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INTRODUCCION

Durante la neurulacion primaria el ectodermo neural sufre un estimulo inductor por
parte del mesodermo subyacente que determina la formacion de la placa neural. Ambas
hojas embrionarias establecen durante el proceso de induccion neural una serie de inte-
rrelaciones que constituyen la base de dicho proceso de induccion® ''. Asi por ejemplo,
en el embrion de anfibios, una serie de experimentos sobre el proceso de induccion neu-
ral 24 sugieren que la formacion de los ejes craneo—caudal y dorso-ventral del mesoder-
mo son determinados finalmente por interacciones secuenciales y reciprocas entre el
propio mesodermo y el ectodermo.

Dentro de los factores extrinsecos que se considera intervienen en la formacion del
tubo neural se encuentra el llevado a cabo por el mesodermo subyacente a los pliegues
neurales 13- 21, Referencias mas concretas a este punto son las investigaciones de MO-
RRISS v SOLURSH '8, realizadas en el embrion de raton en estadio de neurulacion, en
las que se sugiere que el soporte mecdnico que supone el incremento de las c¢lulas meso-
dérmicas subyacentes al tubo neural y la acumulacion alrededor de ellas de una matriz
extracelular rica en hialuronatos son componentes esenciales en la morfogénesis de los
pliegues neurales.

La participacién de las células mesodérmicas en estos procesos morfogenéticos em-
brionarios implica cambios morfoldgicos y estructurales en los que segiin BURGESS y
SCHROEDER4 esta necesariamente involucrada la organizacion ultraestructural de es-
tas células. De acuerdo con esto, el objetivo del presente trabajo es investigar sobre la
existencia de una polaridad de organulos en las células mesodérmicas cefilicas del em-
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brion de pollo durante la neurulacion, estableciendo los patrones de distribucion de or-
gdnulos en sucesivos estadios de desarrollo. Dichos patrones de distribucion pueden re-
lacionarse y discutirse con respecto a los acontecimientos que tienen lugar en ¢l embrién
durante el proceso de la neurulacion.

MATERIAL Y METODOS

Materiales

Para este trabajo se utilizaron 15 embriones de pollo de cada uno de los estadios de de-
sarrollo 6,8, 10 y 1219, en los cuales se recogio la region presuntiva del cerebro medio.
En los estadios 6 y 8 esta region fue definida de acuerdo con los criterios de SCHOEN-
WOLF y FRANKS20, mientras que en los estadios 10 y 12 que muestran la regionaliza-
cion de la region cefélica en tres vesiculas, la region del cerebro medio corresponde a la
segunda vesicula encefélica: el mesencéfalo.

Microscopia electrénica

Todas las piezas embrionarias recogidas se procesaron para microscopia electronica
de transmision segtin el siguiente protocolo. La fijacion se realizd en una solucion de glu-
taraldehido al 2 % con rojo rutenio al 0.1 % en tampon cacodilato (pH 7.4) durante 1
horaa 4°C, y la postfijacion en tetréxido de osmio al 1 % y rojo rutenio al 0.1 % en tam-
pon cacodilato durante 3 horas a temperatura ambiente. Después del correspondiente
lavado en tampon, las muestras se deshidrataron en etanol y posteriormente se transfi-
rieron a una solucién de 6xido de propileno, para ser finalmente incluidas en resina
Epon 812. A partir de los bloques que contenian las piezas, se obtuvieron secciones se-
mifinas (1 nm) que fueron tefidas con azul de toluidina al 0.5 % 5. Las secciones ultrafi-
nas (interferencia dorada-plateada) se recogieron en rejillas de 200 mallas y se contrasta-
roncon acetato de uranilo y citrato de plomo?. Finalmente, las rejillas se examinaron en
un microscopio electrénico de transmisién (Jeol 100 CX) operando a 60 Kv.

Método de muestreo

El método de muestreo empleado consistié en una seleccion, mediante tabla digital al
azar, de 8 bloques bien orientados en cada estadio. De cada uno de estos blogues se obtu-
vieron las correspondientes secciones ultrafinas que se recogieron en 3 rejillas de 200
mallas, conteniendo cada una de ellas 5-6 secciones ultrafinas. De este modo se obtiene
un grupo de rejillas para cada estadio, de las cuales se seleccionan 12 para su observacion
en el microscopio electrénico mediante tabla digital al azar. En cada rejilla muestreada
se selecciona una seccion técnicamente adecuada y se fotografian en cada una de ellas 10
perfiles de células mesodérmicas que contengan nucleo. Asi se obtienen 120 perfiles ce-

lulares para cada estadio que se analizan en los positivos fotograficos a aumentos finales
de 12.000-22.000 x.
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Andlists de la distibucion de organulos

Para estudiar la distribucion de organulos en las células mesodérmicas se definen en
ellas tres zonas siguiendo un criterio de orientacion dorso-ventral y tomando como refe-
rencia el nucleo. Este criterio de orientacion se ha empleado en base al trabajo de BAN-
CROFT y BELLAIRS' en el que se senala que las células mesodérmicas del embridén de
pollo poseen su eje mayor orientado perpendicularmente a la lamina basal del epiblasto.
Asi, en los extremos dorsal v ventral del nicleo se trazan dos lineas perpendiculares al
eje dorso-ventral del embrion. definiéndose tres zonas: dorsal, media y ventral (ver Fig.
n.® I). Para determinar la direccion de este eje se ha indicado en cada microfotografia la
posicion relativa del epiblasto (referencia dorsal) y de la notocorda (referencia ventral).

Definidas estas tres zonas de la célula mesodérmica. se cuenta en cada una de ellas el
numero de perfiles de mitocondrias, cisternas del reticulo endoplasmico rugoso, granu-
los de vitelo v cuerpos lipidicos. Cuando un perfil se encuentra en el limite de dos zonas
se considerara perteneciente a la zona en la que se encuentre la mayor parte de dicho per-
fil. Estos valores se transforman posteriormente en porcentajes de cada organulo en cada
zona respecto al total de la célula. En cuanto al aparato de Golgi, en cada célula mues-
treada se observa en qué zona de la misma se encuentra. De este modo los porcentajes
obtenidos expresan la proporcion de células que muestran el aparato de Golgi en cada
una de las tres zonas de la célula.

Fig. I.- Célula mesodérmica del estadio 6 en la que se indican las tres zonas (dorsal =D, media M-y ventral =V-) en las que esta
célula es dividida para el estudio de la distribucion de orginulos. n: nicleo, m: mitocondrias. r: reticulo endopliasmico rugo-
s0.v: grinulos de vitelo, 1 cuerpos lipidicos, El complejo de Golgi no aparece en la presente microfotografia. 18.000 x.
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Andalisis estadistico

Los porcentajes obtenidos en este estudio se trataron estadisticamente para compro-
bar si existian diferencias estadisticamente significativas (P <0.05). En primer lugar,
para cada organulo y estadio, se compararon los porcentajes obtenidos en las tres zonas
de la célula. Posteriormente se realizd la comparacion estadistica de un organulo en una
zona de la célula entre los cuatro estadios considerados. El test estadistico cmplcado fue
el test de independencia G basado en la distribucién de chi—cuadrado 3. A partir de la ta-
bla de frecuencia de las dos poblaciones a comparar se calcula el valor del parametro es-

tadistico G, el cual se compara con el valor tabular de chi-cuadrado para discernir dife-
rencias significativas a la probabilidad P < 0.05.

RESULTADOS
Distribucion de las mitocondrias

La distribucion de las mitocondrias en las células mesodérmicas cefdlicas de los cuatro
estadios considerados se recoge en la Tabla n.o 1. Se comprueba en ella que en la zona
media de la célula se localiza la mayor parte de las mitocondrias, aunque conforme
avanzan los estadios van disminuyendo estos porcentajes (55.11 % en el estadio 6: 39.29
% en el 12), a la vez que aumentan los correspondientes valores en la zona dorsal (18.19

% en el estadio 6; 34.06 % en el 12). Los porcentajes de mitocondrias en la zona ventral
apenas sufren variaciones durante estos estadios.

Distribucion de las cisternas del reticulo endopldsmico rugoso

; : i& i s del
En la Tabla n.° 2 se puede observar cémo existe una mayor proporcion de “Slemfil i
reticulo endoplasmico rugoso en la zona media que en las otras dos zonas de las células
i 5 ; i m-
mesodérmicas cefalicas. Los porcentajes de cisternas en la zona dorsal aumentan ta

bién ligeramente del estadio 6 (18.64 %) al 12 (29.28 %) mientras que en la zona ventral
estos porcentajes se mantienen constantes.

Distribucion de los granulos de vitelo

Los granulos de vitelo de las células mesodérmicas cefilicas se localizan preferente-
mente en la zona media y ventral de la célula (Tabla n.° 3). En la zona dorsal se encuen-
tra un pequefo porcentaje que se mantiene constante durante los cuatro estadios, osci-
lando entre un 13.04 % (estadio 12) y un 21.56 % (estadio 8).

Distribucion de los cuerpos lipidicos

Los cuerpos lipidicos de las células mesodérmicas cefdlicas del estadio 6 se localizan
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TABLA 1

Porcentajes de distribucion de mitocondrias en las zonas dorsal (D), media (M) y ventral (V) de
las c¢lulas mesodérmicas cefilicas de los estadios 6, 8, 10 y 12.

6 3 10 12
D I8.19 aA 23.12 aAB 21.79 aBC 34.06 abC
M 5511 bA 5844 bA 44.70 bB 39.29 bB
v 26.70 cAB 1544 aA 27.51 aB 26.65 aAB
TABLA 2

Porcentajes de distribucion de cisternas de reticulo endoplasmico rugoso en las zonas dorsal (D),
media (M) y ventral (V) de las células mesodérmicas cefilicas de los estadios

6.8. 10y 12.

6 8 10 12
D 18.64 aA 24.79 aAB 2577 aAB 29.28 aB
M 53,11 bA 51.69 bAB 48.80 bAB 44.55 bB
Vv 28,25 c 23.52 a 2543 a 26.17 a
TABLA 3
Porcentajes de distribucién de grinulos de vitelo en las zonas dorsal (D), media (M) y ventral (V)
de las células mesodérmicas cefilicas de los estadios 6, 8, 10 y 12,
6 8 10 12
D 19.81 a 21.56 a 14.29 a 13.04 a
M 44.34 bA 62.57 bB 42.85 bA 56.52 bB
\Y 35.85 cAC 15.69 aB 42.86 bA 30.44 cC
TABLA 4

Porcentajes de distribucion de cuerpos lipidicos en las zonas dorsal (D), media (M) y ventral (V)
de las células mesodérmicas cefilicas de los estadios 6, 8, 10 y 12.

6 8§ 10 12
D - 20.31 a 22.73 a 20.00 a
M 100 50.00 bA 21.27 aB 40.00 bC
Vv - 29.69 cA 50.00 bB 40.00 bC
TABLA S5

Porcentajes de células mesodérmicas cefdlicas que presentan el aparato de Golgi en posicion dor-

sal (D), media (M) y ventral (V) en los estadios 6, 8, 10 y 12,
6 8 10 12

D 12.50 aA - 3530 aB 45.45 aC

M 75.00 bA 62.50 aB 11.76 bC 45.46 aD

\% 12.50 aA 37.50 bB 52.94 cC 9.09 bA

Las diferencras sigmihcativas (P < 0.05) entre las tres zonas de la célula en cada estadio se indican con las letras a, b, ¢. Las diferencias

significativas en una zona celular entre los cuatro estadios se indican con las letras A, B, C. En ambos casos letras distintas indican

que existen diferencras significativas,
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en la zona media (Tabla n.c 4). En los otros estadios los porcentajes son muy variables a
excepcion de los de la zona dorsal que se mantienen entre el 20 % (estadio 12) v el 22,73
% (estadio 10).

Localizacion del aparato de Golgi

En los estadios 6, 8 y 12 la mayor parte de las células mesodérmicas cefalicas (un 75 %,

62.50 % y 45.46 % respectivamente) presentan el complejo de Golgi en la zona media de
la célula. Sin embargo, en el estadio 10 dichas células muestran este orgdanulo ¢n la zona

ventral (52.49 %) mds frecuentemente que en la zona media (11.76 %) y dorsal (35.30 %)
(Tablan.c3).

DISCUSION

La organizacion y estructura de las células mesodérmicas estd notablemente nlﬂ'lucn;
ciada por el microambiente celular en el que estdn inmersas. FISHER y SO_LURSH
realizaron una serie de experimentos con células mesodérmicas de distintas rcz:’»lO”_L‘ff g~
brionarias para comprobar esta influencia del ambiente local sobre la organiZ*‘C‘f)“ de
las células mesodérmicas, encontrando que substratos como la lamina basal del CP'bl'ﬁ?'
toy del neuroepitelio inciden sobre las caracteristicas de expansion y sobre la morfologia
de las células mesodérmicas. Los contactos que estas células establecen con otras ho_lz?s
embrionarias indudablemente acenttian atn més las variaciones estructurales de las cé-
1ll11as mesodérmicas. De este modo, se ha sefialado que durante los estadios de ncur.ulﬂ-
¢ion craneal en el embrién de pollo el mesodermo cefilico esta estrechamente asociado
con la notocorda y con el endodermo !2.

En nuestro estudio sobre la polaridad de organulos de las células mesodérm icas hemos
de tener en cuenta estos hechos que limitan notablemente la interpretacion de nucstros
resultados. BANCROFT y BELLAIRS! han sefialado que en el embrion de pollo en
neurulacion las células mesodérmicas proximas al epiblasto se orientan con su gje mayor
perpendicular a la lamina basal del epiblasto, lo cual concuerda con los criterios de pola-
ridad dorso-ventral utilizados en este trabajo. Siguiendo este criterio, en nuestros resul-
tados 1lama la atencién el hecho de que a medida que avanza la neurulacion. en la zona
dorsal de las células mesodérmicas cefilicas se localizan un mayor numero de organulos
como mitocondrias y cisternas del reticulo endopldsmico rugoso (Tablas n.o 1 y 2). Este
hecho puede correlacionarse con determinadas circunstancias como pueden ser la pro-
duccién de fibras de la matriz extracelular durante la neurulacion, fibras que uncn a las
c¢lulas mesodérmicas entre si y a éstas con la membrana basal neuroectodérmica s, o
bien con la emigracion de estas células que también se relaciona con materiales de la ma-
trizextracelular!s. 16.

Cuando observamos la distribucién de organulos en las células mesodérmicas de cada
estadio (Fig. n.® 2), se comprueba como en los estadios 6,8, 10 y 12 existe una notable
correlacion entre los porcentajes de distribucion de mitocondrias y de cisternas del re-
ticulo endoplasmico rugoso en las tres zonas de la célula. El hecho de que esta relacion se
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Fig. 2.- Histogramas que muestran la distribucion de organulos en lis zonas dorsal. media v ventral de las eélulas mesadérmicas ceo-
filicas del embrion de pollo de los estadios 6, 8, 10y 12 m: mitocondrias. 2 reticulo endoplismico rugoso. v: grinulos de vi-
telo. I cuerpos hpidicos. g aparato de Golgi.
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presente en los cuatro estadios considerados nos hace pensar en una interrelacion estable
que quizas tenga algin significado en las células mesodérmicas durante la neurulacion.
En algunos tipos celulares como es el caso de las células endoteliales de Nenopus laevis?
o en las células del musculo cardiaco?? la relacidn mitocondrias/reticulo endopldsmico
rugoso estd involucrada en la locomocién de las mitocondrias.

En otras fases del desarrollo embrionario también se ha verificado una interrelacion
entre ambos orgéanulos. Los ovocitos de Xenopus laevis se caracterizan por un gran acu-
mulo de mitocondrias3 entre las cuales se aprecian un gran numero de vesiculas que per-
tenecen al reticulo endopldsmico rugoso !7. Recientemente los trabajos de algunos auto-
res:25 han descrito la intima relacion entre ambos organulos durante ¢l desarrollo del
epitelio renal e intestinal. En ambos epitelios estos orgdnulos se orientan en una direc-
_Cién apico-basal y la presencia de las cisternas del reticulo endopldsmico rugoso puede
influenciar la forma de la mitocondria. Esta analogia entre el desarrollo mitocondrial y
la diferenciacién del reticulo endopldsmico rugoso sugerida por GAFFIERO ¢r a/® para
la}s células epiteliales renales e intestinales puede ocurrir en las células mesodérmicas ce-
filicas del embrién de pollo durante la neurulacion.

Los histogramas correspondientes a la Fig. n.° 2 nos permiten sefialar otro tipo de co-
rrelacion entre la distribucién de los granulos de vitelo y los cuerpos lipidicos por una
parte y la posicion del aparato de Golgi en las células mesodérmicas por otra. En los es-
tadios 6, 8 y 12 las inclusiones lipidicas y vitelinas se localizan preferentemente en la
zona media de la célula mesodérmica, lo cual se relaciona con el hecho de que en la
Mayoria de estas células el aparato de Golgi se presenta en la zona media. Por otra parte.
en el estadio 10 existe un mayor porcentaje de granulos vitelinos e inclusiones lipidicas
enla Z0na ventral de la célula, en la misma zona en la que mayoria de las c¢lulas de este
estadio aparece localizado el aparato de Golgi.

Esta relacion puede explicarse en términos de la reserva energética y proteica que su-
bonen los cuerpos lipidicos y los granulos de vitelo respectivamente 6. Ambos tipos de
inclusiones son utilizadas por las células mesodérmicas durante la neurulacion. ya que
se ha observado que su densidad de volumen disminuye en estas células en el curso de di-
Choiproceso 19, La utilizacién de las reservas lipidicas y vitelinas por las c¢lulas embrio-
narias requiere, segiin KAYAHARA 14, la participacion de los complejos enzimaticos
contenidos en el aparato de Golgi. Asi, este autor ha detectado en las células de la noto-
corda actividad fosfatasa 4cida tanto en los granulos de vitelo como en las cisternas del
aparato de Golgi, asi como una proximidad manifiesta entre ambos organulos. En las cé-
lulas n?esodérmicas cefilicas durante la neurulacién la interrelacion inclusiones lipidi-
cas y vitelinas/aparato de Golgi refleja el proceso de consumo de dichas reservas energé-

ticas y proteicas por parte de estas células en un periodo en el que sufren activos movi-
mientos migratorios.

RESUMEN

Empleando un criterio de polaridad dorso—ventral, las células mesodérmicas cefalicas
del embrion de pollo de los estadios 6, 8, 10 y 12 se dividen en tres zonas: dorsal, media y
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ventral. En cada una de ellas se obtiene el porcentaje de mitocondrias. cisternas del re-
ticulo endopldasmico rugoso. granulos de vitelo v cuerpos lipidicos, asi como los porcen-
tajes de localizacion del aparato de Golgi en cada zona. Se observa que a medida que
avanzan los estadios en la zona dorsal aparecen mayores proporciones de mitocondrias y
de cisternas de reticulo endopldsmico rugoso. Ambos orgdnulos muestran una correla-
cidn en su distribucion durante los cuatro estadios. lo cual puede tener algun significado
en el desarrollo de las células mesodérmicas, del mismo modo que ocurre en otros proce-
sos del desarrollo embrionario. La distribucion de los granulos de vitelo v los cuerpos li-
pidicos se relaciona con la localizacion del aparato de Golgi, lo que parece indicar que la
utilizacion de dichas reservas lipidicas vy vitelinas por parte de las células mesodérmicas
requiere una estrecha relacion entre el aparato de Golgi v las mencionadas inclusiones.

ORGANELLE POLARITY IN THE HEAD MESODERM
CELLS OF THE CHICK EMBRYO DURING
NEURULATION

SUMMARY

Head mesoderm cells from the chick embryo at stages 6, 8, 10 v 12 were subdivided
into three zones: dorsal, median and ventral. following a criterion of dorso-ventral pola-
rity. In each zone the percentages of mitochondria. rough endoplasmic reticulum cister-
nae, yolk droplets and lipid bodies were obtained, as well as the percentages of Golgi ap-
paratus localization in each zone. In the dorsal zone percentages of mitochondria and
rough endoplasmic reticulum cisternac increase as neurulation proceeds. Both organelle
show a percentage correlation at the four stages, which seems a result of meaning in the
mesoderm cell development, as described for other developmental procceses. The yolk
and lipid distribution is related to the Golgi apparatus localization, which seems to indi-
cate that the yolk and lipid consumption in the cephalic mesoderm cells requires close
relationships between yolk and lipid inclusions and Golgi apparatus.
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