días. Aumento

aproximado 40.000. Canalícul0 biliar (asterisco) limitado por cuatro

hepatocitos unidos por complejos de unión (puntas de flecha). Obsérven

se las microvellosidades en el polo apical de los hepatocitos. Complejo

de Golgi (GO) y cuerpos multivesie:ulares (MV). Mitocondrias (M).
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Figura 83 : ME de hepatocito de pollo de 1 mes después de la eclosión.

Aumento aproximado 52.000. Canalículo biliar a lo ancho de la fotografía
(asteriscos) con abundantes microvellosidades en la luz. Mitocondrias

(M) y cisternas del ret ículo endoplasmát
í

co granular (RG).
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5.1. Generalidades.

En la introducción y en la revisión sobre reproducción celular que

preceden a la parte experimental de esta tesis, hemos sefialado los prin
cipales problemas que plantea el ciclo celular en sí mismo y en relación

a la diferenciación celular y al desarrollo. Los trabajos comentados pue

den dlar una idea de la complejidad de este campo de investigaci6n, de la

diversidad de aproximaciones experimentales posibles y de los principa
les esquemas conceptuales que han surgido para tratar de explicar el con

trol del ciclo celular y el de la proliferación y crecimiento en siste

mas pluricelulares.
La revisión realizada, si bien necesariamente poco detallada en mu

chos aspectos, persigue una cierta amplitud de visión, al tratar de pro

blemas y especialmente de aproximaciones muy distantes'. La ignorancia

recíproca entre grupos de investigadores que trabajan en los mismos pro

blemas pero utilizando sistemas o metodologías alejados es bastante fre

cuente. A título de ejemplo, cabe destacar que en la revisión de traba

jos sobre modelos estocásticos del ciclo celular no hemos encontrado re

ferencias cruzadas entre el grupo de los simuladores por ordenador de

curvas de frecuencia de mitosis marcadas (Harret 1966, Brockwell, Trueco

y Fry 1972, Takahashi 1968 etc.) y el grupo del modelo de probabilidad
de transición (Burns y Tannock 1970, Smith y Martin 1973 etc.).

La existencia de estas barreras a la información deriva de la difi

cultad de comprender metodologías o aproximaciones muy diferentes de las

propias y también de la complejidad de los sistemas biológicos que hace

incómodo estudiar trabajos sobre un sistema distinto del nuestro y que

conocemos escasamente.

Obviamente, la superación de esta clase de barreras: es imprescindi

ble para la identificación y comprensión de los mecanismos básicos de la

reproducción celular, probablemente comunes a diferentes sistemas en sus

aspectos fundamentales. Con este criterio de amplitud in mente hemos rea

lizado la revisi6n bibliográfica y la discusión de nuestros resultados

experimentales.
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Hemos estudiado la reproducción y la diferenciación estructural he

patocelulares en el embrión de pollo aplicando distintos métodos

1- Determinación de la cantidad de DNA en el hígado de embriones de di

ferentes edades y también en el corazón y en el encéfalo, construcción

de las correspondientes curvas de crecimiento y estudio de los crecimien

tos relativos.

11- Medida de la constante de pr-oLl fe r-aed ón en el parénquima hepático
de embriones de 10 y 14 días por el método del bloqueo mitótico y cál

culo de la duración de la mitosis,(MT).

111- Medida del índice mitótico en el parénquima hepático de embriones

de 5 a 20 días y cálculo de las respectivas constantes de proliferación
y duraciones medias del ciclo celular utilizando el valor de MT obtenido

en 11.

IV- Medida del incremento porcentual por hora de la incorporación de la

incorporación de timidina tritiada en el hígado de embriones de 10 y de

14 días.

V- Medida de la coincidencia mitótica en el parénquima hepático de em

briones de 10 y 14 días.y comparación con el valor de la misma calculado

a partir del modelo de probabilidad de transición.

VI- Medida de la fracción de volumen hepático correspondiente al parén

quima en embriones de diferentes edades a partir de la relaci6n de áreas

de sección (microscopía óptica) y correlación de este parámetro con la

duración media del ciclo celular de los hepatocitos obtenida en 111.

VII- Cálculo del volumen nuclear medio de los hepatocitos de embriones

de distintas edades a partir de la medida de las áreas de sección nuclear

y cálculo del volumen celular correspondiente a partir de la relación

de volúmenes núcleo/célula determinada por la relación de las áreas de

sección (microscopía electrónica).

VIII- Medida de la fracción de volumen hepatocelular corTeapondiente a
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núcleo, nucléolo, mitocondrias e inclusiones lipídicas a partir de las

respectivas relaciones de área de sección (microscopía electrónica).

IX- Estudio cualitativo de las diferentes estructuras celulares en el

hepatocito de embrión de pollo de diferentes edades (microscopía elec

trónica).

Los resultados de las partes I, 11, 111 y IV pueden ser comparados

ya que de una u otra forma miden la actividad proliferativa en el híga
do embrionario. Estos resultados y los de la parte VI son discutidos en

relación a los modelos de crecimiento a nivel supracelular.
El método de la coincidencia mitótica (V) permite ensayar �a aplica

bilidad del modelo de probabilidad de transición a nuestro material.

los resultados obtenidos en esta parte junto con el estudio del creci

miento del hepatocito (parte VII) se discuten en relación a los modelos

determinísticos y probabilísticos del ciclo celular.

Finalmente, el estudio ultraestructural cuantitativo y cualitativo

del hepatocito durante el desarrollo (partes VIII y IX) permite sugerir

relaciones entre la actividad proliferativa y determinadas funciones

celulares cuyo substrato morfológico se modifica durante la diferencia

ci6n.

En consecuencia, dividimos la discusi6n en tres apartados

-Proliferación celular y modelos 4e crecimiento.

- Sincronía de células hermanas, crecimiento celular y

modelos del ciclo celular.

- Ultraestructura celular y actividad proliferativa.
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5.2. Proliferación celular y modelos de crecimiento.

La medición de la cantidad de DNA/órgano en hígado, corazón y encé

falo de embriones de pollo entre los días 8 y 18 del desarrollo ha per

mitido construir curvas de crecimiento que, dada la naturaleza del pa

rámetro, indican el aumento del número de células en cada órgano.
La representación semilogarítmica de las curvas de crecimiento es

casi lineal para el encéfalo y ligeramente curvada en el caso del co

razón y del hígado, indicando una variación nula o muy pequeña de la ve

locidad específica de crecimiento en el primer caso y una disminución

moderada en los otros dos. En efecto, dividiendo el período de estudio

en dos partes : l� del día 9 al 14 y 2� del día 14 al 18, la disminuci6n

de la velocidad específica de la primera a la segunda parte es para el

hígado de aproximadamente un 37 %, para el corazón un 25 % y para el

encéfalo solamente un 5 %.
La velocidad específica de crecimiento media durante todo el perío

do es de O,0126/h para el hígado, de O,0127/h para el corazón y de

O,0064/h para el encéfalo, que corresponden a períodos de duplicación
de la población celular (DT) de 55,01 h, 54,58 h y 108,30 h respectiva

mente. Admitiendo que se trata de poblaciones expansivas (Leblond 1972),
aunque en el caso del hígado existe un pequeño componente de recambio

debido a la producción de células de la sangre en los capilares sinusoi

des, estos períodos de duplicación pueden suponerse equivalentes a la

duraci6n media del ciclo celular (GT) en cada órgano. El valor de DT o

GT correspondiente al hígado puede compararse con el obtenido por los

métodos citocinéticos aplicados al parénquima hepático.
El estudio del crecimiento relativo ( Huxley 1924 y 1932 y Needham

y Lerner 1940) de los tres órganos comparados entre sí mediante curvas

bilogarítmicas para el contenido de DNA : hígado-corazón, hígado-encéfa
lo y corazón-encéfalo. La primera relación es prácticamente lineal du

rante todo el período de estudio, lo cual significa que la constante

alométrica del hígado con respecto al corazón no se modifica o lo hace
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muy poco. En cambio, en las otras dos relaciones no es posible ajustar
los puntos con una sola recta sino que es necesario utilizar dos : una

entre los días 9 y 14 Y otra entre los días 14 y 18, es decir, existe

una discontinuidad que indica una modificación de las constantes alomé

tricas del hígado y del coraz6n con respecto al encéfalo.

Calculando las constantes alométricas como la relación entre las ve

locidades espeeíficas de crecimiento de los pares de órganos considera

dos, en el caso del par hígado-corazón se halla un valor medio para to

do el período de 0,9873, es decir, ambos 6rganos crecen a un ritmo pa

recido. Realizando el cálculo por separado para los intervalos día 9 a

14 y día 14 a 18, la constante alométrica disminuye �nicamente un 12 %
aproximadamente.

La constante alométrica media durante todo el período para el par

hígado-encéfalo es de 1,9643 y para el par corazón-encéfalo de 1,9896,
sin embargo, al calcular por separado los dos intervalos se obtienen va

lores claramente diferentes, existiendo en el primer caso una disminu

ción entre el primer y segundo intervalos del 33 % y en el segundo caso

del 21 %. Esta variación tiene lugar de forma relativamente brusca alre

dedor del día 14 del desarrollo, ya que los puntos correspondientes a

cada uno de los intervalos ( antes y después del día 14) se ajustan bien

a sendas rectas, existiendo entre una y otra diferencia de pendiente.

Estos resultados pueden discutirse en relación al modelo .de creci

miento de Tanner (1963), según el cual el crecimiento del organismo vie

ne controlado por un contador localizado en el sistema nervioso central

(SNC) que manda sefiales estimulantes a los 6rganos y, a su vez, recibe

sefiales inhibitorias de uno o más órganos en cantidad proporcional al

tamafio de los mismos. Las sefiales inhibitorias ocupan receptores del eon

tador y la sefial estimulante es función de la diferencia entre el número

total de receptores y el número de receptores ocupados. El crecimiento

del SNC va por delante del de los demás órganos y, según el modelo, el

número de receptores del c·ontador aumentaría con la edad hasta estabili-

zarse,
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marcando a cada edad el tamaño adecuado del organismo.

Parece lógico que si el SNC marca la pauta de crecimiento de los de

más órganos, la disminución de la velocidad específica de crecimiento de

cada órgano que tiene lugar durante el desarrollo debería ser equipropor
cional con respecto a la disminución de la del SNC. Por tanto, la modi

ficación de la constante alométrica del hígado y del coraz6n con respec

to al encéfalo observada alrededor del día 14 del desarrollo significa,
a nuestro modo de ver, que la regulación del crecimiento de estos 6rganos
no puede ser completamente explicada por un mecanismo tan sencillo como

el propuesto por Tanner.

Es indudable que el SNC tiene un papel importante en el control del

crecimiento de los animales vertebrados a través del sistema: Hipófisis
( hormona de crecimiento ) - Hígado ( somatomedinas ) ( Clemmons y Van

Wyk 1981, Binoux, Lassarre y Hardouin 1982, Rothstein et al. 1980 y

Schoenle et al. 1982 ), demostrada asimismo en el caso del embrión de po

llo, aunque de forma indirecta mediante experimentos de hipofisectomía

por decapitaci6n parcial ( Betz 1970, Thommes, Hajek y McWhinnie 1973

y Yeh, Kwo-Yih y Moog Florence 1975 a). Además, el mantenimiento de re

laciones alométricas constantes durante largos períodos de tiempo para

diversos pares de órganos u órgano-organismo en los animales después
del nacimiento ( Huxley1924 y 1932, Needham y Lerner 1940 y Brody 1945)
indican la existencia de un factor integrador del crecimiento de los di

versos órganos como el supuesto en el modelo de Tanner.

Sin embargo, el modelo de Tanner, aunque resulta válido en sus líneas

generales , nos parece incompleto al ignorar los mecanismos de control

específicos del crecimiento de cada órgano o tipo celular, las relacio

nes directas entre órganos y los procesos de diferenciaci6n.

Los mecanismos de autorregulación del crecimiento específicos de ór-

gano, puestos de manifiesto por la especificidad de las reacciones re

generativas, y también las interacciones entre órganos mediante hormonas

y factores de crecimiento deben tenerse en cuenta en cualquier modelo que

intente explicar la regulación del crecimiento de organismos pluricelula-
res.
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La aplicación del método del bloqueo mitótico al embrión de pollo ha

permitido medir la constante de proliferación (PK) en el parénquima he

pático a los 10 �ías:y,a 10s'14 días del desarrollo. En un estudio pre

vio sobre la dosificación de los bloqueantes mitóticos, hemos encontrado

que la colchicina resulta excesivamente tóxica en nuestro material. La

vinblastina se ha utilizado a la dosis de 10 microgramos por huevo, que

consigue un bloqueo completo de las metafases sin efectos tóxicos mani

fiestos en el embrión de 14 días y con ligeras manifestaciones de toxi

cidad en el de 10 días.

A partir de la constante de proliferación (PK) puede calcularse la

duración media del ciclo celular de la población (GT). Algunos autores,

por ejemplo Brugal (1971), miden la duración del ciclo celular por la

distancia entre dos puntos homólogos de las porciones ascendentes de la

primera y segunda ondas de la curva de frecuencia de mitosis marcadas

(FLM) , lo cual es en realidad una medida del GT de la fracción más rápi
da de la población y no el valor medio de todos los ciclos celulares

( Smith y Martin 1973 ). Después comparan el índice mitótico de la pobla

ción (MI) con el que puede calcularse a partir de la relación entre la

duración de la mitosis y la del ciclo (1I1T!GT) y de la discrepancia entre

el valor observado y el calculado obtienen la fracción de crecimiento o

indice de proliferaci6n (PI) de la población, esto es, la proporción de

células que se reproducen y cuyo ciclo es igual al GT medido, mientras

que l-PI es la proporción de células supuestamente fuera del ciclo de

reproducción. Esta interpretación no parece adecuada si se tiene en cuen

ta la gran variabilidad de GT intrapoblación que hace necesaria la subs

titución del simple valor de GT por una determinada distribución de pro

bahilidad de GT en las simulaciones de curvas FLM ( Barret 1966, Brock

we11, Trueco y Fry 1972 ). Por tanto, a menos de que existan evidencias

a partir de la morfología celular o de la distribución de las mitosis en

el tejido que permitan identificar células claramente no proliferantes,

resulta más apropiado admitir que todas las células son proliferantes
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( PI = 1 ) y que existe una distribución de probabilidad de GT más o

menos amplia.
El valor de GT que se obtiene a partir de la constante de prolifera

ción (PK) medida por el método del bloqueo y acumulación mitóticos co

rresponde a un valor global o promedio de la población. No existiendo

evidencias de células no proliferantes en el parénquima hepático del em

brión de pollo, suponemos que el valor de GT calculado a partir de PK en

cada edad es realmente el valor medio de los ciclos de toda la población.
En el embrión de 10 días la PK determinada por el método del bloqueo

mitótico ha sido de 0,0127/h que corresponde a un GT medio de 54,72 h.

A partir del índice mitótico basal (MI) y de GT se obtiene una duraación

de la mitosis (MT) igual a 52 minutos.

En el embrión de 14 días, la PK medida es 0,0125/h, GT igual a 55,45
horas y MT igual a 50 minutos.

La diferencia entre los dos valores de MT obtenidos no es significa

tiva, lo cual concuerda con la invariancia de MT demostrada para diversos

tipos celulares en diferentes condiciones en las que se modifica GT. Ya

que los embriones de 14 días tratados con vinblastina parecían totalmen

te libres de efectos tóxicos, mientras que en algunos embriones de 10

días sí se observaban signos de toxicidad, creemos que el valor de MT

igual a 50 minutos determinado en los embriones de 14 días es más fiable.

La constante de proliferación del parénquima hepático en el embrión

de 14 días (0,0125/h) resulta muy parecida a la constante de creci

miento (DNA/hígado) media del intervalo comprendido entre los días 9

y 18: 0,0126/h y, por consiguiente, lo mismo ocurre entre la duración

media del ciclo celular (GT) del hepatocito de 14 días ( 55,45 h Y el

período de duplicación (DT) promedio del mismo intervalo ( 55,01 h ).
La coincidencia en los valores de dichos parámetros se explica por

que el hígado embrionario, aunque tenga un pequeño componente de recam

bio debido a la producción y exportación de células de la sangre, es una

población esencialmente expansiva y es razonable suponer que el DT del

crecimiento del órgano sea aproximadamente igual al GT medio del parén-
quima
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que es el componente mayoritario. Además, el embrión de 14 días está si

tuado aproximadamente en el centro del intervalo de la curva de creci

miento ( del día 9 al 18 ) y es lógico que la duración del ciclo celu

lar en el embrión de esta edad coincida con el GT o DT promedio del in

tervalo ya que la variación de GT durante el mismo, aunque no es propia
mente lineal, es tan pequeña que la variación de pendiente de GT (t) es

casi inapreciable.

A partir de los índices mitóticos basales del parénquima hepático en

embriones de 5 a 20 días y tomando la duración de la mitosis (MT) como

50 minutos, según resulta de la determinación en el embrión de 14 días

y supuesta invariante ( de hecho lo es con seguridad entre el día 10 y

el 14 ), se han calculado las constantes de proliferación y las corres

pondientes duraciones medias del ciclo celular para las distintas edades.

El valor de PK pasa de 0,0425/h correspondiente a un GT medio de 16,3 h

en el embrión de 5 días a un valor de 0,0096/h que corresponde a un GT

medio de 72,2 h en el embrión de 20 días.

La variación de GT durante el perído estudiado no es lineal y tiene

dos fases claramente diferenciables : Del día 5 al 8 la variación es muy

rápida, mientras que entre los día 10 y 20 la variación es bastante len

ta. Ello concuerda con el crecimiento en peso del órgano según Schmal -

hausen (1926) y también con nuestra curva de crecimiento DNA/órgano en

tre los días 9 y 18. Además, entre ambas fases hay indudablemente una

discontinuidad La representación semilogarítmica de la relación de

GT ( edad del embrión) es lineal y de escasa pendiente entre los días

10 y 20, indicando una variación exponencial de GT de baja constante.

En cambio, durante el primer interva:lo ( días 5 a 8 la representación

semilogarítmica no queda rectificada, por tanto, la variación de GT du

rante este período no es lineal ni exponencial simple, sino que sigue

una función más compleja. En consecuencia, la ecuación de crecimiento de

Gompertz ( véase Defares, Sneddon y Wise 1973 y Steel 1977 ), que compor

ta un alargamiento exponencial de GT, podría describir nuestro sistema

a partir del día 9 ó 10 pero no antes.
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Goedbloed (1972, 1974, 1975, 1976 y 19771 a partir de sus estudios

morfométricos sobre el crecimiento global y de los diferentes órganos
en rata y ratón durante los períodos fetal y postnatal, propone un mode

lo de crecimiento según el cual las constantes específicas de crecimien

to de los diversos órganos se mantienen invariantes durante intervalos

de varios días dando lugar a períodos de crecimiento puramente exponen

cial y saltando bruscamente a valores inferiores de forma simultánea.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio sobre la proliferaci6n
celular en el parénquima hepático del embrión de pollo no concuerdan con

el modelo de Goedbloed, a menos que los períodos de invariancia de la

constante de proliferaci6n fueran inferiores a un día - entre los días

5 y 8 - 6 a tres días - entre los días 10 y 20 -. Sin embargo, dadas las

limitaciones de precisión en la determinación de las constantes de proli
feraci6n a causa de la variabilidad del material, de los errores de me

dida y, principalmente, de que la duración del ciclo celular es de apro

ximadamente un día len los hepatocitos del embrión de 6 días, de algo más

de 2 días en los del embrión de 10 días y de unos tres días en los del

embrión de 20, carece de sentido intentar averiguar si existen períodos
de invariancia de la constante de proliferación inferiores a 1 día - en

tre los días 5 a 8 - ó inferiores a 3 días a partir del día 10.

Un aspecto del modelo de Goedbloed que sí creemos aplicable a nues

tro material es el de la existencia de discontinuidades en el proceso de

crecimiento. Diversos autores ( véase Balinsky 1978 y Steel 1977) han

intentado hallar funciones matemáticas que pudieran describir curvas de

crecimiento enteras. Aunque este objetivo ha sido alcanzado de forma a

proximada por varias expresiones, la descripción exacta de los procesos

de crecimiento no puede hacerse de forma tan sencilla ya que los proce

sos de diferenciación representan cambios cuánticos en las propiedades

celulares que, en sí mismas y a traves de nuevas interacciones celulares,

convierten el desarrollo en un proceso claramente discontínuo.

El modelo de Weiss y Kavanau (1957) y Kavanau (1960) para la autorre

gulaci6n del crecimiento, por medio de inhibidores específicos producidos
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por las propias células sobre las cuales actúan, supone que los inhibi

dores se diluyen en los espacios extracelulares y que la cantidad de

inhibidor es función del número de células productoras. La proliferaci6n
celular dependería negativamente de la concentración de inhibidor. El

modelo hace la predicción de que el volumen de dilución del inhibidor

disminuye relativamente a lo largo del desarrollo, determinando junto
con el aumento del número de células el aumento progresivo de la concen

tración del inhibidor.

El hígado de embrión de pollo posee al principio amplios espacios
extracelulares - vasculares - entre el parénquima, durante el desarro

llo estos espacios se van reduciendo. Tomando en consideración el modelo

de 11eiss y Kavanau, nos pareció interesante medir el proceso de densifi

cación del órgano y estudiar su relación con la actividad proliferativa.

Aunque el volumen de dilución del inhibidor no se limitaría al espacio

extracelular del órgano, es razonable admitir que el espacio extracelu

lar relativo del órgano condicione directamente la concentración in situ

de factores producidos por sus propias células. utilizando un sencillo

procedimiento morfométrico hemos medido la fracción de volumen hepático

correspondiente al parénquima (FP) - el resto está ocupado por los espa

cios vasculares - en embriones de diferentes edades entre el día 5 y el

20 del desarrollo. En el embrión de 5 días el parénquima ocupa aproxi

madamente un 68 % del volumen del hígado, mientras que en el de 20 días

ocupa alrededor del 96 %.
La duraci6n media del ciclo celular (GT) en el parénquima hepático

del embrión de pollo se halla correlacionada positivamente con la frac

ción del 6rgano ocupada por el parénquima o, lo que es lo mismo, la

constante de proliferaci6n con la fracción de volumen correspondiente

al espacio extracelular. Los puntos GT,FP correspondientes a diferentes

edades embrionarias se agrupan alrededor de una recta con un coeficien

te de correlación de 0,96, en concordancia con lo que puede esperarse

según el citado modelo.

Weiss y Kavanau (1957) consiguieron describir aceptablemente el
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crecimiento global del embrión de pollo a partir de su modelo, el cual

resul�tambi�n adecuado en el caso del crecimiento regenerativo del hí

gado de rata después de una hepatectomía parcial ( Kavanau 1960 ). Aun

que las evidencias experimentales sobre los factores de regulación del

crecimiento y concretamente de la regeneración hepática apuntan a un con

trol polifactorial que comprende factores estimulantes e inhibidores

( Leffert et al. 1979 ), el esquema básico del model de Weiss y Kavanau

sigue teniendo validez.

La originalidad del modélo se basa en el diseño de un sistema de re

troalimentaci6n negativa que controla específicamente el crecimiento de

cada órgano. El hecho de que la señal responsable del control sea un úni

co factor inhibidor específico para cada órgano como propone el modelo

o más bien una combinación específica de factores estimulantes e inhibi

dores no altera las posibilidades explicativas del modelo.

En efecto, si se acepta la hipótesis de que la reproducción hepato

celular requiere una serie de nutrientes, hormonas y factores de creci

miento tal como sugieren los estudios de Leffert et al. (1979), la se

ñal inhibitoria, necesariamente proporcional al número de hepatocitos,

que constituye el elemento de retroalimentación negativa del modelo es

taría constituída por el sistema de internalización y degradación de los

factores estimulantes que poseen las propias células. El consumo de fac

tores hepatotróficos, proporcional al número de células, c:ondicionaría

el nivel de estos factores en la sangre hepática y por consiguiente la

actividad proliferativa de los hepatocitos.

Caben también en este esquema factores inhibidores difusibles como

los supuestos en el modelo y que han sido identificados por varios auto

res ( Leffert et al. 1979, Nadal 1979 y Verly 1976 ). Ya que tanto los

factores inhibidores como la mayor parte de los estimulantes ( insulina,

glucagón y EGF ) son polipéptidos que se unen a receptores específicos
de la membrana, podría suponerse que los factores inhibidores actúen blo

queando competitivamente los receptores de los factores estimulantes.

Sea cual sea el mecanismo preciso de regulación de la proliferación
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hepatocelular, la disminución del volumen exracelular relativo del híga
do, que hemos hallado estrechamente correlacionada con la disminución de

la actividad proliferativa, encaja bien en el esquema general propuesto
ya que determinaría un aumento de concentración en la sangre hepática de

los factores inhibidores producidos in situ y una disminuci6n relativa

del aporte de factores hepatotróficos de origen extrahepático.
Una caracterizaci6n más precisa del ciclo de reproducción celular

en el parénquima hepático hubiera sido posible si la técnica de la fre

cuencia de mitosis marcadas (FLM) pudiera aplicarse al embrión de pollo
in situ. Esto no parece factible tratándose de un sistema"cerrado"y al

requerir la técnica de la FLM que las células queden expuestas durante

un tiempo muy corto altrazador radiactivo ( puLaac
í ón ).

Hemos realizado, sin embargo, experimentos de incorporación contínua

de timidina tritiada durante una hora al DNA hepático en embriones de 10

y 14 días y comparamos el incremento porcentual de actividad específica.
Como cabía esperar dicho parámetro es mayor en el embrión de 10 días

( 37,93 %) que en el de 14 días ( 27,34 % ), siendo la relación entre

ambos incrementos de 1,3507. Esta relaci6n puede compararse con la que

existe entre las respectivas constantes de proliferación ( 0,0132/h para

el embrión de 10 días y 0,0126/h para el de 14 días) que es igual a

1,0476. Ya que los resultados de la incorporación de timidina tritiada

están expresados en forma relativa a la cantidad de DNA y corregidos pa

ra la concentración del precursor en la fracción soluble, la diferencia

entre ambas relaciones solo puede atribuirse a una utilizaci6n más efi

ciente del precursor por parte del embrión de 10 días, lo cual sugiere

una actividad timidinkinasa mayor o bien un contenido menor de timidila

to ( por mayor consumo) que determinaría una menor dilución isotópica.
Este tipo de modificaciones han sido descritas en cultivos de células

de mamífero tratadas con dibutiril-cAMP por diversos autores ( Prescott

1976 ).



331

5.3. Sincronía de células hermanas, crecimiento celular y modelos del

ciclo celular.

Hemos estudiado la sincronía de células hermanas en el parénquima
hepático de embriones de 10 y 14 días y medido el tamaño o volumen ce

lular medio de los hepatocitos entre los 6 y 20 días del desarrollo.

Ambos estudios son relevantes con respecto a la organización del ciclo

celular y serán discutidos conjuntamente y en relación a los principales
modelos del mismo.

Existen básicamente dos concepciones fundamentales sobre la estruc

tura del ciclo celular, una determinística y otra estocástica.

La concepción determinística, en su forma más generalmente aceptada,

supone que la progresión a través de puntos críticos del ciclo celular,

como la iniciación de la duplicaci6n cromosómica o de la división celu

lar, se realiza como consecuencia de algo que ocurre invariablemente

cuando la célula en su crecimiento alcanza un determinado tamaño. Este

modelo ha encontrado un sólido apoyo experimental en las levaduras y

otros microorganismos ( Hartwell y Unger 1977 y Yanishevsky y Stein 1981),
mientras que laaplicabilidad a las células de mamífero es más discutida

ya que los estudios sobre tamaño celular y duraci6n del ciclo en dichas

células han dado resultados contradictorios ( Yanishevsky y Stein 1981).
La concepción estocástica, en su forma más general, admite que el

ciclo celular no es un proceso contínuo sino que la célula a lo largo del

mismo debe realizar un número determinado de saltos o transiciones entre

compartimentos, sin que exista un tiempo de residencia fijo para cada

compartimento; sino simplemente una cierta probabilidad de abandonarlo

para pasar al siguiente ( Takahashi 1966 y 1968 ). Esta clase de modelos

se originaron para dar cuenta de la gran variabilidad observada en la

duración del ciclo y especialmente del intervalo Gl en células de rnamí

feroo

Un caso especial dentro de esta concepción del ciclo es el modelo

de probabilidad de transición ( Burns y Tannock 1970, Smith y Martin

1973 y 1974) que divide el ciclo celular en dos partes : la fase B que
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comprende los intervalos S, G2, M Y parte de Gl y en la que la célula

progresa de manera uniforme y un estado A en el que la célula cae algo

después de la división celular y en el que reside por un tiempo indeter

minado hasta realizar la transici6n a la fase B. La transición del esta

do A a la fase B se realizaría según una cinética de primer orden, es

decir, con una probabilidad constante. Una versión más reciente de este

modelo ( Brooks, Beunett y Smith 1980 ) ha sido propuesta para explicar
la respuesta de los cultivos celulares quiescentes a la estimulación

por el suero o factores de crecimiento y admite la existencia de dos tran

siciones de probabilidad y una fase determinística.

Un aspecto fundamental y común a las dos versiones del modelo de

probabilidad de transición es que la variabilidad de duración del ciclo

entre células hermanas depende únicamente de una transición que se rea

liza con probabilidad constante y, por tanto, se distribuye exponencial

mente ( curvas Beta exponenciales ).
El método de la coincidencia mitótica, ideado y aplicado por noso

tros al parénquima hepático del embrión de pollo, permite medir el gra

do de sincronía de las células hermanas, es decir, estudiar su variabi

lidad en la progresión por el ciclo celular. Para este fin y hasta donde

llega nuestro conocimiento, el método de la coincidencia mitótica es el

único aplicable de forma general a tejidos sólidos. Solamente en casos

muy especiales, como en la blástula de anfibio ( Signoret 1977 ) es po

sible seguir in situ los ciclos de las diferentes células de la misma

forma que se hace en los cultivos celulares en monocapa y medir la du

ración de los mismos.

Definimos coincidencia mitótica ( Mco ) como la probabilidad de que

una célula adyacente a una célula mitótica dada se encuentre también en

mitosis. Este parámetro puede medirse por la proporción de mitosis aso

ciadas en pares en la sección histológica y puede calcularse a partir

de la expresión
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Donde Nv el
,

medio de células vecinas adyacentes cualquieres numero o a

célula en la sección histológica, s es la probabilidad de que una célu-

la sea la hermana de una célula adyacente calculada como 1 dividido

por el número de células adyacentes a una célula en el tejido tridimen

sional), MI es el índice mitótico y SPco (MT) es la fracci6n de pa

res de hermanas que coinciden en la mitosis en el momento de la observa

ción. Si la observación se realiza después de un tiempo de bloqueo mitó

tico (MBT), MI se convierte en MI (MBT) y SPco (MT) en SPco (MBT).
El factor SPco (MT) puede calcularse como la integral definida en

tre O y MT del producto de dos funciones de probabilidad :

1M,.S Pc o (MT) � ��o (t)
o

Donde SPco (t) es la probabilidad de, coincidencia en función del des

fase y SPD (t) es la distribución de probabilidad de desfases entre

células hermanas que debe ser supuesta de acuerdo con un determinado mo

delo del ciclo celular.

La expresi6n de SPco (MT) que se obtiene a partir del modelo de pro

babilidad de transici6n ( Smith y Martin 1973 ), esto es, admitiendo una

distribución exponencial de desfases entre hermanas es :

5 P (MT)
�o

1\-
¡\ e.-�. MT

,w. MT

Donde k es la constante de velocidad de la transici6n que puede determi

narse a partir de la constante de proliferación (PK) y de la duración de

la fase determinística del ciclo ( TB ) de acuerdo con Smith y Matin

(1973). MT se convierte en MBT en condiciones de bloqueo mitótico.

La expresión

(t) 1\-

donde t puede ser MT o MBT de Domingo et al. (1978) debe ser consi
derada
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únicamente como una primera aproximación ya que no tiene en cuenta la

gradación en la probabilidad de coincideneia en función del desfase,
considerándola siempre igual a la unidad para desfases inferiores a MT

o MBT y cero para desfases superiores. Sin embargo, con nuestros datos,
el utilizar una u otra expresión no modifica demasiado el valor de la

coincidencia mitótica calculado.

Hemos medido Meo en el parénquima hepático de embrión de pollo de

10 y de 14 días después de un bloqueo mitótico de 4,5 y 6 horas respecti
vamente. El valor obtenido puede compararse con el calculado a partir del

modelo de probabilidad de transición, previa determinación de Nv, s,

MI (MBT) , PK Y TBl• N o disponiendo de una curva de frecuencia de mi t 0-

sis marcadas (FLM) de nuestro material, hemos tomado TB igual al valor

de GT en el embrión de 5 días. La duración media del ciclo en el hepato
cito del embrión de esta edad es de 16,3 horas, que es del orden de los

valores de TB medidos por Smith y Martin (1973) en cultivos de células

de mamífero.

En el embrión de 14 días la correspondencia entre el valor de Meo

medido y el calculado es muy buena, habiendo obtenido para ambos la mis

ma proporción de coincidencia - 24 % - tras 6 horas de bloqueo. En el

embrión de 10 días los valores de Mco calculado y medido no son exacta

mente iguales - 16 % y 18 % respectivamente - pero la diferencia entre

ambos es insignificante en relación al error de medida, en el embri6n

de 10 días el tiempo de bloqueo mitótico fué de 4·,5' h.

Aunque como es lógico, la determinación de un sólo punto en la cur

va Beta no permite conocer su forma y, por tanto, no puede pretenderse

que nuestros resultados prueben completamente la validez del modelo de

probabilidad de transición, es indudable que la rápida pérdida de sin

cronía de los pares de células hermanas observada en los hepatocitos de

embri6n de pollo a través de la coincidencia mitótica queda explicada

cualitativa y cuantitativamente por dicho modelo.

Ya que entre células hermanas no puede suponerse que existan dife

rencias microambientales importantes, la pérdida de sincronía entre
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hermanas puede ser debida únicamente a una diferencia de tamaño o compo

sición celular como consecuencia de una división imprecisa del citoplas
ma de la célula madre o bien a una interrupción del ciclo como el supues

to por el modelo de probabilidad de transición.

A partir de la medida de las áreas de sección nuclear en las prepa

raciones para microscopía electrónica de nuestro material hemos determi

nado el volumen nuclear medio de los hepatocitos en varias edades del em

brión. Utilizando la relación de volúmenes núcleo/célula medida asimis

mo en las secciones, ha sido posible calcular el volumen celular medio

en diferentes edades una vez conocido el volumen nuclear correspondiente.
El volumen del hepatocito de embrión de pollo no es constante sino

que va aumentando durante el desarrollo. A los 6 días, el volumen celu

lar es de aproximadamente 327 micras3 y a los 20 días alcanza unas 820

micras3. Este aumento de tamaño depende en cierta medida de la acumula

ción de inclusiones lipídicas de origen vitelino ( ver más adelante ),
sin embargo, en su mayor parte es debido al crecimiento de los diversos

elementos estructurales sintetizados y ensamblados en la propia célula.

Resulta interesante considerar que entre los días 6 y 20 del desa

rrollo el volumen medio del hepatocito se multiplica por 2,5 y la dura

ción media del ciclo celular también aumenta - pasa de 24 h a 72 h -

es decir, se multiplica por 3.

Diversos autores ( véase Mitchison 1974 ) consideran que el ciclo

celular se compone de dos secuencias paralelas : El ciclo de crecimien

to y el ciclo del DNA-división o ciclo cromosómico. La existencia de me

canismos de acoplamiento entre ambos ciclos mantendría el tamaño celular

dentro de unos límites determinados. Este supuesto es el punto de parti

da de los modelos determinísticos de control por el tamaño del ciclo ce

lular ( Fantes y Nurse 1981, Yanishevsky y Stein 1981 )
En cada ciclo, la célula pasa por un tamaño crítico que,de alguna

forma, determina el desencadenamiento de un paso decisivo en el ciclo

cromosómico. Un caso bien conocido, por ejemplo, es el de la levadura

Saccharomyces cerevisae, donde el paso por un punto de Gl conocido como
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"start" controlado por el gen cdc 28 y paso previo necesario para la

iniciación de la síntesis de DNA, se produce únicamente cuando la célu

la alcanza determinado tamaño y si el cultivo se mantiene en condiciones

nutritivas pobres que dificultan el crecimiento celular, el ciclo se pro

longa a expensas de la parte del Gl que precede al "start" ( Yanishevs

ky y Stein 1981 ).
Es probable que mecanismos parecidos se encuentren en el ciclo de

las células de mamífero aunque enmascaradas en parte. Nurse (1980) su

giere que los modelos determinísticos de control por el tamaño celular,
adecuados a levaduras y otros microorganismos, y los modelos probabilís
ticos adecuados a las células de mamífero no son incompatibles : En efec

to, el componente probabilístico ( distribución exponencial de GT ) ha

sido también comprobado en levaduras y el que las células de mamífero

presentan una relación entre tamaño al principio del ciclo y duración

del mismo ha sido comprobado en algún caso ( Killander y Zetenberg 1965

a y b). Según Nurse, existirían dos elementos de control uno ligado al

tamaño celular y otro relacionado directamente con el ciclo cromosómi-

co y de carácter probabilístico en todas las células, pero su importan

cia relativa en el control sería distinta en los diferentes tipos celu

lares o condiciones ambientales. En las levaduras el factor limitante

de la reproducci6n sería el crecimiento celular y por esto el elemento

de tamaño aparecería como el mecanismo regulador, mientras que en las

células de mamífero el factor limitante y por tanto regulador sería el

elemento probabilístico del ciclo cromosómico que enmascararía en muchos

casos la relación de dependencia entre la progresión del ciclo cromosómi

co y el crecimiento celular.

El aumento de volumen del hepatocito embrionario podría ser una con

secuencia del alargamiento del ciclo celular o, más precisamente, del

ciclo cromosómico. En efecto, podríamos admitir que los factores hepato

celulares regulan la proliferación hepatocelular a través del ciclo cro

mosómico, controlando la constante de transici6n del estado A a la fase

B, determinando a lo largo del desarrollo una disminución progresiva de
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la misma y aumentando, por consiguiente, la duración media del ciclo

cromosómico. El tamaño celular sería simplemente una consecuencia del

tamaño inicial, del ritmo de crecimiento durante el ciclo cromosómico

y de la duración del mismo, de modo que al alargarse éste se alcanzaría

un tamaño medio mayor.

La posibilidad de un mecanismo de conexión entre el ciclo cromos6mi

co y el ciclo de crecimiento, en el sentido de que la iniciación de la

síntesis de D�A no pudiera realizarse a menos que la célula hubiera ad

quirido un tamaño crítico determinado, quedaría enmascarada porque el

tamaño del hepatocito, al alargarse el ciclo cromos6mico per se , queda
ría permanentemente o casi permanentemente por encima del valor crítico.

Esta situación podría darse en determinadas condiciones en los cultivos

de células de mamíferos, explicando por qué los resultados de los estu

dios sobre relación entre tamaño celular y duración del ciclo resultan

contradictorios en dichas células.

El tamaño celular máximo dependería de las constantes anabólicas y

catabólicas y de factores de geometría celular ( condiciones del recam

bio molecular) en la forma descrita por la expresión de von Bertalan

ffy (1949) para el crecimiento de organismos, existiendo un tamaño pa

ra el cual la cantidad de biosíntesis iguala a la de biodegradación. El

término de biodegradación de la ecuación debería incluir, además de la

degradación propiamente dicha, la pérdida de materia por exportación que

es de gran importancia en células secretoras como el hepatocito maduro.

El estado estacionario puede alcanzarse porque la biosíntesis es propor

cional a la superfície de intercambio de nutrientes mientras que la de

gradación lo es a la masa biodegradable o volumen.

Parece lógico suponer que las poblaciones celulares quiescentes (Go)
y que, sin embargo, disponen en abundancia de nutrientes que utilizan

en la biosíntesis necesaria para el recambio molecular y la secreción,

como, por ejemplo, los hepatocitos del animal adulto, se encuentren en

la situación de tamaño celular máximo para el tipo celular ya que su cre

cimiento no está interrumpido por ciclos de divisi6n. Durante el desarro-
llo
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embrionario el hepatocito iría aproximándose a este estado a medida que

disminuye la frecuencia de su ciclo cromosómico.

No es, por tanto, probable que el tamaño celular sea el mecanismo funda

mental en el control de la reproducción en el hepatocito de embrión de

pollo, ya que su tamaño estaría durante todo o al menos una parte de GI
por encima del tamaño crítico, siendo la frecuencia del ciclo cromosómi

co el factor limitante de la reproducción.
El hecho de que la curva de crecimiento celular durante el ciclo de

reproducción no sea del mismo tipo en todas las clases de célula sino

que se hayan encontrado diversas formas de crecimiento: acelerados, li

neales y desacelerados ( Prescott 1976 ) podría explicarse por la dis

tinta situaci6n del intervalo de tamaño de cada ciclo celular en relación

a la curva total de crecimiento posible de las células que puede suponer

se sigmoide. El crecimiento sería ace l.e rado en intervalos de la parte
inicial de la curva, casi lineal en la región intermedia y desacelerado

en la parte final.

Sobre la base física de la transición que origina la variabilidad

de la duración del ciclo celular según los modelos de probabilidad de

transición se han emitido varias hipótesis
Smith y Martin (1973) sugieren que la transición del estado A a la

fase B dependería de que un determinado factor de iniciación sobrepasa

ra un umbral de concentración.La concentración del iniciador estaría re

gulada por varios circuitos de retroalimentación enlazados produciéndose

oscilaciones irregulares ( ruido) de la misma, la probabilidad de tran

sición dependería de la diferencia entre el umbral y la concentración

media y de la amplitud de las oscilaciones.

En realidad para dar cuenta de la variabilidad del estado A ( tiempo
de permanencia en el mismo) bastaría con admitir que el iniciador se

encuentra en las células extremadamente diluido y que una de las pocas

moléculas existentes desencadenará el proceso cuando colisione y se una

con el receptor apropiado. Números de moléculas por célula muy pequeños

han sido descritos para proteínas reguladoras de la expresión genética
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en las bacterias, así, por ejemplo, la proteína represora del operón
lactosa de E. coli se encuentra solamente presente en la cálula en un

mímero de copias comprendido entre 10 y 20 ( �vatson 1976 ).
Bxooks, Bennett y Smith (1980) proponen una nueva versión del modelo

con dos transiciones de probabilidad constante que da cuenta de la varia

bilidad de TB entre células no hermanas y explica detalladamente laS' res

puestas cinéticas de los cultivos celulares quiescentes a la estimulación

por el suero o factores de crecimiento. Según estos autores, las células

quiescentes se encuentran en el estado Q y una vez estimuladas realizan

la transición a una fase L según una constante de velocidad KQ • Al ter

minar la fase L, las células entran en un estado A del que salen median

te una transición de constante KA para iniciar la duplicación del DNA

y la división celular, además al salir del estado A, las células vuelven

a entrar en el estado Q y así sucesivamente. Si KQ es suficientemente al

ta, la mayor parte de las células realizarán la transición de Q a L an

tes de dividirse, de modo que las células hermanas estarán en el mismo

punto de la fase L en el momento de su nacimiento y entrarán simultánea

mente en el estado A, por ello, la variabilidad entre células hermanas

dependerá únicamente de una transición ( de A a Q y S-G2-M ) distri

buyéndose sus diferencias de GT exponencialmente, mientras que la varia

bilidad entre células no hermanas dependería de dos transiciones y por

esto no es exactamente exponencial (curvatura de la parte inicial de

las curvas alfa).
Los autores comparan el modelo de dos transiciones con el ciclo cen

triolar e identifican hipotéticamente la salida del estado Q con el ini

cio de la duplicación del centriolo, la fase L con la maduración del mis

mo y la salida del estado A con la separación de los centriolos hijos.

Sea cual fuere la base física precisa del mecanismo de la o las tran

siciones, parece necesario admitir que se trata de una interacción entre

dos moléculas o estructuras supramoleculares de las que existe un núme

ro muy pequeño en la célula. Si un único iniciador tuviera que unirse

a un receptor la probabilidad de la transición dependería del número de
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moléculas de iniciador y admitiendo que basta que una de las moléculas

del iniciador se una al receptor único para desencadenar el proceso, la

cinética de la transición de las células sería de primer orden ya que la

probabilidad de la transición se mantiene constante durante el tiempo de

espera ( Fantes y Nurse 1981 ).
Las poblaciones celulares son espontáneamente asincrónicas y una vez

sincronizadas pierden rápidamente la sincronía si no persiste el factor

de sincronización (Prescott 1976 ). El modelo de probabilidad de transi

ción explica esta pérdida de sincronía por una o dos interrupciones en

el ciclo, con lo cual la sincronía se pierde bruscamente en el primer

ciclo, es decir, a nivel de las células hermanas. La distribución expo

nencial de diferencias de ill entre hermanas encontrada en cultivos celu

lares ( Minar y Smith 1974 y Shields 1978 ) es el fundamento experimen
tal más importante del modelo. Rasta ahora no existía ningún procedimie�
to para averiguar la variabilidad del ciclo celular entre hermanas .in vi

..YQ. Mediante el método de la coincidencia mitótica hemos demostrado que

en el parénquima hepático de embrión de pollo, la variabilidad de GT en

tre hermanas corresponde muy aproximadamente a la que cabe esperar se

gún el modelo de probabilidad de transición.

En relación al tamaño molecular de los posibles factores iniciadores

de la transición, el hecho de que las células vecinas en un tejido sóli

do como el parénquima hepático, unidas por uniones en hendidura (Gilula
1974) que como es sabido permiten la difusi6n libre entre células de

iones y pequeñas moléculas ( Pm inferior a 1.'000 daltons ) : Sheridan

(1974) y Loewenstein (1975), no se encuentren sincronizadas en su ciclo

de reproducción descartaría a iones y pequeñas moléculas como los facto

res reguladores limitantes del ciclo.

Remos observado complejos de unión entre los hepatocitos de embrión

de pollo, pero no los hemos estudiado con suficiente detalle para ase

gurar que contienen uniones en hendidura, aunque es probable que así

sea. En este caso, nuestros resultados con el méct;ódo de la coincidencia

mitótica permitirían suponer que o.los factores de bajo peso molecular
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no actúan como elementos reguladores limitantes de la transici6n en los

hepatocitos de embrión de pollo o bien que las comunicaciones intercelu

lares directas permanecen temporal o permanentemente cerradas.

Whitfield et al. (1976 y 1979) han observado que durante el proce-

so de activación de los hepatocitos quiescentes de rata adulta por la he

patectomía parcial, se produce una onda positiva de concentración de cAMP

hacia las 12 horas después de la hepatectomía y que resulta necesaria

para el desencadenamiento de la síntesis de DNA que tiene lugar poco des

pués. Dan pruebas indirectas de que el ión calcio interviene también en

el proceso de activación y proponen un sistema de control positivo ba

sado en el cAMP y el Calcio para la iniciación de la síntesis de DNA en

los hepatocitos.

Obviamente, nuestros resultados sobre la pérdida de sincronía de las

células hermanas y también la falta de sincronía de las células vecinas

en general no presuponen nada sobre si determinados iones o nucleótidos

resultan necesarios para la iniciación de la síntesis de DNA, simplemen

te indican que en los hepatocitos embrionarios proliferantes, que es un

sistema diferente del de los hepatocitos quiescentes estimulados,el fac

tor limitante de la transición es probablemente una molécula relativamen

te grande y con un número pequeño de unidades por célula, mas que un ión

inorgánico o un nucleótido cíclico con un número elevado de unidades por

célula y capaz de difundir entre células vecinas determinando su sincro-

nización.

La importancia de la pérdida de sincronía de las células hermanas no

tiene un interés meramente teórico, sino que presenta un aspecto prácti

co en relación a la terapéutica antineoplásica. La estrategia de la uti

lización de la radio y quimioterapia se basa en explotar las diferencias

de sensibilidad al tratamiento entre las células neoplásicas y las nor

males. Ello depende no solamente de las diferencias de tipo bioquímico
en sí mismas, sino también de las características de sus ciclos celulares

respectivos. En efecto, si se aplican dos agentes citotóxicos por sepa

rado con un determinado intervalo entre ambos, siendo el primero un blo-

queante



342

con efectos más o menos sincronizadores, el tiempo de espera adecuado

para la aplicación del segundo agente depende de la situación en el ciclo

de las células neoplásicas de la fase más sensible, evitando por el con

trario la fase sensible en el ciclo de las poblaciones de células norma

les más críticas como las de la médula ósea.hematopoyética. La rápida
pérdida de sincronía que se produce bruscamente en la primera generaci6n,
es decir, en las células hermanas, ha de producir necesariamente un sola

pamiento de las dos poblaciones y es probablemente responsable, en parte,
de que las esperanzas puestas en la citocinética corno base racional para

el diseffo de protocolos terapéuticos no hayan sido completamente satis

fechas.

otro aspecto del problema, en estrecha relaci6n con el modelo de pro

babilidad de transición, consiste en la relativa insensibilidad al tra

tamiento de las células en estado GO que siempre existen en los tumores

(Perry 1977). Según el modelo de probabilidad de transición el estado

GO no es más que un estado A de constante de transición muy baja, de mo

do que la existencia de una mayor o menor proporci6n de células fuera del

ciclo y, por tanto, resistentes al tratamiento, sería inevitable debido

a la estructura interrumpida del ciclo celular.
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5.4. Ultraestructura celular y actividad proliferativa.
Hemos realizado un estudio ultraestructural cualitativo y cuantita

tivo del hepatocito de embrión de pollo entre los días 6 y 20 del desarro

llo. Dentro de las limitaciones de una interpretación funcional de datos

estructurales, la comparación de los resultados de la microscopía elec

trónica con los del estudio de la proliferación celular permiten sugerir

determinados cambios funcionales en el proceso de la diferenciación celu

lar del parénquima hepático.
Además del crecimiento, ya comentado, del hepatocito durante el de

sarrollo, hemos observado modificaciones relativas y absolutas del volu

men de diversos compartimentos estructurales de la c61ula.

El núcleo del hepatocito en el embrión de 6 días ocupa aproximada

mente un 20 % del volumen celular, mientras el del embrión de 20 días

únicamente representa el 5 % del mismo. Esta r-e duccí.ón es debida mayor

mente al crecimiento del citoplasma, existe, sin embargo, una cierta re

ducción del volumen nuclear medio a partir del día 10 (73 micras3)
hasta el día 20 ( 41 micras 3 ). Esta disminución del volumen nuclear

es debida probablemente al alargamiento del ciclo celular durante el de

sarrollo, en efecto, si se tiene en cuenta que se mide el tamafio prome

dio del núcleo y que durante el ciclo celular el volumen nuclear se do

bla durante la fase S, la prolongación del ciclo, que se hace a expensas:

de Gl ( estado A según el modelo de probabilidad de transición), ha de

determinar una disminución del volumen nuclear medio al bajar la propor

ción de células con núcleos grandes ( S y G2 ).
La cromatina se encuentra en todas las edades muy relajada (eucro

matinal como corresponde a una célula metabolicamente muy activa y con

pequeñas regiones de cromatina densa (heterocromatina) junto al nucléo

lo y a la envoltura nuclear. En algunas telofases hemos podido observar

diferencias en el grado de condensación de la cromatina entre los dos

núcleos hijos y aunque no se ha realizado un estudio sistemático y ca

bría explicar esta observación por diferencias en el plano de sección

relativo de cada núcleo, resulta sugestiva la idea de que las imágenes

indican realmente un desfase en el proceso de desplegamiento de la cro

matina. Sería necesario hacer un estudio sistemático de las telofases
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para llegar a una conclusión definitiva. Sin embargo, la hipótesis es

atractiva en relación a los resultados obtenidos sobre sincronía de cé

lulas hermanas y al modelo de probabilidad de transición.

La relación de volúmenes nucléolo/célula disminuye entre los días 6

y 20 del desarrollo del 3 al 0,4 %. Ello es debido al crecimiento cito

plasmático y también a una notable reducción del volumen nucleolar que

pasa de 10 a 3 micras3 aproximadamente en el mismo período. Se observan

además cambios en la estructura del orgánulo que indican una disminución

de su actividad. A medida que aumenta la edad del embrió� el nucléolo

"promedio" va perdiendo la estructura de nucleolonemas típica de los pri
meros días y aparecen imágenes nucleolares con grandes ojales o áreas

claras e incluso formas anulares que , según Bus eh y Smet ana (1970), se

observan en casos de inhibición de la síntesis de rRNA por la actinomi

cina D y también en animales seniles. Es posible, por tanto, interpretar
estas imágenes nucleolares con grandes áreas claras como correspondien

tes a nucléolos poco activos, vacíos de partículas por falta de produc-

ción.

La imagen descrita corresponde al nucléolo "promedio" pero en cada

edad se observan imágenes de todas las clases, lo cual sigiere que po

dría tratarse de modificaciones cíclicas relacionadas con el ciclo de

reproducci6n y que la imagen "promedio" dependería de la proporción de

células en las diferentes fases del ciclo.

La importancia de la activación de los genes ribosómicos, es decir,

de la funci6n nucleolar, en los procesos de estimulación reproductiva

de células quiescentes ha sido demostrada por diversos autores tanto en

microorganismos como en células de mamífero in vitro e in vivo ( B'aser

ga 1981 ) Y concretamente, elantígeno T del virus 3V-40, que es la pro

teína responsable de la estimulación de la síntesis de DNA en las célu

las infectadas por el virus, reactiva los genes ribosómicos del genoma

del ratón en las células híbridas hombre-ratón en las que los genes rRNA

del ratrón se encuentran reprimidos ( Soprano et al. 1979 ).

Darzynkiewicz et al. (1980 a y b) utilizando la citofluorometría de
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flujo, han medido simultáneamente el contenido de DNA y de RNA y la con

densación de la cromatina en células individuales de poblaciones de po

blaciones proliferantes y quiescentes. Basándose en el contenido de RNA,
han podido identificar dos subcompartimentos en Gl (GIA Y GIB). Des

pués de la mitosis las células entran el el GIA de bajo contenido en RNA

desde el cual no pueden pasar directamente a la fase S, sino que el con

tenido celular de RNA debe aumentar hasta determinado nivel para iniciar

la síntesis de DNA, las células con un contenido de m A por encima de es

te nivel y que todavía no han iniciado la fase S constituyen el subcompar
timento GIB• Además la condensación de la cromatina en el compartimento

GIA es mayor que en GIB• Las células quiescentes presentan un menor con

tenido de RNA y mayor densidad de la cromatina que las del compartimento

GIA• La transición de GIA a GIB se realiza con cinética de primer orden.

Los resultados de Darzynkiewicz et al. tienen un doble interés : Por

un lado apoyan el modelo de probabilidad de transición y por otro indican

que la activación de la síntesis de RNA y esencialmente del rRNA que cons

tituye la mayor parte del RNA celular tiene lugar no solamente en la acti

vaci6n de las poblaciones celulares quiescentes sino también en cada ci

clo de las células en proliferación activa.

Teniendo en cuenta todos estos trabajos, nuestras observaciones so

bre la estructura del nucléolo del hepatocito embrionario pueden ser ra

zonablemente interpretadas en el sentido de una disminución de la pro

porción de nucléolos activos al aumentar la edad del embrión y prolon

garse la permanencia en el intervalo Gl ( estado A o subcompartimento

GIA ) del ciclo ya que durante el mismo la actividad nucleolar sería me

nor. La diversidad de imágenes nucleolares en cada edad ( formas activas'

e inactivas ) podría también ser explicada por la variación cíclica en

la actividad de los genes ribosómicos.

Cooper (1979) desarrolla un modelo ( el modelo contínuo ) que inten

ta unificar el ciclo celular de eucariotas y procariotas. La principal

hip�tesis del modelo consiste en admitir que no existen funciones espe

cificas de G siendo este intervalo simplemente el resultado de una
l'
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diferencia entre el ciclo de crecimiento y la duración de S más G2•
De manera que el intervalo Gl puede encogerse hasta desaparecer si la
velocidad de c:recimiento aumenta hasta conseguir completar el ciclo en

un tiempo igual a S más G2• Según �ooper, la preparación para la ini

ciación de la síntesis de DNA tiene lugar de forma contínua y se desen

cadena cada vez que se acumula suficiente cantidad de factor (es) de i

ní cdacd ón , mientras que el proceso S-G2-división celular no forma par

te del ciclo de iniciación, de modo que"la división celular es el final

de un proceso y el principio de nada". Una pred
í cc.í.ón del modelo es que

todas las funciones que en determinadas condiciones se observan en Gl
en condiciones de crecimiento más rápido quedarán superpuestas con S o

Tanto el modelo de probabilidad de transición como el modelo conti

nuo de Cooper vacían de contenido funcional o de programa específico el

intervalo Gl• Sin embargo, en el caso del modelo de probabilidad de tran

sición, el Gl conserva su entidad al venir definido esencialmente por un

estado estacionario al que las c�lulas van a parar despu�s de la divi

sión y del que salen con una determinada probabilidad para iniciar la

preparación, probablemente corta, para la síntesis de DNA.

Los resultados de Darzynkiewicz et al. (1980 a y b), antes comenta

dos, indican una relación entre el ciclo de condensación-relajación de

la cromatina y la transición del Gl de bajo contenido de RNA al Gl de

alto contenido en RNA, indispensable para la iniciaci6n de la fase S.

El modelo continuo de Cooper no tiene en cuenta el ciclo de condensación

-relajación de la cromatina que es exclusivo de los eucariotas, ignorán
dolo en aras de la unificación. A nuestro modo de ver, aunque la mayor

parte de cambios moleculares en Gl no sean específicos del intervalo,

no es posible prescindir completamente del mismo y considerar la divi

sión celular como un punto final ya que la relajación de la cromatina en

tre la mitosis y la fase S no es solamente un paso necesario sino, pro

bablemente, un proceso controlable del que podría depender ls frecuencia

del ciclo celular.
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El citoplasma del hepatocito embrionario sufre también notables mo

dificaciones a lo largo del desarrollo. El crecimiento global del mismo

se refleja en el crecimiento celular que ya hemos considerado, sin embar

go, el crecimi�nto del citoplasma no tiene lugar de manera uniforme para

todos sus componentes.

La fracción de volumen correspondiente a las mitocondrias es prácti
camente igual en el embrión de 6 días que en el de 20, pero es algo ma

yor en el de 15 días. Este resultado concuerda con el trabajo de Warshaw

(1972) que observa a esta edad un máximo de la actividad específica de

enzimas mitocondriales que intervienen en la activación de los ácidos

grasos y sugiere que podría ser debido a un aumento en el número de mi

tocondrias. Nuestros resultados confirman esta hipótesis aunque no pode
mos precisar la importancia relativa del número y del tamaño de las mito

condrias en la variación de la fracción de volumen.

Las inclusiones lipídicas crecen más rápidamente que el resto de ci

toplasma, de modo que su proporción de volumen celular pasa de un 1,2 %
en el embrión de 10 días al 7,6 % en el de 20 días. Además su estructu

ra es distinta a lo largo del desarrollo: Inicialmente presentan un pe

queño centro de poca electrodensidad y una corteza muy electrodensa que

rodea asimétricamente al centro claro. A medida que aumenta la edad del

embrión aumenta el tamaño de las inclusiones a expensas de la parte ee n

tral clara, mientras que la corteza disminuye de espesor. Teniendo en

cuenta que al principio se componen principalmente de fosfolípidos y

que a partir del día 11 empieza a acumularse colesterol ( Romanoff 1960),
sería posible interpretar estas estructuras suponiendo que la corteza

contiene fosfolípidos que son muy osmiofílicos y la parte central coles

terol y grasas neutras, aunque habría que encontrar alguna razón que ex

plicase por qué no se mezclan. Otra alternativa es que la parte densa

tenga composición proteica conteniendo enzimas para la degradación de los

lípidos de la parte central, es decir, se trataría de un lipo-lisosoma

que suministraría ácidos grasos libres para el consumo mitocondrial. Tén

gase en cuenta que los ácidos grasos son el combustible fundamental en
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el embrión de las aves ( Warshaw 1972 ).
También se han observado imágenes de constricción de las inclusio

nes ( fusiones o escisiones) que sugieren la existencia de un transporte
de gotas lipídicas dentro de vesículas membranosas a semejanza del des

crito por Palay y Karlin (1959) en el epitelio intestinal.

El conjunto de las mitocondrias y las inclusiones lipídicas consti

tiye solamente el 18 % del volumen del citoplasma hepatocelular en el

embrión de 10 días y el 24 % en el de 20 días. El resto del volumen co

rresponde al retículo endoplasmático, aparato de Golgi y derivados�y al

hialoplasma conteniendo polisomas y depósitos de gluc6geno. Todos estos

componentes no han sido estudiados cuantitativamente por separado pero

la simple observación de las fotografía permite estudiar las principales
modificaciones a lo largo del desarrollo.

El retículo endoplasmático granular es al principio escaso y la ma

yor parte de los ribosomas aparecen como polisomas libres en el hialo

plasma. En los hepatocitos de 6 y 8 días del desarrollo, las cisternas

del retículo endoplasmático granular se encuentran 11nicamente rodeando

a las mitocondrias y posteriormente se distribuyen también en los espa

cios intermitocondriales.

El aparato de Golgi con sus cisternas, cuerpos densos y cuerpos mul

tivesiculares se obseva en todas las edades en el polo biliar del hepa

tacita. Su tamaño es probablemente mayor hacia el final del desarrollo

ya que entonces sus elementos aparecen más frecuentemente en las seccio-

nes.

El desarrollo del retículo endoplasmático granular y del complejo

de Golgi convierte el hepatocito inmaduro que destina probablemente la

casi totalidad de las proteínas sintetizadas a su propio crecimiento y

reproducción en una célula secretora de proteínas que se reproduce ca-

da vez con menor frecuencia. La desviación de la síntesis proteica en el

sentido de un aumento de la proporción de ribosomas dedicados a la elabo

ración de proteínas de secreción, evidenciado por el aumento absoluto y

relativo del retículo endoplasmático granular, debería tenerse en euent a
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en la aplicaci6n de la ecuación del balance metab61ico ( van Bertalanffy
1949 ) al crecimiento celular, como un incremento en el término negativo.

El retículo endoplasmático liso constituye agrupaciones de vesículas

entre las cuales pueden observarse dep6sitos de gluc6geno en forma de

rosetas o partículas alfa. En nuestras condiciones de preparación, el

glucógeno del hepatocito de pollo es extraído en parte por lo que no es

posible una valoración absoluta de los dep6sitos. Sin embargo, es intere

sante constatar que es precisamente en los embriones de 12 días donde me

jor y aparentemente en mayor cantidad se observan los dep6sitos del po

lisacárido, concordando con los resultados de Houssaint y Le Douarin

(1974) que encuentran un máximo de actividad glucógeno sintetasa en el

hígado de embrión de pollo de esta edad.

Nuestros resultados sobre la reproducción y la diferenciación estruc

tural del hepatocito plántean el conocido pero no resuelto problema de

la relación inversa entre la actividad proliferativa y el grado de dife

renciación. Tsanev (1975) propone un modelo para explicar la relación

entre la diferenciaci6n celular y la actividad proliferat;iva aplicado

al caso de la regeneración hepática. Esencialmente, el modelo supone que

las proteínas necesarias para la síntesis de DNA y la división celular

están controladas por un grupo de "operones mitóticos", mientras que las

proteínas responsables de funciones celulares muy especializadas lo es

tarían por los "operones funcionales" existiendo entre ambos grupos un

mecanismo de interacciones recíprocas por represores con diferentes pun

tos sensibles a los factores reguladores del ambiente extacelular. Estos

factores desviarían el sistema en uno u otro sentido, es decir, hacia la

proliferación o hacia la diferenciación.

El modelo propuesto por Tsanev permite explicar la reversibilidad de

la diferenciación hepatocelular que se manifiesta en la regeneraci6n he

pática y en los hepatomas por cambios estructurales regresivos y especial

mente por la síntesis de proteínas fetales concomitantemente al aumento

de la actividad proliferativa. Explica tambián el por qu6 factores apa

rentemente diversos pueden desviar el comportamiento del hepatocito
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adulto diferenciado hacia el comportamiento proliferativo y parcialmen
te desdiferenciado al admitir que el sistema de interacciones puede ser

afectado en muchos puntos, conduciendo en cualquier caso a la disminu

ción de los represores mitóticos y a la correspondiente desrepresión de

los operones hom6nimos.

La investigación de lad relaciones precisas entre recambio molecular,
crecimiento y estructura celulares y ciclo cromosómico, con m�todos bio

químicos, citológicos y citocin�ticos aplicados a un determinado tipo de

cdlula en diferentes estado� por ejemplo el hepatocito embrionario y

postnatal, en la regeneración hepática, en los hepatomas y en diversas

condiciones de cultivo ha de ir llenando los espacios de la ignorancia

y los conceptos generales con los datos concretos necesarios para pasar

de las hip6tesis y sugerencias aisladas a una teoría más amplia de la

relación entre la reproducción y la diferenciación celulares.
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l�) De la medici6n de la cantidad de DNA/órgano en hígado, corazón y

encéfalo de embrión de pollo entre los días 9 y 18 del desarrollo han

resultado las velocidades específicas de crecimiento medias para todo

el período estudiado siguientes: 0,0126/h para el hígado, 0,0127/h
para el corazón y 0,0064/h para el encéfalo, que corresponden a perí
odos de duplicación de la población de 55,01, 54,58 y 108,30 horas

respectivamente.

2�) La velocidad específica de crecimiento no es, sin embargo, constan

te en todo el período estudiado sino que va disminuyendo. Si se compara

la velocidad específica media de la primera mitad del período ( días 9

a 14 ) con la de la segunda ( días 14 a 18 ), se observa una disminuci6n

de aproximadamente un 37 % para el hígado, un 25 % para el corazón y so

lamente un 5 % para el encéfalo.

3�) Del estudio del crecimiento relativo de los tres 6rganos mediante

relaciones bilogarítmicas y cuantificado por las correspondientes rela

ciones de crecimiento diferencial o constantes alométricas ( relaciones

entre las velocidades específicas de crecimiento) resulta lo siguiente:

La relación entre el crecimiento del hígado y el del corazón varía muy

poco, mientras que las del hígado y del corazón con respecto al encéfa

lo muestran una discontinuidad a nivel del día 14, manteniéndose, sin

embargo, relativamente invariantes antes y después de este día. La cons

tante alométrica del hígado con respecto al encéfalo media de todo el

período es de 1,9643 pero existe una disminuci6n entre la primera y

segunda mitad del mismo de aproximadamente un 33 %. La constante corres

pondiente del corazón con respecto al encéfalo es de 1,9896 y con una

disminución del 21 %.

4�) La modificación descrita de las constantes de crecimiento diferen

cial del hígado y del corazón con respecto al encéfalo está en desacuer

do con la invariancia que, a nuestro parecer, cabría esperar del modelo
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de creC'imiento de Tanner (1963). Aunque es indudable el papel del SNC

- a través de la hipófisis y la hormona de crecimiento - como regulador
central y, en este sentido, creemos válido el esquema básico de dicho

modelo, los mecanismos de autorregulación específicos de órgano, las in

teracciones entre órganos por medio de hormonas y factores de crecimien

to y la diferenciación no pueden ser ignorados en un modelo de crecimien

to del organismo pluricelular.

5�) Del ensayo de la colchicina y de la vinblastina en el embrión de

pollo, administradas con el objeto de medir la actividad proliferativa

por el método del bloqueo mitótico ha resultado que la colchicina no

puede ser utilizada en nuestro material por su excesiva toxicidad o, más

exactamente, por la baja relación entre el efecto bloqueante con respec

to a los efectos tóxicos generales, en cambio, la vinblastina a la dosis

de 10 microgramos por huevo bloquea prácticamente la totalidad de las

mitosis en embriones de 10 y de 14 días, sin efectos tóxicos manifies

tos en el de 14 días y con efectos leves enalgunos embriones de 10 días.

6�) Hemos medido las constantes de proliferación del parénquima hepá
tico de embrión de pollo de 10 y de 14 días por el método del bloqueo

mitótico con vinblastina, coincidiendo prácticamente la de 14 días

( 0,0125/h ) con la constante de crecimiento media del período de 9 a 18

días calculada a partir de la curva DNA/hígado (t).

7�) La duración de la mitosis calculada en embriones de 10 y 14 días a

partir de las respectivas constantes de proliferación e índices mitóti

cos basales ha sido de 52 y 50 minutos respectivamente. No siendo

significativa esta diferencia y considerando que la duración de la mito

sis para un determinado tipo de célula es generalmente la misma con in

dependencia de la actividad proliferativa, hemos tomado el valor obteni

do con el embrión de 14 días ( 50 minutos ) como el propio del hepato

cito de pollo, a causa de la completa ausencia de toxicidad en los
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embriones de esta edad.

81) Las constantes de proliferación y las respectivas duraciones medias

del ciclo celular de los hepatocitos de embriones de 5 a 20 días de edad

han sido calculadas a partir de la duración de la mitosis y de los índi

ces mitóticos basales correspondientes a cada edad. La constante de pro

liferación disminuye de 0,0425/h en el embrión de 5 días a 0,0096/h
en el embrión de 20 días y la duración media del ciclo celular pasa en

el mismo período de 16,3 a 72,2 horas.

9!) La variación de la duración media del ciclo celular de los hepato
citos entre los días 5 y 20 del desarrollo no es lineal y tiene dos fa-

ses claramente diferenciables Entre los días 5 y 8 la variación es muy

rápida y no sigue una función exponencial simple, entre los días 10 y 20

la variación es lenta y aproximadamente exponencial.

lO!) La proporción de espacios vasculares en el hígado embrionario dis

minuye durante el desarrollo, de modo que la fracción de volumen del ór

gano ocupada por los hepatocitos pasa de un 68 % en el embrión de 5

días a un 96 % en el embrión de 20 días. Además existe una correlación

lineal positiva entre la duración media del ciclo celular y la fracción

del hígado correspondiente al parénquima con un coeficiente de correla

ción de 0,96, o lo que es lo mismo, entre la constante de proliferación

y el volumen relativo del espacio extracelular, en concordancia con la

predicción al respecto del modelo de Weiss y Kavanau (1957) en el senti

do de una disminución del volumen de dilución del inhibidor durante el

desarrollo.

ll!) El desarrollo del método de la coincidencia mitótica ha permitido

por primera vez medir la pérdida de sincronía de células hermanas en su

primer ciclo en un tejido sólido, lo cual ofrece la posibilidad de poner

a prueba in vivo la distribución exponencial de diferencias de duración
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del ciclo entre células hermanas que predice el modelo de probabilidad
de transición Smith y Martin 1973 y 1974 y Brooks, Bennett y Smith

1980 ). Hasta el presente esto podía hacerse únicamente en los cultivos

celulares midiendo individualmente la duración de los ciclos celulares.

12�) Definimos coincidencia mitótica ( Meo) como la probabilidad de que

una célula adyacente a una célula mitótica dada se halle también en mito

sis. Este parámetro puede medirse en las preparaciones histológicas por

la proporción de mitosis asociadas en pares y, además, calcularse median

te la expresión

Nv· (" - S ) . MI+- N". s. S Pe o (t1 T )
donde Nv es el número de células vecinas a una célula en la sección,
s la probabilidad de que una célula vecina sea la hermana, MI el índice

mitótico y SPco(MT) la fracción de pares de hermanas que coinciden en

la mitosis de duración igual a MT en el momento de la observación.

SPco (MT) puede calcularse como

S P, O (M T) =- 1 1>'1\ Pe. (t) . <; Pp (t). H
o

donde la función SPco (t) es la probabilidad de coincidencia en fun-

ción del desfase y SP (t) es la distribución de probabilidad de des fa-
D

ses entre células hermanas que debe ser supuesta de acuerdo con un de-

terminado modelo del ciclo celular.

La expresi6n final para SPco (MT)
probabilidad de transición es

que resulta a partir del modelo de

-
- A -

A e:" MT

he. MT

donde k es la constante de transición y MT se substituye por MBT en

condiciones de bloqueo.
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13�) La medida de la coincidencia mitótica en embriones de 10 y 14 días

después de un bloqueo mitótico de 4,5 y 6 horas respectivamente y los

valores correspondientes calculados a partir del modelo de probabilidad
de transición se corresponden exactamente en el embrión de 14 días

( 24 % ) y muy aproximadamente en el de 10 días ( valor medido 18 % y

valor calculado 16 %, diferencia no significativa ).
Aunque la determinación de un solo punto de la distribución de dife

rencias de tiempos intermitóticos entre células hermanas no permite, evi

dentemente, conocer su forma, es indudable que la rápida pérdida de sin

cronía de células hermanas observada a través de la coincidencia mit6ti

ca puede ser explicada cualitativa y cuantitativamente por el modelo de

probabilidad de transición.

14�) El haber demostrado la aplicabilidad del modelo de probabilidad de

transición in vivo y, en todo caso, la gran variabilidad de la duración

del ciclo entre células hermanas en el parénquima hepático de embrión de

pollo invalida las críticas al modelo de probabilidad de transición en

el sentido de que los desfases entre las células hermanas serían un ar

tefacto in vitro debido a la relativa variabilidad e inestabilidad del

cariotipo en las células de las líneas establecidas.

15�) El volumen medio del hepatocito embrionario no es constante sino

que aumenta durante el desarrollo pasando de aproximadamente 327 micras3
en el embrión de 6 días a 820 micras3 en el embrión de 20 días. Aun

que en cierta medida este aumento depende de la acumulaci6n de inclusio

nes lipídicas probablemente de origen vitelina, el crecimiento es debi

do en su mayor parte al incrmento de los diversos componentes citoplas

máticos sintetizados y ensamblados en la propia célula.

161) Ya que concomitantemente al aumento de tamafio celular se produce

un alargamiento de la duraci6n media del ciclo de reproducción, es po

sible suponer que el crecimiento del hepatocito durante el desarrollo
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es simplemente una consecuencia del alargamiento de su ciclo celular.

Esto significa admitir que el control de la reproducción del hepatocito
se realiza directamente sobre el ciclo cromosómico mediante la regula
ción de la frecuencia o probabilidad de iniciación de la síntesis de

DNA y duplicación cromosómica, modificándose secundariamente el tamaño

celular.

17�) Aunque la relación de dependencia del ciclo cromosómico con respec

to al ciclo de crecimiento existe seguramente en todas las células, ase

gurando un tamaño celular mínimo, nuestros resultados permiten sugerir

que dicha relación podría quedar enmascarada si, debido a un control ex

terior sobre el ciclo cromosómico, éste se alargara lo suficiente para

que la célula creciera hasta permanecer durante todo o la mayor parte
de su ciclo por encima del tamaño celular crítico. En las células quies

centes pero que disponen de nutrientes en abundancia, como por ejemplo
el hepatocito del animal adulto, el tamaño celular sería el máximo posi

ble para el tipo celular de acuerdo con el balance metabólico.

18�) La falta de sincronía observada en el ciclo de reproducción de cé

lulas hermanas y, en general, de células vecinas en el parénquima hepá
tico del embrión de pollo, donde probablmente existen uniones en hendi

dura que como es sabido permiten la libre difusión entre las células de

iones y pequeñas moléculas, permite suponer que el factor o factores

limitantes de la iniciación de la reproducción cromos6mica sería una

molécula relativamente grande incapaz de atravesar las comunicaciones

y con un número muy pequeño de unidades por célula. Esto no está en con

tradicción con el probable papel regulador de iones inorgánicos y nucleó

tidos cíclicos en los procesos de activación proliferativa de poblacio

nes quiescentes o incluso como elementos necesarios para la iniciación

de la síntesis de DNA de células en proliferación contínua.

19�) La relación de volúmenes núcleo/célula en el hepatocito embriona
rio
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disminuye desde un 20 % en el embrión de 6 días a un 5 % en el de 20

días. Ello es debido principalmente al crecimiento del citoplasma y tam

bién en cierta medida a la reducción del volumen nuclear medio que se

observa a partir del día 10. Aunque la reducción del volumen nuclear

medio podría depender de modificaciones en el grado de condensación de

la cromatina, hay que tener en cuenta que el alargamiento del ciclo ce

lular que se produce durante el desarrollo ha de determinar una dismi

nución de la proporción de núcleos "grandes" ( núcleos S y G2 ya que

la prolongación del ciclo se hace fundamentalmente a expensas de Gl•

20�) La cromatina interfásica se encuentra bastante relajada en todas

las edades como corresponde a células metabólicamente muy activas. En

algunas telofases se han observado diferencias en el grado de condensa

ción de la cromatina entre los núcleos hijos y aunque esto podría ser

debido a diferencias en el plano de sección relativo de los núcleos,
resulta sugestiva la idea de que las imágenes indiquen realmente un des

fase en el proceso de desplegamiento de la cromatina después de la mi

tosis. Un estudio sistemático de las telofases sería necesario para lle

gar a una conclusión definitiva.

21�) La relación de volúmenes nucléolo/célula y el volumen absoluto del

nucléolo disminuyen considerablemente durante el desarrollo. En el em

brión de 6 días el núcleo tiene un tamaño de 10 micras3 y ocupa el 3 %
del volumen celular, mientras que en el de 20 días alcanza solo unas

3 micras3 y ocupa el 0,4 % del volumen celular. La estructura del nu

cléolo "promedio" varía durante el desarrollo pasando de formas con nu

cleolonemas a nucléolos con grandes áreas claras e incluso formas anu

lares que como es sabido ( Bus ch y Smetana 1970 ) corresponden a formas'

inactivas. Tanto la disminución de tamaño como los cambios estructurales

indican una disminución de la actividad nucléolar durante el desarrollo.

El hecho de que a cada edad puedan observarse las diferentes formas aun

que en distinta proporci6n permite suponer que corresponden a distintas
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fases del ciclo celular y que la imagen "promedio" dependería de la

proporción de células en las diferentes fases.

Estos resultados concuerdan con las evidencias de una activación de

los genes ribosómicos en poblaciones quiescentes estimuladas ( Baserga

1981 ) y con el aumento del contenido celular de RNA en la transición

entre los subcompartimentos A y B del intervalo Gl descrito por

Darzynkiewicz et al. ( 1980 a y b ).

22�) La fracción de volumen celular correspondiente a las mitocondrias

se mantiene sin grandes modificaciones a lo largo del desarrollo, es de

cir, crece aproximadamente al mismo ritmo que el citoplasma. Existe, sin

embargo, un máximo en el embrión de 15 días que coincide con un pico de

actividad específica de enzimas mitocondriales descrito por Warshaw (1972).

23�) Las inclusiones lipídicas aumentan de tamaño entre los días 10 y

20 y su fracción de volumen pasa del 1,2 % del volumen celular al 7,6 %.

Se trata de vesículas de membrana que contienen, en los primeros días,
una corteza muy electrodensa, gruesa y asimétricamente dispuesta alrede

dor de una parte central clara. El crecimiento de las inclusiones se ha

ce a expensas de la parte central clara, mientras que la corteza dismi

nuye progresivamente de espesor.

También hemos observado imágenes de fusión o escisión de las inclu

siones que sugieren la existencia de un transporte de gotas lipídicas
mediante un sistema de vesículas semejante al descrtio por Palay y Karlin

(1959) en el epitelio intestinal.

24�) El conjunto de mitocondrias e inclusiones lipídicas corresponde a

un 18 % del volumen del citoplasma en el embrión de 10 días y a un

24 % en el de 20 días, correspondiendo al resto de estructuras cito

plasmáticas el 82 % y el 76 % del volumen respectivamente.

Aunque no hemos realizado un estudio morfométrico por separado del

retículo endoplasmático y del complejo de Golgi es evidente su aumento
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absoluto y relativo durante el desarrollo. En los primeros días la mayo

ría de los ribosomas se encuentran libres y progresivamente va aumentan

do la proporci6n de ribosomas unidos al retículo endoplasmático. Funcio

nalmente, estos cambios significan que el hepatocito inmaduro, que se

reproduce con mayor frecuencia, destina la mayoría de sus ribosomas a

sintetizar proteínas intracelulares y que la diferenciación de la célu

la comporta, junto con la disminución en la frecuencia de reproducción,
un aumento de la proporción de ribosomas dedicados- a la síntesis de pro

teínas de secreción.

25�) Hemos revisado los principales métodos, problemas e hipótesis rela

tivas a la reproducción celular y a su relación con el crecimiento y la

diferenciación de los organismos pluricelulares y sobre esta base teóri

ca hemos discutido nuestros resultados experimentales en el embrión de

pollo.
La disminución de la actividad proliferativa en el parénquima hepá

tico del embrión de pollo y la relación entre los crecimientos del híga

do y el corazón con respecto al encéfalo no pueden ser descritas median

te expresiones dnicas válidas para todo el desarrollo, la existencia de

discontinuidades resulta probablemente de cambios cuánticos entre esta

dos de diferenciación.

La rápida pérdida de sincronía en el ciclo de células hermanas,

cualitativa y cuantitativamente predictible por el modelo de probabili

dad de transición, junto con el aumento del volumen celular medio del

hepatocito a lo largo del desarrollo nos inclinan a pensar que el con

trol de la proliferación se realiza directamente sobre un ciclo cromo

s6mico discontínuo y que, en nuestro sistema, el crecimiento celular en

cada ciclo no es el factor limitante de la frecuencia del mismo.

Finalmente, nuestras observaciones sobre el volumen y estructura del

nucléolo indican una disminución de la actividad de los genes ribosómi

cos a lo largo del desarrollo paralelamente a la de la proliferación

celular, coincidiendo con los resultados de otros autores en diferentes
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sistemas in vitro e in vivo. En realiadad, como señala Baserga (1981)
no es sorprendente el que los genes ribosómicos sean los blancos de

los factores estimulantes del crecimiento y reproducción celulares ya

que la cantidad de ribosomas condiciona la cantidad de síntesis proteica

y las células deben doblar su tamaño antes de una nueva división. En es

te sentido, los genes ribosómicos podrían identificarse hasta cierto

punto con los "operones mitóticos" cuya actividad contrapone Ts-anev

(1975) a los "operones funcionales" en su modelo para explicar la rela

ción inversa entre proliferación y d í.f'e rene í.acd ón celulares.
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