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SUMARTIO

Se ha revisado el ccnceptd de diferenciacidn celular:—
En primer lugar; se confronta con los de morfogénesié y creci-—
mientol Posteriormente se pasa revista a las ideas actuales so-
bre el problema, concretamente alﬂconcepto "diferenciacibn cdmo

actividad epigenética":

Se propone un modelo de estudio en el cristalino; Se -
analizan los cuatro grados de diferenciacién de las células --
cristalinianas con respecto a su contenido en proteinas, LDH y

grupos QSH:

También se aislan 105 ribosomaé del érgann Yy se proce-
de a su anflisis quimico e inmunolﬁgico: Los resultados muestran
unas diferenclas guimicas correlativas a la diferenciaqién moy-
fol6gicas; y se comprueba inmunolfgicamente la presencia de al-
fa cristalina en los ribosomas; La significaciﬁn de los resulta
dos se discute en términos con su relacién con el proceso onto-

génico de inducclén del cristalino por la retina:

Se concluye discutiendo la correlacién entre cambios -

macromoleculares y cambios morfolégicos.



PARTE I. INTRODUCCION Y CONCEPTOS

La diferenciacién es el proceso por €l cual un tipo da-
do de célula se transforma en otro; La emplitud de esta defi-
nicién debe necesariamente restringirse en el terreno gque nos

ocupa, como ya veremos més adelante.

Hemos, en primer lugar, de hacer hincapié en el hecho -

de que definimos la diferenciacifin como un proceso celular, -

que afecta @inica y exclusivamente a la célula.

Una diferenciacifn "orgénica" serfa una morfogénesis, —
concepto que, por razones de claridad, separaremos ya de ante

mano de nuestra discusién.

Una distincibn importante, y necesaria, es la de sepa——
rar de nuestra discusifén toda alusién a las diferenciaciones
“patolﬁgicas": Estas reciben sus nombres concretos en Histopa
tologfa, tales como metaplasia; anaplasia,»displasia; etc: Na
sotros resﬁringimos nuestro estudio al proceso de diferenciae

clén normal de una célula:

La segunda réstriccién consiste en considerar la dife--

~ renciacién como un proceso ontogénica, no filogénico.



Es habitual en los tratados de Zoologfa hablar de orga-
nismos y 6rganos més "diferenciados", como término comparativo
para designar la evolucién filogénica alcanzada; No es tal —
nuestro prop6sito; por otra parte, la aplicacién del término
“diferenciacién" aplicado a la murfologia comparada pradiépo~
ne, @ nuestrs entender, a tener "in mente" perjuicipsvnacidas
de la superada teorfia recapitulativa de HAECKEL: Ademés; al —‘
igual gue la consideracifn de 1a_diferenciaciﬁn "patolﬁgica;—
harfa que nuestro estudio se diluyera demasiado, y en un te—-

rreno francamente dificil expuesto a errores de concepcifn,

Adn hemos de restringir més el concepto de diferencia——
cibn arriba expuesto. Esta tercera restriccifn es la méds im--

portante, pues su aceptacifn implica la de las dos anteriores.

Consiste en gque s6lo considerarémos como diferenciacifn
el proceso devtransfurmaciﬁn celular regido por el proplo sis
tema genético de la célula;’en la medida que el ambiente lo -
permita o lo regule: Pero dado gue el ambiente en que estéd in
mersa la célula en diferenciacién es habitualmente otro con-—
junto de células con guarniciones genéticas homélbgas; perte—
necientes al mismo organismo, la causa de la diferenciacifn -
radicarfa en Gltimo término en el gencma del individuo; gue -
para WAGNER vy MITCHELL (1964) (65) representarfa una "norma -

de reaccién".



Esta Gltima restriccifn nos exige un comentario més am-

plio. En primer lugar, veremos que esta exigencia satisface -

las dos anteriores. En efecto: si la diferenciacién es un pro

ceso controlado genéticamente, ha de ser por:

a)

Necesidad ceiular, ya que la célula es =
la unidad biolégica de manifestacibn ge-

nética:

Necesidad ontogénica, y no filogénica; -
pues no poseemoé elementos de oxperien——
cia suficiehtes pafa afirmar que dos es-
pecies diferentes tengan un determinada
n@meroc de genes absolutamente iguales u
homolégos que influyan en le.diferencia-

cifn de una misma estirpe celular;

Necesidad fisiol6gica, ya qué una dife——
renciacibn patolbgica exige la presencia

de elementos ajenos al genoma,

Esta Gltima condicifn, sin embargo; se -
refiere a elementos introducidos en el -
curso de la diferenciacién una vez inicié
da, esto es; a la manifestacién anormal

de un gen o genes, sin que pretendamos re



ferirnos a la manifestacifn de un gén ——
anormal o mutante que si bien desde un -
- punto de vista clinico el médico puede -
considerarla enfermedad; como bi6logo ha

de ver en ello una mera anomalia.

Llegamos de esta manera a redefinir la diferenciacifn -
como el proceso de transformacifin celular que ocurre en el de

sarrollo entogénico normal y que estd genéticamente determing

do:

Aln hemos de confrontar el concepto de "diferenciacifn"
con los otros dos procesos entogénicos fundamentales: La mor-

fogénesis y el crecimiento.

iSon en realidad procesas diferentes?: Esta es una oueg’
tién 1argamente debatida desde hace mucho tiémpo por los bib-
logos del desarrolla. Morfogénesis es; seglin indica su etimo-
logfa, la génesis de laforme. La forma del individuo es la in

tegracién arméfnica de las formas de sus 6rganos; y los 6rga——

nos son complejos multicelulares.

De esta manera reconocemos en la forma, grados diversos
de complejidas. E1 grado minimo serfa la forma celular; suce-

sivamente, le seguirfan el tejido, el 6rgano y el individuo,



Dejéndonos llevar por esta cdnceptuaciﬁn en gradiente, Segﬁn
la ihtensidad de la integracién alcanzada, veriamos que en—-
- tre morfogénesis y diferenciacién sélé existirfa una diferen
cia cuantitativa: 5i morfogénesis es el origen de la furma -
de tejidos, 6rganos e individuo, diferenciacifn seria la gé
riesis de la Torma celular: Naturalmente, esto no es cierto:
La morfogénesis a nivel celular es sfloc un aspecto de la di-
ferenciacidn:'Eéta exige, ademés, cambios funcionales, bio——
gufmicos, inmunolégicos, étc;, no siempre detectables por el
simple anélisis morfolfgico, comoc se detecta una morfogéne——

sis;

Cuesti6n aparte es la interdependencia de estos proce—-
sos: Que la diferenciacifn sea condicién previa para la morfo
génesis o viceversa, son hechoé gue abundan en la experiencia
embriolﬁgica: Ello no cbsta para gue se trate de dos proceéos
totalmente diferentes: La forma de un 6rganc no es més que _—
éso; la diferenciacién de la célula, por el contrario; intro-
duce el términb ?funciﬁn" en el desarrallo ontbgénico; y la =

funcién representa un grado de complejidad diferente;

La independencia de estos dos procesos enunciados hasta f
aqui con el crecimiento es bien notoria: Una célula diferen--
ciada puede crecer o no; sin alterar; suU. proceso diferenﬁiati
vo; o un Srganc puede hacerlo sin alterar pafa nada su>patr6n

morfolbgico:



No obétante, debe quedar clarc que los tres procesos méﬁ
cionados se separan meramente a efectos de estudio; en la dié
cusifin previa no hemos pretendido preconcebir que sus causas
y mecanismos Intimos sean radicalmente,diferentes: La sepatg
cifén es algo, pues, gue tiene un poco de verdad y otro pdCo
de arbitrariedad. La unidad absoluta del individuo debe gque-—-

dar siempre por encima de todas estas consideraciones.

Tras estas conceptuacifn previa, vamos a abordar el pro

blema de la diferenciacifin desde dentro;

Ya en el detallado anélisis due VON BAER hizo en e1 si-
glo pasado del desarrcllo del embrién de pollo (VON BAER,1832)
(3), nos encontramos con claras alusiones al fenfmeno de la di
ferenciacidn: Efectivamente, dicho autor sienta lﬁs COnceptos
de las tres hojas germinales y de la diferenciacifn de sus qé
lulas: Los detallados anélisis posteriores, feferidos a los =
clésicos animales de experimentacifn en Embriologia (pollo, -
tritén, salamandra, erizo de mar), asf como al hombre; no ha-
cen més que generalizar este concépto, viéndose acelerado di-
cho proceso por el gran auge que a fin de siglo tom6 la Histo
1og£a; Buena prueba de ello es la monumental “Histogénesis‘--
del Sistema Nervioso en el hombre y en los vertebrados" de RA

MON Y CAJAL (1899) (49).

Las décadas siguientes ven la aparicifn de dos nuevos -



cuerpos de doctrina scbre los que se fundamentan nuestros ac=
tuales conceptos del problema: En primer lugar, la teoria ge-
nética que, propuesta por MENDEL (42) % por'cﬁra parte; el de
sarrollo de la Embriologia Expérimental a partir de H:’SPEMAMN
(193e) (s57).

Veamos por separado qué importan ambas para la discusién

del fenéfmeno gue nos OCUpa:

La tecria genética mendeliana propone que los caracte——
res heredados se deben a la presencia en las células del orga
nismo de unos factores llamados genes, gue pasan a la descen—
dencia seglin unas determinadas leyes, gque en conjunto vienen

a significar gue:

a) Estos factores son independientes unos de otros, al

menos en principio,

b) E1 nfmero de genes que posee una especie viva es --
constante pera la misma, recibiendo cada individuo -
una mitad del némero total por parte de cada uno de

sus dos progenitores.

c) E1 conjunto de genes de un individuo se llama genoti
po, mientras que el conjunto de caracterss sométicos

morfol6§icos, bicguimicos, inmunolbégicos, etc,, se -

conoce como Fenotipo: El fenotipo se produciria a —-



partir de la accidn conjugada del genotibo y del am-

biente:

d) Los genesrestén materialmente reunidos en varios grg
pos, conoccidos comoc grupaos de ligamiento: Dentro de
cada uno, los genes estén agrupados linealmente: Egm-

- tos grupos de 1igamiento radican en ias estructuras

celulares llamadas cromosomas.

La primera cuestifn nacida de la teorfa genética clési-
ca con respecto a la diferenciacifin es obvia: dos células del
mismo individuo; pero diferenciadas en sentido distinto; pAs]a 2
seen los mismos genes?; la respussta de la moderna Biologla -
es que por todos los indiwios, parece que sI. De aqul podria
desprenderse que la diferenciacién, pues, no estaria genétiqg
mente determinada, va gque de célula a célula no varfa la car—
ga genética; esto nos llevarfa al absurdo de admitir que nin-
“guno de nuestros caracteres somiticos es heredadO: La salida
a este Gltimo dilema consiste en suponer que, en dos células
del mismo individuo, de diferenclacisn desigual, lo gque oCu--
rre es que difieren en la cantidad y clase de genes que estén
activos en un momento dado. Hemos de admitir gue esta diferen
cia, a su vez, esté también genéticamente controlada, Los mo-
dernos estudioé geﬁéticos realizadaos en microorganismos; tam—
les como la teoria de la induccidn enzimética, parecen confir

mar brillantemente estas ideas y no faltan ejemplos relativos.



a organismos superiores, gue tendremos ocasifin de tratar.

Asf las cosas, parece evidente que la diferenciacién se
realiza gracias a la actividad genética "Diferencial" de unas
células con respecta a otras:'Pera el ;c6ma? sigue sienda una
pregunta fundamental de la biologia moderna del desafrollo; v
aunque parece en vias de solucifin, hemos de reconoder que la

respuesta esté aln envuelta en la mayor oscuridad.

Siendo este conceptode "actividad genética diferencial®
la aportacibn de la Genética clésica al cocnocimienty de los -
mecanismos del desarrollo, veamos seguidamente la evolucibn -

de la Embrioclogfa experimental:

Lasrexperiencias de SPEMANN scobre huevos de anfibios -~
(sPEMANN, 1938) (57) permitieron conocer los mecanismos bAsie
cos de interaccifn entre las partes del animél en desarrollo:
- Este investigador sintetizé sus experiencias en‘lbs conceptos
de induccién y organizacién embrionaria, sentando asf las ba-

ses para la comprensifn causal del fenfmeno diferenciativo.

- En consecuencia, la idea de gue la actividad de los ge—~
nes causara el fenfmeno de la induccifn embrionaria surgi6 pé
pidamente: Un grupo de investigadores; entre ellos: HOLTSFE~-

TER (1935) (24) y WADDINGTON (1936) {64), etc.,bmpez6 a traba

Jar en la blsgueda de "sustancias inductoras" a las que se pU
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diera atribuir un efecto de tal clase: Esta blsqueda no iba =
del todo de acuerdo con el parecer de SPEMANN (1;938) (57) -
cuyo vitalismo; camo séﬁala WADINGTON, se oponia a la idea de

un tal "atomismo ontogénico" (WADDINGTON, 1961) (62)§

En principib no parecif encontrarse nada positivo en di
cho camino; este Gltimo autor refiere gue incluso el azul de
metileno se le encontraron propiedades inductoras: No aobstan-
te, se fue acumulando4evidencia scbre la naturaleza quimica o.
molecular del inductor: El‘problema continda en pie hoy, y a

decir verdad, un tanto més complejog

Lo gue estas dos tendencias de investigacifn han rendi-
ao a la biologia del desarrcllo, podrfa de manera aforistica
resumirse asi: "La diferenciacién embrionaria es uﬁ proceso -
producido por la actividad diferencial de los genes; ésta esté
regida por influencias fisico quimicas a su vez genéticamente

'prchrmadas":

Con estas ideas se llega a la "edad contemporénea" de -
1a'Biolog£a dél desérrollof Esta fase esté& caracterizada por
una serie de lineas concretas de investigacién: estructura —
primaria del gen, estructura molecular de las proteinas;'acti
vidad primaria'delvgen, organizacifn de la misma; y més recien

temente, regulacién de la misma. Todas estas lineas poseen en
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comin el cardcter de analizar, observar y experimentar el com
portamiento de las macromoléculas biclégicas, vy de ahf que su
conjunto sea hoy conocido con el nombre de "Biologfa molecu——

lar",

Fue el transcendental descubrimiento sobre la naturalé—
za del principio transformador del neumococo, que resultf ser
el DNA; el que abrif camino a las citadas lineas de investigé
ciﬁn: Mencionaremos a continuaciﬁn algunos de los pasos més —

notorios que se han dado en estos Gltimos afios:

En primer lugar; la hip6tesis de algunos autores sobre
la relacifn entre RNA y sintesis de,proteiéa,'brillantemente
confirmada por experimentos "in vitro"™ con posterioridad; la
elucidacién de la estructura del DMA por WATSON (1955) (66),
la investigacifin exhaustiva sobre la estructura proteica pri-
maria, secundaria,vterciaria y cuaternaria llevada a cabo por
INGRAN (1963) (30), PERUTZ (1562) (46), etc., centrando de un
modo particular su investigacifn sobre 1aé hemoglobinas y la
mioglchina; el reconocimiento de tres especies moleculaf Y —
funcionalmente diferentes de RNA; el "Cé6digo Genéﬁico"; por -
los equipos de KORNBZRG (1955) (34) y NIREMBERG (1963) (43);
la genética del bacteri6fago BENZER (1965) (6); la genética de
E:COli; el modelo operon de JACOB y MONOD (1959) (31) vy otros
muchos gue hacen que entre los biflogos actuales exista una -
especie de optimismo "molecular" anélogo al optimismo bacte—~

riclégico de principio de siglo (WATSON, 1965) (66).
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Lo cierto és que estas cadenas ininterrumpidas de descu
brimientos han hechc que el fenﬁmeno.de la diferenciacifn se
vea hoy con una maycr ’profundidad y'precisif-n gue en épocas -~
anteri‘cres:' Tgataremos de compendiarlo en el capitulo siguie_l;_x_

te:



PARTE II. EL CONCEPTO ACTUAL DE DIFERENCIACION

El estudic comparativo de los tejidog vivos se ha veni-
do haciendo clésicamente segln cuatro diferentes puntos de ——
vistas: morfolégico, bioquimico; inmunolégico y funcional. Es-
tas cuatro aproximacidnes han hecho que hoy dia se disponga -
de una gran cantidad de datos sobré la biclogfa comparada de
los diversos tejidos, lo cual hemos visto que es una conse——-

cuencia del proceso diferenciativoc de sus células.

Pero existe paralelamehte uﬁ'cdeIO de evidencia a fa~~—
vor de que estas cuatro "maniféstacianes" ag la vida de la c§
lula: forma, funcibn, antigenicidas y metabolismo; puede re-
ducirse a una sola: todas ellas serfan consecuencia de la ac-
tividad biol6gica de las proteinas que la célula sintetizara.
Naturalmente, no todos los procesos vivos puéden hoy explicq:
se en esos términos; lo gue ocurre es que precisamente adque—-
1llos cue hoy se conocen con mayor profundidad, tienen sd ©XKeee
plicacién en la intervencién de proteinas de manera decisiva

y aspecifica:

Discutiremos ahora desde dicho punto de vista la deter-
minacién de la forma, metabolismo e inmunclogia de la célula

viva.
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A) GENESIS DE LA FORMA CELULAR.-

La forma celular es naturalmente algo més que la suma —
de las formas de sus orgénulos: Posiblemante; la forma dé una
célula aislada estén parte determinada por la disposicifn ge—
neral de su retféulo endoplésmico, y dentro de €1, de los or-
génulos celulares: Ahora bien, el medio ambiénte de la cé€lula
-medio internc de los animales superiores—- ha de suponerse _—
que ejerce una influencia decisiva sobre la forma celular "in
vivo": Por otra parte, una eélula dada, en un tejido posee una
morfblogia, determinada en gran parte por la de las células qg
yacentes: Esto hace que nos veamos cbligados a admitir una f;
éierta "reactividad" de la superficie celular respecto a lo

gue la rodea:

A lgunos agregados artificiales de células, gue carecen
de un patrén morfogénetico, hacen que sus e}ementos adopten -
basta cierto puntao una forma aleatoria, (nicamente determina-
da por fuerzas fisico-cufmicas tales como viscosidad; carga -
eléctrica; tensifn superficial, etc:, que bien pueden encon-—-
trarse también en 1a‘celdlé muerta. Estos agregados "aleatom—
rios" adoptan una configuracifn semejante a la de 1as espumas

(HEILBRUNN, 1958) (23).
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En otras ocasiones,‘el agregado artificial se dispone se
giin un patrfn morfogenético més crdenado, y entonces se recong
ce que un elemento especificamente "vivo" toma parte en el pro

ceso,

Podrfa en algunos casos tratarse de la formacién de dqg
mosomas; en otros, de una "anisotropia" hipotética de la super
ficie celular; en otros casos se postula una reactividéd de ti
po inmunolégiGU: Todos estos mecanismos propuestos, y muchos
otros no citados, poseen en«comdn el que pdstulan sieﬁpre una
"yeactividad" hipotética de la superficie celular, explicable
posiblemente en términos de actividad macromolecular: protel-
nas y lipoprotefnas superficiales y enzimas en el interior de
la célula. Con todo; la determinaci6n de la forma celular en
“conjunto, es un problema demasiado complejo como para ser sim
plificado hasté ese extremo: Ya citamos arriba due pueden ine
fluir la disposici6n general del reticulo endoplésmico y de -
los Drgénulos, la polarizaciﬁn funcionai de la célula como —-
por ejemplo, en los epitelios secretores con su polo vascular
y su polo funcional, y la existencia y disposicif6n de los esé

tromas, etc....

Nb obstante, el més profundo conocimiento que hoy s ==
tiene sobre otros problemas morfogéneticos més simple hace —-
gue la teorfa macromolecular de la determinacifn de la forma
puede ser hoy considerada como una hipftesis de trabajo muy

aceptable: .
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A un nivel de complejidad inferior, nos encontramos el
problema de la determinacifn estructural de los orgénulos ce-
lulares. En éstos, la naturaleza macromolecular "salta a la =
vista"; Las técnicas de ultracentrifugacién preparativa; gue
més adelante detallaremos; han permitido disponer de cantidea-
des razonables de estos orgénulos; con un aprecialle gradp de

integridad y homogeneidad:

De esta manera se ha llegado a conocer 1a‘estructura ig
tima de las mitocondrias,del reticulc endoplésmico, de los ri
bosomas, de los elisosomas y complejo de Golgi, de los COrg——
plastos;etc: En todos estos estudios se ha demostrado que el
armazén de estos orgénulos es de naturaleza proteica; es més,
estudios inmunolégicos realizados sobre estas bases han permi
tido detectar antfigenos proteicos cuyos antisueros presentan
reaccifn cruzada con los homélogos de otras especies; 1o due
indica un patrén comln de construccifn, que veremos MEs adEe—
lante y que en biologfa moderna se considera como un patrén -

comfin de infarmacién (WADDINGTON, 1962) (63).

No obstante, no podemos ver todavia las macromoléculas
proteicas como las determinantes integrales de la forma; las
podemos ver como "causa material", pero no como "causa efi——-

ciente"., No podemos afirmar que la estructura de un nlmeroc 1i

mitado de protefnas pueda determinar la de un complejo macro;

’
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molecular; por tanto, tenemos que suponer la existencia de me
canismos reguladores que dirijan el proceso de construccifn -

de estos orgénulos a partir de sus protelnas estructurales:

La morfogénesis de las formas de vida més simples 95‘_.
més accesible al estudic causal. Asf, en el virus del mosai=
co del tabaco { VMT), ha sido analizada extensamente 1a,pfote§
na de cubierta, llegdndose a la conclusién de que su sintesis
estd dirigida por un solo gen {CASPAR] 1963)‘(10); Aislada es
ta proteina, y reagregada Qajo determinadas condiciones, en -
ausencia del principio ihfectante, BNA, adopta esponténeamente
furmas bacilares completamente indistinguibles del virus infec
tivo: Esto significa que en la estructura de la proteiné de -
guibierta va contenida toda la informacién necesaria para la
construcci6n de la forma viral.Este hecha; en férminos viral§
gicos, se expresa diciendo que el MMT posee una morfopoyesis

de primer orden, (KELLENBERGER, 1966) (33).

Dg igual manera; diversos adenovirus poseen una forma
icosaédrica gue al parecer esté informada Gnicamente por dos
tipos de protefnas (HORNE y coll; 1959) (25); una con simg——-—
tria senaria y otra con simetria quinaria: Ahora bien; en es—
te caso la‘cuestiﬁn debe ser més compleja, pues sus proteinas
no se reagregan en icosaedros una vez aisladas, lo cual signi

fica que la formacibn de la partfcula viral, ademés de la in-
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formaciftn vehiculada por ambas proteines, requiere informacibn
a idicional de tipo regulador:'PUr ello los adenovirus serian

morfopoyéticos de segundo orden.

Donde este segundo orden ssta claro, es sin duda en los
bacteri6fagos de la serie T-par, y concretamente; en el T-A:
La morfologia de estos virus es més compleja= constan de una
cabeza en forma de icosaedro prolado, una cela en forma cilin
drica y una placa de base situada en el extremo base de la cg
la o extremo libre, en cuy; periferia se insertan una serie

"

de filamentos}

Los estudios genéticos en eske fago (WOOD y EDGAR,1967)
(67) permiten reconocer un tipo fﬁndamental de morfbgénesis -
para cada una de éstas estructuras; se pueden conseguir mutan
tes sin filamentos, etc:, 1o cual reduce a un primer orden la
morfogefiesis aislada de estas estructuras; Pero también exige—
ten mutantes que, siendo capaces de sintetizar las estructuras
_citadas, fracasan en la agrupacifn de todas ellas para formar
una partlicula virica normal. Esto nos lleva a la conclusifn -
de que en el virus sélvaje tiene que existir una informacibn
referente al modo de agregacifn de las estructuras virales:
: Ademés,‘la informacibn requerida ha de ser mﬁltiple; no dnica;

pues estos mutantes se pueden producir actuando sobre fiver—



sos locis del genioma dél bactariéfago;‘Hasta el presente se -
conocen méé de 20 genes encargadés del proceso morfogenético

del bacteriffago, y su lugar en el cromosoma del mismo esté -
perfectamente determinado por experimentos de recombinacidn:

Pensemos ahora que si se necesita este respetable actmulo de

informaci6én para la morfogénesis de uno de los seres vivien--
tes més simples, es lb6gico pensar que para una complicada cé-
lula de mamifero se necesitard mucho més, y de un orden morfo
poyético muy alto. Esto no{excluye que la informacitn requepi
da pueda ir en forma de protefnas, pero su estudio se hace 16

gicamente mucho més complejoi

Resumiento, podemos decir que la formacde la célula esté
determinada por serie de informaciones a diversos niveles de

complejidad,

lLa actualkddctrina de la actividad genética dice que to
da informacifin necesaria para uﬁ ser vivo esté expresada en -
forma de una secuencia de nucleftides deAsu DNA, y que por in
termedio del RNA se manifiesta en forma de proteinas (WATSDN,
1965) (66): Perc la aplicacifn de este esquema a los proble-;
mas ﬁe la morfogénesis celular dista afin mucho de estar per——
fectamente establecida. Como dij&mbs més arriba; puede consi-

derarse como una hip6tesis de trabajo; pero nada més;
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B) BIOQUIMICA DE LA DIFERENCIAGION CELULAR,—

La oscuridad que hemos visto extenderse‘en'el terrenny;
de la determinacifn de la forma, no lo hace, aFortunadamente;
en lo que a la bicguimica celular se refiere: Aun cuandsc MuUe-
chas pautas metabflicas permanecen sin esclarecer, una gran -
- mayorfa de las mismas se conocen incluso hasta el nivel de la
cinética guimica de sus reacciones en particular: Este espec—~
tacular avance.de la biogufmica ha tenido para el bi6logo del

desarrollo, interés primordial en los siguientes aspectos:

a.- Metabolismo celular y enzimologia;
b.- Estructura y configuracibn de las proteinas.
c.~ Estructura y configuracifn de los 4cidos nucleicos.

d:- Dinédmpica de la sintesis proteica y funcifin biol6gi-

ca de los &cidos nucleicos.

Desde un principic se le ha dado a la célula diferencia
da determinadas propiedades biogufmicas gue la distinguen de
otros tipos celulares. Asi; las celulas de la serie eritropo-
yética son capaces de sinterizar hemoglobina, mientras que --
las células beta del péncreas pueden producir insulina: De Qg
ta manera se observa c6mo las células diferenciadas se distiﬁ
guen por los productos de su aotividad; lao cual correshande;

de manera general, a diferencias metab&licas.



Existe actualmente una gran cantidad de datos sobre es-
tas diferencias entre tejido y tejido (WAGNER y MITCHELL ,1964)
(65). Es por lo tanto un rasgo tfpico de la diferenciacién ce
lular la adaptacifn del metabolismo a las necesidades‘de esa
misma diferenciacién; el contrcl bioquimico del metabolismo -

tendré un papel decisivo, pues, en la determinacién de éste,

La actividad metab6lica celular estd dirigida por los -
enzimas, y la naturaleza de éstos es proteinicaé Quizé la pri
mera relacifn trascendente entre la genética y la bioquimica
celular fue la hip6tesis "un gen, un enzima" de BEADLE (BEAD-
LE y TANTUM, 1941) (5). Esta teorfa pretende que el producto
de 1la actividad de un gen es una protelna con actividad enzi-

mética y con un determinado papel en el metabolismo celular:

A esta hipStesis se 1llegf por via de diversos hechos;por
ejemplo, la variacifn del color de determinadas plantas, deQi
da a la presencia o ausencia de ciertas antnciahinas, es debi
da a la presencia o aUSencia de sintesis por parte de sus. cg
rrespondientes enzimas (LAWRENCE, 1950) (35); también, el es-
tudic de mutantes efectivos en bacterias, que reduerian pa-
ra su crecimiento metabolitos que no podian sintetizar para -
su crecimiento por carecer de los enzimas correspondientés; y
entre otpos muchos; quizé haya sido el més importante el cong
cimiento de los errores innatos del matabolismo en el}hombre;

que, camenzando por GARROD (GARROD,1923) (18), el cual sostu-
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vo al respecto unas hip6tesis verdaderamente precursoras, ha
culminadoc en determinar, casi para todos ellos, cuél es la =
"lesifn biogufmica" fundamental, gue siempre resulta ser un =

defecto enzimético.

Este aclmulo de evidencia vénia a poner de manifiesto -
gue el control del metabolismo es ejercido por el genoma a —-—
través de la sintesis de enzimas; por &anto, si entre las cé-
lulas del orgénismo adulto existen diferenciaé metabblicas sa
. glin sea su diferenciacién, la hipf6tesis més simple es pensar
que sus genomas, en principios exactamente iguales, "funclo--
nan" de maneradistinta, de acuerdo con la diferenciacién que

ha seguido cada una de ellas.

La hip6tesis "un gen, un enzima" ha sido brillantemente
superada, pero no rebatida: Decimos superada porgue se ha ge-
neralizado a los términos "un gen, una proteina, con o sin ag
tividad epzimética": Otra vez aqul la genética humana ha teni
do un importante papel, y precisamente én el estudio de la es
tructura, configuracifn y mutantes de las hemoglobinas; asi -
como el eétudio genético de las hemoglobindpatias: Por prime-
ra vez gued$ demostrado gue la sintesis de una proteina es—e——
tructural, no enzimética; esté genéticamente determinada (IN-

GRAN, 1963) (30).
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En el camino inverso, los estudios realizados sobre meca
nismo y dinémica de la sintesis proteica ha n confirmado bri-

llantemente dicha generalizacién,

Queda claro, pues, gue el proceso diferenciativo; en el
terreno bioquimico, que aparece segfin diferencias metabﬁlicas;
puede expresarse en términos de "sintesis diferencial de pro-
telnas causada por afectividad diferencial de los genes” (WAI

SON, 1965) (66).

Como més adelarite veremcs, la regulacién y el control -
de la actividad genética puede dar una base explicativa al fe
némeno de actividad diferencial de laos genes en el proceso on

togénitoc:

Queda en pie ahora una importante cuestidn;que es 1é na
turaleza quimica de los inductores: Por ahora no se le ha en—
contrado solucidn; se expresan hipftesis diversas, y la més -
generalizada dice que probablemente se trate de una BNA mensg

jero (m-RNA) (WADDINGTON, 1962) (63).

En resumen; la diferenciaci6n bioquimica, y por tanto,
la funcional; esté ligada a la sIntesis selectiva de algunos
enzimas y protelnas, y a la represifn de la sIntesis de otras

- macromoléculas.
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G) INMUNOLOGIA DE LA DIFERENCIACION, -

La metodologia inmunolégice es hoy dia uno de los ing
trumentos més precisps para el conocimiento de la diferencia~——
cifn. En el curso de la ontogénesis, las células van creando —
sucesivamente sus antfgenos estructurales (CLAYTDN;1954) (12);
(VAN DOORENMAALEN, 1964} (15).

Pero parte de las aplicaciones técnicas, el desarrollo
inmunolégico de las célulasfofrece unas parficularidades aue
no pusden ser pasadas por alto en un estudio de la diferencia—

cién,

La teoria de la selecci6n clonal de BURNET (BURNET,1959),
afirma que en el perfodo ontogénico hacen su aparicifn ague—-——
1los antfgenas propios a los cuales el organismo adulto habré
de ser inmunotolerante: Por ello,rai estudiar la diferenciacifn
‘se hace preciso el conocimiento exacto de los antigenos de 1aé
diversas clonas celulares; con lo cual se tendré una idea des -
la significacién y singularidad biclfgica de la célula en éstg

dia.

El desarrollo antigénico de la célula puede tanbién ex——
presarse en términos de actividad génética; Alue las cualidades
- antigénicas de una célula son heredadas, estéd fuera de toda —-
discusién, E1 ejemplb de los grupos sangulneos de los hematles

es, aparte de otros muchos, uno de los més significativos.
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Pero hay gue hacer la éalvedad de que los términos "qg
tigenao” y "proteina" no son sinﬁnimus: 'na proteina posee ——
por lo general calidad antigénica, que puedé ser nica o mdl
tiple, segln sea la cantidad de determinantes antigénicos que
posea su molécula: Pero es un hecho bien conocido gue determi
nadas sustancias poseen también esa propiedad sin‘sar protei-
na: Nos referimos concretamente a 1oé polisacéridos, a los lﬁ
pidos complejbs y a aquellas moléculas pequerias conocidas coO~

mo "haptenos", sin exceptuar los &cidos nucléicos,

No obstante, todos ellos,apérte de los haptenos artifi-
ciales, no son sino productos del metaboliémo'de la célula,y
por tanto, de su activided enzimética a] sintetizadora de pro-—
tefnas; en su determinismo entran, pues, las macromoléculas -
proteicas sintetizadas por el'éistema genéticoé Por ello, el
desarrollo antigénico de la célula se haria ' conforme a los -
miémos d parecidos mecanismos que la diferenciacién metabﬁli-

ca,

Hemos visto hasta ahora como puede explicarse la dife--
renciacifn como una actividad genética controlada y dirigida.
Conviene ahora discutir de qué manera puede ejercerse este —-

conﬁrnl;

Un buen ejemplo de contro} genético ontogénico; es sin

duda la evolucifén embrionaria de la sintesis de hemogldbina:



Esta protefna, como se sabe,~cohsta de cuatro subunidades =
iguales dos a dos: Seglén la naturaleza de estos dos tipos de
subunidades, tendremos los diversos tipos de hemaglobina; Has-—
ta ahora se consideran normales las hemoglobinas HbA',‘Hb‘A2 y H
HbF, y seglin parece,; dos tipos de protefna embrionaria conoci-
das como Hb Gewers 1 y Hb GewerSIZ; La constitucién de la HbA;'
es alfa beta lo cual significa que posee dos cadenas alfa y

2 2’
dos cadenas beta en su molécula.

2

lL.a de la HbA o

es alfa, déltaz, y la de la HbF es alfa

gamma2.

El estudio de los diversos mutantes encéntrados en la -
clinica humana indica que existe un gen para cada tipo de cade
na (INGRAN) (1963) (30). Durante la vida embrionaria predomi——
nan o existen los tipos Sewers, durante la fetal, la suprema--
cifa corresponde a la HbF. Desde el momenta dél nacimiento se -
va haciendo méds abundante la HbA, hasta que pronto reemplaza -
por completo a la F;'Esto indica que en un momento dado el gen
Hb gamma deja paulatinamente de acﬁaar; y al mismo tiempn empieg
~za la actividad del gen Hb beta:'En una hemoglobinopatia huma-
na; la talasemia beta, dicho gen es incapaz de sintetizar la ca
dena correépondiente; En consecuencia, el organismoc continCa -
la sintesis de cadepas gammas para formar HbF, que persiste a
todo 1o largo de la vida del individuo. Este ejemplo expuesto

indica la existencia de un mecanismo de control sobre la sinte
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sis de las subunidades hemoglobinicas: La naturaleza y puesta

en marcha de este mecanismo no se conoce adn.

En el E. coli JACOB Y MONOD han sefialadc la existencia -
de un mecanismo de regulacién génética para los enzimas encar-
gados del metabolismc de la lactosa {JAGOB y MONOD,{.959) (21).
En primer lugar, los experimentos de recombinacién genética in
dicaron que los tres genes implicados en el metébolismo de la

lactosa que eran:
- Galactnsido-permeaéa
- Beta-galactosidasa y
-~ Transacetilasa,

son adyacentes al cromosoma; En medic de cultivos desprovis--
tos de lactosa, la produccién de estos enzimas es minima, del
orden de cinco a diez moléculas de enzima por célula. La adi--
cibn de lactosa al medio hace que la producdiﬁn se incremente

varios miles de veces.

Esﬁe hecho se expresa diciendo que los tres enzimas cor-
siderados son "adaptativos", es decir, su produccidn es facul-
tativa con respecto a la presencia o aUSenbia de lactosa; que
obra como un inductor. E1 término "adaptativo" se cpone a —-
"econstitutivo", que esté reservado a aduellos enzimas gque pue-

den ser sintetizados independientemente de la presencia o ausen
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cia de su sustrato,

Posteriormente fue eislado un mutante de E.coli que re-
presentaba la particularidad de que en &l la produccifn de —-

1os enzimas del metabolismc de la lactosa era constitutiva.

El anflisis genético fino de este mutante; qgue fue uno
de los logros més brillantes de tipo experimental a nivel de
la biologfa molecular, demostrS gue tal "mutante" era en rea-
lidad una desaparicifn (deléccidn) de la regi6n inmediatamen-
'tg*adyacente a los genes consideradoa; De tal hecho se dedujo
gue esa regifin era fundamental para regular el funcionamiento
de los tres genes:'Desde entonces se conoce con el nombre de -
“opérédcf“,vy el oonjunto del operador y los tres genes es —-
por €1 dirigidos, como “operon": Los tres genes encargados de

la sfntesis de enzima se les conoce también como "genes estruc

turales",.

Se pianteaba a continuacifn el problema de la naturaleca
de los agentes que regulaban la actividad del operadur: Esto -
fue solucionado por el aislamiento de nuevaos mutantes. Uno de
ellos hacfas gue la sintesis de enzima no obedeciera al influjo
inductor de ninguna manera, lo cual significaba que las células
‘eran completamente incapaces de sinte tizar enzima, y recibid
el nombre de "super-regrimido":'El lugar de esta mutaciﬁn esﬁé
ba muy alejado en el mapa cromosfmico del "operon" donde actua
ba, el cual, por otra parte,era perfectamente normal: Otrec mu-
tante importante era un constitutivo sin deleccifn ni mutacifn

en el locus onerador, y en el gque la alteracibn radicaba en el

mism: lugar gue la mutacidn descrita anteriormente. A este gen
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se le conocib con el nombre de :Egguladof" del opesron, de tal
manera gque sintetizarfa una molécula tal que al combinarse -——
con el operador bloquearia la actividad de los estructurales:
El producto de la actividad del regulador se conoce con el nom

bre 'de "represor".

Si el represor entra en contacto con la molécula induc—
tora, en este caso la lactosa, su configuracifn  estérica que
da alterada de tal manera que no puede combinarse con el ope-——

rador, bloqueando la activldad de los estructurales;

Este modelo de regulacifn genética ha sido comprobado en
otros muchos grupos de genes en los microorganismos; y al pare

cer es aplicable a muchisimos més.

Naturalmente, decir que este esquema es v&lido en las cé
lulas de organismos superiores es ya més discutible y hasta el
presente no comprobada: No obstante, se hace enormemente suges
tivo cuando consideramos la regulacifn por servomecanismo (Feed—
back) de las secreciones endocrinas, digestivas,etc:: y pasan—
do al terrenc gue nos ocupa, la induccién embrionaria podria te

ner lugar gracias a un mecanismo parecido,

‘Queda por sefialar que dentro del contexto de la teoria -
‘de la actividad genética selectiva como mecanismo de la dife--

renciacifn, poseemgs una cierta evidencia morfolbgica y en or-
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ganismos SUperiores; En las gléndulas salivares existen, en -
los dipteros,  cromosomas gigentes Formadbs por miles de fila-
mentos de DNA, que reciben el nombre de cromosomas politéni--
cos. Cuando una cierta zona de éstos entran en actividad apa-
recen en la misma una serie de expansiones conocidas con el -
"nombre inglés de "puffa"; Que estos "puffa" son los lugares -
dé més activa transcripcifn de DNA a RNA queda demostrado des
de el momento en que son la zona de més activa incorpofaciﬁn ~
de uridina triratiada: En el momento y en el lugar en que apa
recen un puff se evidencia por autorradiografia una actiQisi—

ma incorporacién del precursor radicactivo.

En el desarrollo‘embrionarid de estos animales se obser
va la aparicién y desaparicién de determinados puff especifi-
cos de cada momento del desarrollo, ¥ siguiendo un patrén fi-
Jo para todoé los animales de una misma especié; Esto viene a
poner de mgnifieéto que existe una actividad genética de cada

momento del desarrollos

Hemos visto hasta aquf, pues, con qué se cuenta hoy dia

para explicar el fenfmeno de la diferenciaciﬁn;

Mejor dicho, qué ideas nos guifan en nuestra aproximacibtn
al problema, ya que muchas de ellas se pasan de meras hip6te——

sis,
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PARTE III; ESTUDIO DE UN SISTEMA BIOLOGICO EN

DIFERENCIAGION: EL CRISTALIND.

ESTADO ACTUAL Y PROPOSITOS.

La eleccién de un sistema biolégico para realizar un es-
tudio sobre la diferenciacifin celular es una cuestién de gran
importancia; No todas las lfneas de diferenciacién celular gque
observamos en el organismo son adecuadas para ser estudiadas =
con un criterio epigenéticé; Por otra parte, la mayoria de los
sistemas "aptos" presentan a su vez dificultades particulares

de cada caso,

Supongamos, por ejemplo, los tejidos llamados "1lébiles";
médula Osea roja, epidermis y elementos nobles de las lfneas -
germinales: En principio, estos tres sistemas son id6neos como
ninguno para un estudio de este tipD: Su ciclo diferenciativo
es muy corto, se da en el animal adulto y ademés tenemos en (n
momento dado todos los representantes de la estirpe; Ahora =-
bien: la médula 6sea, por ejemplo, presénta una heterogeneidad
celular tal que hace muy diffcil el aislamiento de tipos celu-
lares "puros" o estirpes celulares: Paor otra parte; su Intima
relacién con la sangre dificulta el andlisis bioguimico de ca~—
da sefie, ya gue abundan los elementos sanguineos contaminan--

tes:
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En la epidermis no encontramos esta hetercgeneidad asi

como tampoco hay contaminacién sangufnea; pero resulta casi

imposible separar los distintos grados de diferenciacifin celu

lar para someterlos a un andlisis por separado, Y casi lo mils

mo puede decirse de las lineas gametogénicas;

Un sistema gue sorprendentemente carece de estos incon-

venlentes es el cristalino del ojo, Su peculiarisima situacién

permite obviar estas desventajas:

A)

En primer iugar, es un cultivo puro de ceIulas:
Todas ellas pertenecen a la misma linea dife--
renciativa que va desde la célula chbica ecto-~
dérmica e indiferenciada (célula epitelial), a

través de una serie de esta dos intermedios sis

“tematizables, hasta una fibra celular anuclea-

da que representa el méximo grado de diferen-—
ciacién de la serie; En su desarrcllo no reci-
be elementos celulares extrafios; todos_los que
tienen derivan de la primitiva placeda crista-

liniana,

El cristalino no posee vascularizacién. Su nu-—
tricién se realiza a través del humor acuoso,-~
siendo el epitelio cristaliniano una tipica ——

membrana de transporte activo. Su metabolismo
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es, contrariamente a lo que se cree, muy inten
s0, y & nivel del mismo epitelio, SIPPEL refie
re datos gue van a favor de suponer un intenso

metabolismo oxidative. (SIPPEL, 1965) (53).

El proceso de di?erenciaciﬁn del cristalinoc es
muy parecido en todos los vertebrados, facili-

téndose asi el estudio experimentalg

El estudio de este frgano es en general de gran
interés, puesto que posee cualidades realmente

singulares:

I) Con fespecto al contenido proteico por uni-
dad de pesc fresco, es el 6rgano de mayor con-
centracifn del organismo; en nuestro laborato-
rio hemos conseguido cifras.que oscilan entre

los 150 y los 300 mg. de proteind por gramo de

tejido fresco.

II) Desde el punto de vista inmundlﬁgico es de

notar que su antigenicidad es completamente or
ganoespecifica (UNLENHUTH, 1903) (60); hay an-
tigenos propios de cristaling, individuales.

Presentan reaccién cruzada todos los cristali-



nos de vertebrado, y es antigéhico para el prg
piao individuo; Esto significa que las células
cristalinianas constituyen un "clon prohibidg”

para el propio individuo.

Este hecho no es exclusivo del cristalino, pues
otros tejidos oculares- presentan también anti
genos organoespecificos: Estos existen partiqg
larmente en la cérnea y en la uvea anterior; -
precisamente en ésta se da Qna enfermedad, la
oftalmia simﬁética, una de cuyas mdltiples teo
rfas patogénicas postula un mecanismo de sensi

bilizacién del organismo frente a sus propios

antfgenos oculares (DUKE-ELDER, 1947) (16).

Creemos, ﬁues, que el cristalino es un 6rganc ideal para
realizar un estudio scbre la diferenciacién; y nos lo hemos:——
planteado en los siguientes términos: determinar si existen di
Ferencias_bioduimicas correlatiggs a la diferenciaci6n morfo;ﬁ
gica>del 6rgén0: Al prOpioltiempo; obtener datos relativds al

enve jecimiento de dicho 6rgano.

Vamos a continuacifn a describir someramente el desarro-
1lo y la secuencia de diferenciacién morfolégica en el pollo,-
" que es el animal de experimentacién en el que vamos a realizar

nuestro estudio,
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A) DESARROLLO DEL CRISTALINO

El cristalino nace de una induccién que la vesicula
6ptica realiza’sobre el ectoblasto:'En estadios muy precoces
del desarrollo, las véslculas 6pticas se destacan’lateralmen—
te del prosencéfalo y entran en contacto con el ectoblasto ce
félicoj Este contacto es al parecer necesaric para la produc-~
cibn del cristalino, segdn ha demostrado Mc KEEHAN; y depende
de reacciones quimicaé gue se establecen entre superficies igv
ductora y reactante (Mc KEEHAN, 1951) (40). Estas reacciones
producirfan un reagrupamiento o sintesis de macromoléculas —-—
que hace que las células del ectoblasto inducido adopten la- -

configuracién morfoldgica de placoda.

La mayor'parte del ectoblasto en el embridn‘precaz4po—
see capacidad para producir cristalino bajé la influencia in-
ductora de la retina; no obstante, esta capacidad se va per--
diendo a medida gque avanza el desarrollo; A partir de la edad
de qchd scmitos, el ectoblasto truncal ya no lo produce; el —
dorso pierde su capacidad a los 11 somitos; el ectablasto cew
félico y la regifn presuntiva corneal lo conservan hasta el -
cuarto o guinto dfa de incubacién,(WADDINGTON y COHEN) (1935}
(64); . : ,

Por su parte, la retina posee capacidad inductora des—
de el perfocdo presomftico hasta el estadio de 31 somitos, es—

tando presente esta capacidad tanto en la capa sensorial coma

-
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en la pigmentaria;

La placoda cristaliniana, de acuerdo con ROMANOFF,1960)
(51); se produce mediante un aumento de la densidad celular -
en la regifn inducida més gue un verdaderoc aumentoc del nlmero
de células: En esta regifn se asiste a una elongacifn del -
cuerpo celular y del nlclea, asf comc una estratificacifn de
éstos; todo ello hace gue el conjunto adopte una configuracién
parecida a la de un epitelio seudoestratificado. La formacifn
de la placoda éptica se realiza en edades comprendidas entre

10 y 20 somitos.

Cuando el embrién posee de 20 a 25 somitos comienza una
invaginacién simulténea de la vesfcula 6pticary de la placoda
cristaliniana; hasta qué punte son interdependiente ambos pro
cesos No se conoce con exactitud: De esta manera la placpoda -
cristaliniana pasa a ser vesIcula cristaliniana. E1 orificio
por ei gue comunica con el exterior se cierra a los 35 & 35

somitos (62-74 n).

El cristalino va tomando la forma de una bolsa celular
hueca aplanada ligeramente en sentido lateral, por lo que en
lo sucesivo distinguiremos en ella dos paredes: medial y late

ral,

A medida que progresa la invaginacifn del cristalino,

la pafed medial se va haciendo més gruesa, por aumento del nﬁ

-
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mero de células y elcngacién de las mismas, proyecténdose ha
cia de la savidad cristaliniana, hasta que la llega a oblitg
rar. Los ndcleos de las células elongadas formarn una linea -
situada a medio camino entre los bordes de la pared medial;

La superficie més profunda de é€sta se va aplanando progfesi—

vamente,

Las células de la pared medial van haciéndose cada -——
vez mis fibrosas, y hacia el cuarto dfa de incubacién han —-

llenado completamente la luz de la cavidad cristaliniana.

En este punto el cristaline no tiene ya forma esféri-
ca, siendo su diémetro ecuatorisl unas dos veces mayor que -

el axial (ROMANOFF, 12€0) (51).

Las fibras {células) de la pered medisl adoptan al -=-
principio un empacustamiento hexagonal al corte transversal,
posteriormente van adquiriendo vna configuraci6n en "hojas -
de cebolla" y el empaquetamiento pasa a ser cuadrangular: Es
te procesco comienza en 1é periferia y continda hacia el cen~

tro, (RABL, 1389, (48).

La pared lateral conserva su grosar inicial, siendc -
por tanto un epitelin cdbico moncestratificado. No obstante,
el grosor aumenta a nivel de la zona ecuatorial ("annular pad"

de los anglosajones). En la porcifn més gruesa de ésta, los

nfcleos se disponen en dos filas, mientras gue el resto del
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epitelioc s6lo posee una;

Los ndcleos de la porcién més centrel del &rgano (n~
cleo lenticular), comienzan a degenerar hacia el cctavo dia,

desapareciendo después;

B) SECUENGIA CELULAR DE DIFERENCIACION MORFOLOGICA

A lo largo del pérrafo anterior hemos vistc como -
en el cristalino pueden distinguirse cuatro tipos celulares

fundamentales; Figura 1

I) La célula epitelial, ctbica, indiferenciada y gue

recuerda al ectoblasto primitivo;

II) La célula del "annular pad® o ecuatorial, gue CO--

mienza su elongacién y diferenciacién.

ITI) La célula fribilar de la porcifn periféricg de la

pared medial, o cortex (célula cortical) y

IV) La fibra nuclear central, anucleada y diferenciada

al méximo..

‘Estos cuatro tipos celulares corresponden a cuatroc fa
ses en gue un poco arbitrariamente clasificamcs el proceso -
diferenciativo del cristalino; Decimos arbitrariamente por—-
gue dentro de cada uno s6lo podemos definir claramente la cé

lule tipica, siendo la transicién hacia los tipos celulares
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Cuestifn importante es si realmente estas fases b ti-
pos celulares corresponden a una verdadera secuencia diferen
ciativa, o bien si son unicamente el reflejo del influjo in-
ductor; que, dada la posicifin anatémica del cristalino, lle-
garfa hipotéticamente a unas zonas con més intensidad que a
otras: La respuesta nos viene dada al congiderar el crecimiep

to postnatal del Grgano:

E1l crecimiento postnatal se realiza a expensas de un
aumento del némero de células y de un crecimiento individual
de éstas, pero es'evidentemente el primer factor, y no el gg
gundo, el més importante: Anora bien: salvo las células epi-
teliales, el resto de las células cristalinianas carecen de
caﬁacidad mitética: E1l aumentordel nlmero de células debe ne
cesariamente hacerse a expensas de las mitosis que tienen 12 ‘
gar en el epitelio, cuya zona més periférica, lindante con -
el "annular pad", recibe el nombre, por parte de alguncs au—
tores, de "zona germinativa" (PAPACONSTANTINOY, 1967) (45).
Las células hijas ven progresivamente desplazéndose hacia la
periferia, es decir, hacia la zona ecuatorial o "annular pad";
regifn en la que necesariamente inician su diFerenciacidn;Eg
tas células nuevas "empujan", por asi decirlo, a las cortica
les; que al pasar al centrc van tomando caracteristicas de -

nucleares; A lo largo de toda la vida o por lo menos en el -
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animal joven, el crecimiento del cristalino tiene lugar debi
do a un continuc proceso diferencistivo que sufren las célu~

las gue van surgiendo del epitelio germinall

Esta concepcifén tropieze inmediatamente con una difie

cultad;

81 la diferenciacifn celular se mantiene durante toda
la vida, o por 1o menos en el animal joven, jpersiste acaso

también el influjo inductor de la retina?:

No poseemos todavia elementos de juicio suficientes -
para dar una respuesta clara a este problema: Algunos expepi
mentcs parecen indicar gue la retina pilerde definitivamente
su capacidad inductora a la edad de 31 somitos, pero también
hay evidencia de que en determinadas condiciocnes la puede pg

cuperar (ALEXANDER, 1937) (1).

Respecto a este problema, STEWART y PAPACDNSTANTINDU;
(1967) (58) han recogido la idea primitiva de (REEDER y BELL,
(1965} (50), demostfando la existencia en el cristalino de -
un m~RBNA (4cido ribonucleico mensajerc) de vida media muy 132
ga, ya que la sintesis de la gemma cristalina bovina (una de
las protefnas estructurales) continda en el érgano adultc -

inalterada al tratar el sistema con actinomicina D, la cual
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es un inhibidor especifico de la sintesis de 4cidos nucléicos,
y entre ellps, nuevos m+HNA: Al existir estos m—-RNA establece
serfa posible gue la célula en diferenciacién recibiera la in
formacl6n necesaria para la sintesis de protefnas estructura.-

les sin el ceoncurso inductor retiniano. A un mecanismo pareci

-

Q

do podrfa obedecer la regeneracifin volffiana del cristalin

de anfibio.

La induccién embrionaria de la retina podria ser el -
factor que suscitara la creacifin de éstos m-RNA estables, y -
éstos a su vez permitirian la continuecifn de la diferencia—

cién "per se",.

Sabemos gque una vez iniciado este proceso, el cristali
no puede ser transplantado a la cavidad celb6mica, donde conti
nfa perfectamente su desarrollo, o bien a lq vesicula ﬁptica;
(Mc KEEHAN, 1954) (41) (GENIS BALVEZ,1964)(19), aparte comple

tamente de la retina;

Si verdaderamente los datos citados pnor STEWART y PAPA
CONSTANTINOQU responden al verdadero mecanismo desencadenante
de la induccifn embriocnaria del cristalino; es decir, a la —-
creacifn de un m-RNA estable portador de una informacifn dura
dera; hemos de admitir que el fenfmenc inductor estd ligado a
.la sintesis de protefna, ya que ese es 21 papel del-m-RNA:COn

respecto a ello SIFLIN y BRAHMA han demostrado gue el crista-
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'1ino del embrién de Xenopus levis muestra una activa incorpo-
racién de leucina marcada simulténsamente al fenfmeno de la -
induccibn; y gue todo mecanismo desﬁinado a hacer fracasar qg
ta induccifén produce un cese total de la incorporacifén del --
eminodcido, La induccién embrionaria del cristalino parece, s
gln los datos actualmente disponikles, estar ligada al comigﬁ
zo de una activa sintesis protefca {SIRLIN y BRAHMA, 1959) -
(s54).

El fenémeno de la diferenciacién pcsfinduccién,que CO-
mo antss hemos dicho continfia toda la vida, debe estar ligado
también a fenfmenos de sintesis proteica diferencial: distin-
tos tipos marfolégicos-de células presentarén también una di-

ferente actividad epigenética;

Con objeto de evidenciarlo, nos propusimos una serie -
de experimentos tendentes a determinar las diferenclas bioqui

micas entre la serie de células morfolbgicamente distintas;

En este trabajo se han realizado anélisis sobre canti;
dad y tipo de broteInas estructurales, actividad de la lactio
deshidrogenasa (LDH) y grupos -SH libres. Con estos marcado——
res guimicos se ha intentado establecer una correlacifn entre
grado de diferenciacidn mcrfoldgica y grado de diferenciacién
E bioquimicaj Parte de»los resultados que aqul se van a discu;—

tir est&n ya publicados (GENIS GALVEZ y Gol. 1988) (20), perc
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los repetiremos por el interés que presentan en el contexto
general. Al mismo tiempo se presentan datos originales scbre

actividad LDH, grupos -SH libres y protefnas solubles del ——

cristalino,
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FIGURA 1




PARTE 1IV: MATERIAL Y METODOS

Todos estos estudios han sido realizados en el crista
lino del pollo de seis semanas, mientras no se especifique lo

contrario. Los animales pertenecfan a la raza White Leghorn:

A) Técnicas_preparativas.

1. Obtencifén del material:

Se procede a la enucleacifn de los ojos de las
cabezas de pollo; gue no han de llevar sacrificados més de -
una hora. Se extirpa con tijeras el polo éntérior del ojo -
en blogque, acto seguido el polo anterior se diseca bajo M e
croscopio y estereoscépico: Se libera el cristalino con mu-—
cho cuidado del ligamento secular, teniendo mucho cuidado en
no dafiar la cépsula del 6rgan0; Una vez obtenidos los cristé

- linos de esta forma, se destinan a @

a) Cristalinos enteros para estudios "in toto", pre
paracifn de antisueros o céntrifugaci6n fraccio

nada; cuyas técnicas se detallarén més adelante.

'b) Diseccifn de partes. Bajc la lupa estereoscpi-
ca, los cristalinos se someten a la siguiente -
diseccifn: con aguja de tungsteno se practica =
una incisién circular a lo largo.del ecua&ur ———
del ﬁrganD: La porciﬁn anterior de la cépsula -~
asi aislada se retira; quedando adherida a ella

‘la regi6n epitelial del cristalino, que se réfi
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ra y se guarda:'

La regifn ecuatorial (annular pad) se afsla a -
continuacién junto con el resto de la cépsula;;
que posteriormente se eliminaréd. Seguidamente

se disecan las fibras corticales periféricas de
las centrales, toméndose agquellas y despreciéndg
se éstas; gueda por fin aislado el nlcleo del -
6rgaho, que se recoge también ademés de las ==
otras zonas disecadas. Una muestra de cada zona
se toma para realizar un contrcl histolbgico de

la pureza y homogeneidad del material obtenidoz

2:'Conservaciﬁn y tratamiento del material:

La temperatura y el medio en que se llevan a cabo
estas operaciones son de la mayor importancia para

la-marcha de los anflisis ulteriores;

Una vez aislado el polo anterior del ojo se coloca
sobre solucifn fisiolbgica Fria; cuya temperaturakno exceda
en ningdn momento de 62 C: En este mismo medio tienen lugar

las restantes operaciones de diseccifn.

Los materiales aislados se recogen por separado en
solucién salina frifa, manteniéndose en el frigorifico hasta

que llegue el momento de la homogenizaciﬁn;
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A continuacién se procede a su pesada y se recogen los
materiales sobre homogenizadores de vidrio; Se les afiade solg
cién salina o solucifn salina tamponada (fosfato 0,05 M pH —
7,2; NaCl 0,85%) suficiente para hacer una relacifn constante
peso/volumen para los cinco materiales distintos que se han -
cbtenido por diseccién. Esta relacién suele ser de 1:1, 1:3 y
1:9 para estudios de electroforesis y determinacién de grupos
-GHj; 1:200 para el ensayo de la actividad de la LDH y 1?500 -

para la determinacién de la cantidad de proteinas;

. Seguidamente se procede a la homogenizaci6n mecénica -~
mediante un rotor de 600 rpm; Todas las operaciones se llevan

a cabo en frioz

El homogenizado se somete a centrifugacién a 17.000 QQ
durante 15 minutos a 42 C, descarténdose el precipitado insolu

ble.

E1l resto de las operaciocnes analiticas se suele llevar
a cabo inmediatamente; esto es imprescindible para el estudio
de la LDH y sus isoenzimas. Si el material ha de ser almacena-

do, se hace en pequenos frascos, a -302 C.

3: UltracentrifugaciGn pfepafafiva:

Mediante este procedimiento estamos en condicig—-

nes de separar a escala preparativa las diversas fracciones ——



= 48 -

Desarrcllado por CLAUDE (1941) (11) ZAMENICK y KELLER -
(1954) (68), SLAUTERBACK (1953) (42) y PALADE y SIEKEVITZ(1956)
(a4), entre otros, se ha convertido en uno de los métodas més
difundidos para cualguier tipo de investigacién citolégica;Fué
desarrollado a partir de las ideas para la ultracentrifugacibn
analitica; con vistas a la utilizécién de las grandes'fuerzas

gravitacionales en escala preparativa.

Su fundamento consiste en ir sometiendo al homogenizado
celular a campos gravitacioﬁaleé muy intensos, de tal manera -
que una particula citoplasmética vea superada su tendéncia a -
la difusibn por la fuerza cantrifuga; 5i el‘cémpo gravitatorio
iguala a las fuerzas de difusién; la particula considerada que
da en equilibrio, situacifin conocida como "equilibrio de difu-
sifn", que se expresa por un nfmero llamado "coeficiente de se
dimentacifn" caracteristico de cada particula, ésta precipita

al fondo del tubo.

La determinacifn de la constante de sedimentacién es un
método muy utilizado en la guimica analitica de las macromolé-
culas. En ultracentrifugacién preparativa lo que nos interesa
es crear un campo lo suficientemente fuerte como para que sedi

menten las particulas que queramos;

La constante de sedimentacién depende de Factores tales

como masa y volumen parcial especifico de la particula,. tempe-—
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ratura y viscosidad del medic, y ademis factores dependientes

de la centrifugacifn estérica de la partfcula: Por ello nos -
interesa "estandarizar" a 1 méximo las condiciones materiales
del experimento para que todos los resultados obtenidos sean -

equiparables;

La ultracentrifugaciﬁn preparativa puede realizarse de
dos maneras: bien por centrifugacién fraccicnal o bien por cen
trifugacifn en gradientes qg densidad. Este_ﬁltimn método se -
emplea cada vez mds dadas sus extraordinarias posibilidades —-
analfiticas, pero no pasaremos a describirlo por haber sido el

primeroc de los dos el utilizado por nosctros.

La centrifugacifn fraccional es un método gue se desa-
rrolla en varias fases: En cada una se produce la sedimentacién
de las particulés de un determinado tamafic; las més pesadas _—
precipitan en las primeras fases: Segln las pautas tradiciona-

les, estas fases son cuatro:

a) Células enteras y nficleos celulares.
b) Mitocondrias
c) Microsomas

d) Ribosomas.

A veces entre las fases b y ¢ se intercala una quinta -
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para el aislamiento de lisosomas; también se pueden intercalar
fases para el aislamiento de vesiculas sinépticas en estudios

del sistema nervioso.

En realidad, un experimento de ultracentrifugacibn se
disefia de acuerdo con la partfcula citoplésmica que se quiere
aislar; Conforme a ello varian el medio solvente y la pauta ge

neral de ultraéentrifdgaciﬁn:

Para el aislamiento de ndcleos en estado de gran pureza
se requiere una homogenizacién completa y culdadosa seguida de
filtraciones del homogeradeo a través de cedazos especiales pa-
ra eliminar las células Integras y los tejidos conectivos y vag
CUlares; Asimismo se requiere un medio gque contenga sacarcsa —

0,25 My CaC1, 0,002 M.

El campo gravitatorio requerido es muy pequefio, de unas
500 & 800 g; dependiendo del tejido y durante 10 a 15 minutos
(MATHIAS; 1966) (39).

El aislamiento de mitocondrias requiere campos gravita-
cianales del orden de 15.000 g. a 25.000 g. durante media hora.
La obtencibén de preparaciones de gran pureza y‘homogeneidad im
plica la utilizacién de un medio sacarosa-citratc 0,44 M; y al

igual que los nficleos, dos o tres re-precipitaciones.

Aislamiento de microsomas y ribosomas. Las experiencias
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precursoras de CLAUDE (1941) (11) con esta técnica demostraron
tue existe una fraccifn sedimentable postmitocondrial que pre-—
cipita con campos de 105 g; durante una hora; El propio autor

denomind a estas particulas "microsomas",

Este autor y otros descubriwron la riqueza de esté frac
cifn en RNA. Postericrmente, ZAMECNIGK y KELLER (1954) (&8) de
mostraron el fundamental papel que la fraccibn microsfmica de—

. . 15 . :
sempefiaba en la incorporacifn de N §licina en protefna.

SLAUTERBACK (1953) (55) comprob6 con el microscopic —
electrfnico que los microsomas estaban constituidos poOr un ma-—
terial mémbranoso en cuya superficie existfan unas particulas
electron-densas. Tres afios més tarde, PALADE Y SIEKEVITZ (1956)
(44) demostraron gue el material que permanecia sedimentable -
tras el tratamiento de los microsomas con desoxicolate era un

concentrado de las particulas densas de SLAUTERBACK.

A su vez, HULTIN (1955) (27), LITTEEFIELD y col. (1955)
(36) y SIMKIN y WORK (1957) (52) comprobaron que esta Gltima -
subfraccibn era la qﬁe més RNA contenfa, y al mismo tiempo; la
- que incorporaba profeinas; Se dio a las particulas en cuestién
el nombre de "ribosoma59: A partir de entonces proliferaron —-
los estudios sobre ribosomas, quedando establecido sin lugar a
dudas su interesantisimao papel biolﬁgicoj S6lo oitaremos; Yy &

efectos técnicos, gque estén compuesto por RNA y proteina en la
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44+ . .
proporcién de 0,6 a 1,7, y que el ifn Mg  tiene una importan-

cia decisiva en el mantenimiento de su integridad estructural

(LITTLEFIELD y col. 1955) (36); (HUXLEY y ZUBAY, 1960) (29).

Pasaremos ahora a describir cfémo se realiza su aislamien

to:
a) Hemogenizacifn del maﬁerial;

El tejido, cristalinc en nuestro caso, se homoge-
niza répida y meoanicamente'en un medio conteniendo U;Dl M KC1;
0,002 M Mg:Cl2 v tamponado a pH 7,4 por tris(hidroximetil)amino
ano-HC1, O,Dl: M. (Medio tris-Mg +H -K+):

Este medio es conservador de los ribosomas, al tiempo -
que totalmente inadecuado para el ebtudio de las demés partiqg

las subcelulareé;

Conseguida la homogeniZaciﬁn; el tejido se filtra a trg
vés de mallas de acero inoxidable y de gasa para eliminar de——
tritus celulares groseros: Todas estas operacliones se realizan

en frioc,
b) Aislamiento de fracciones no microsfmicas.

El filtrado se lleva a los tubos de la centrifu-
ga y se colocan en el rotor preenfriado a Ugc; Se realiza la -

primera centrifugacifn a 800 g. durante diez minutos, descartén
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dose el precipitado: El scbrenadante pasa a la segunda centriﬁg
gacién;'Las sucesivas correcciones de vol(menes se realizan con
el mismo medio (tris-Mg H —K+ } que 1a homogenizaciﬁn: Se so-
mete a 15000 g: durante media hora. E1 precipitado contiene la

fraccifn mitocondrial bruta, que se descarta.

c) Aislamiento de microsomas y ribosomas.

El sobrenadante postmitocondrial se somete a 105,000
g; durante una hora, precipitando la fracci6n celular soluble.
El precipitado se lava y se resuspende en tris-Mg4* —K‘ )y —
vuelve a ser centrifugado durante una hora:para su precipitaci6n
y purificacién; esta fracecidn microsbmica purificada se resuge—
pende en un medio tris—Mg++ —K4 coma el anterior, pero conte—e-
niendo desoxicolate s6dico al 5%: En algunos experimentos en ~-
vez de este (ltimo preparado se utiliza el detergente conocido
como triton X-100 {octil fenoxi polietoxietanol): La suspensibn
se somete a 105,000 g. durante tres horas, y el precipitado es—
té constituido por riboscmas en bruto. Estos se resuspenden en
tris~Mg4+ —K4 sin desoxitolate sédico al 5% y se repite la ope;

racifn para su purificacién,

Los procedimientos analfticos para constatar la pureza

de los ribosomas obtenidos se detallaréd més adalanta;
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4. Preparacién de antisueraos.

Se emplearon con este fin conejos machos,

que fueron sometidos a la siguiente pauta de inmunizaciéng

a) Antigeno: mezcla de antfigeno bruto y coad
yuvante de Freund (Difco), en la proporci6n 3:2. Como antl
genos bruto se emplearon bien extractos de cristalino solg
ble o bien suspensifin de ribosomas del mismo; En cada ine—

v

yeccifin se emplearon 5 cmt.

b) Esta mezcla se reparte en cuatro inyeccig
nes subcuténeas, practicadas en las axilas e ingles de —

los animales.

c) La inyeccifn se repite una y dos semanas

més tarde:

d) Una semana después de la @Gltima inyeccifn
se practica la sangrfa del conejo utilizando la vena margi
nal de la oreja o bien buscando el paguete vasculo-nervio-

" so del cuellog

Los antisueros obtenidos se emplean en inmu—

no-difusifn e inmuno electroforesis.
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B) TECNICAS ANALITICAS

1: Determinacifn cuantitativa de proteinas -

totales:

Se emplea el método de LOWRY y cols. (1951) (a7.
Mediante esta técnica las proteinas dan una reaccifn colo

feada que seg lee a 750 nm: producida por:

a) Una reacciféh tipo tiuret entre las protqi

4} -
nas y el i6n Cu  en medio alcalino,

Los resultados se comparan ©ohn una curva -
standard preparada a partir de soluciones de proteinas del

cristalino de con centracifin conocida,

2) Determinaci6n de grupos —GH.

Para la determinacién cuantitativa de 6stos se
emplea una variante de la reaccién nitrprusiato,’ que’se -
lee colorimetricamente, compréndose los resultados con una
curva de standar preparada con concentraciones conocidas -
de glutatién reducidc: Los resultados se expresan en micrg
equivalentes; referidos a peso fresco, mll de soluciﬁn; o'
_mg; de protelnas ; por falta de tiempo y material no se pg
diercon montar técnicas de determiacién més precisa y espe-

cifica:



3, Determinacién de la actividad de la LDH:

Se utilizé el método de KORNBERG (1955)(34)
se fundamentan en la disminucién de absorbancia a 340 mm;
que experimentan las solucicnes de NADH al ser transfq:
madas en NAD por accién de enzima en presencia de’su -

substrato, dcido pirdvico.

La existencia’de formas moleculares mélti--
ples de LDH (iscenzima) hace que la actividad enzimética
presente una distribucién Bimodal de intensidad con res—
pecto a la concentracifin del substrato KAPLAN y CIOTTI -
(1961) (32). Las icoencimas anédicas presentan un méxi
mo de actividad en concentraciocnes del orden de 10 M: -
mientras que las catfdicas lo hacen al orden de 10;3 M:A

este hecho aludiremos en adelante como actividades en "-

"bajo piruvato" y "alto piruvato", respectivamente;

E1 método consiste en ohservar expectrofoto-
métiicamente a 340 mm. la marcha de la reacci6n de un —-
sistema cuyas ¢ oncentracibnes finales son @

NADH, 9,1074 i

Piruvato, "alto” 6.6.10 > M.
piruvato "bajo" 3,3.107 M.

Tampén fostato ,GL M pH 7,4.

Extracto soluble de cristalino (enzima), al

1:200 p/v. 1:31,5 del volumen final,
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La disminucién en absorbancia debida a la actividad
- enzimédtica se registra graFicamenta: De acuerdo con es-
ta gréfica se calcula la actividad, gue se expresan en —
U:I:; una unidad internacional es la actividad enziméti-
ca que transforma un micromol de NAD en un minuto, en -
las concidiones ﬁptimas de pH y temperatura; La activi——
dad se expresa referida a ml;, mg; de protéinés o g: de

tejido fresco:

4: Garacteriza&iﬁn cuimética de los riboso-

nmas;

El no haber podido reslizar observacio-
nes microscfpicas de las particulas aisladas como riboqé
mas, asf como la imposibilidad de efectuar con ellos Qg
tudios dinémicos de incorporaciﬁnbde is6topos, han hecho
que tengamos gue recurrir a la identificacién quimica de

los ribosomas.

thras fracciones subcelulares, como las mitg
condrias, pueden ser caracterizadas de acuerdo con enzi-
mas a’ellas ligadas; en éste cesa se emplean con éxito -
los sistemas reductores del verde janus, succinico- y mé
lico~-deshidrogenasa, citrocromo-oxidasa, etc; Perc en el
caso de los ribosomas cuando son ailslados de la fraccién

microsémica, los engimas "marcadores" més conspicuos de

»
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esta fraccién; como:la glucosa-6- fosfatasa, son solubili-
zadas por acclfn del desoxicolato. La actividad enzimética
que algunos autores asignan a la particula ribosfmica (ri-
bonucleasa latente o enzimas incorporadores de aminoécidosf

no han estado a nuestroc alcance técnico.

" Por ello hemos seguido el criterio expresado por LITTLE
FIELD y col. (1955) (36), DE DUVE y col (1955) (17) TISSIERES
y WATSON (1958) (59) de considerar como ribosfmica agjuella -
particula con una constante:de sedimentaciﬁn'comprendida en-—
tre 60 S v 100 S y cuya composicién quimica sea HNAjy protel

na en una razfn gue oscile entre 0,7 y 1,3.

Por lo tanto, hemos planteado la determinacifn analftica

de los ribosomas en los siguientes términos:

a) De aﬁuerdo con 1as‘caracteristicas de la centrifu
gacién y del rotor (velocidad angular e Indice de
rendimiento); para la sedimentacién de particulas
que oscilen entre 60 S y 100 S ée necesita un tiem
po mfnimo de 120 minutos y un méximo de 180 minu-
tos, con un campo gravitacional de 105.000 g:(co-
rrespondiente a las 40.00 rpm: de la centrifuga -
Spinco L y con rotor tipo 50 Ti), haciendo descar
taao, naturalmente,todas las partficulas més rapi
damente sedimentables en las centrifugaciones an-

teriores.
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b) E1 sedimento obtenido v destinado a fines analfti-
cos se desprende de las paredes del tubo, paséndo-
se y resuspendiéndose en 2 ml; de solucién 0,85 M
Na C1 y 0,005 M Mg C1, (medio Mg*¥ —-salino) y de
acuerdo con la técnica seguida por TISSIERES y WAT
SON (1958) (59) para ribosomas de E.coli. Se resus

pende por homogenizacién.

c) El contenido en protefnas se determina por la téc-

nica arriba mencionada de LOWRY y col. (1951) (37).

d) El contenido de RNA se determina por espectrofotomg
trfa segfin el método descrito por HOTCHKISS (1957)
(26). Consiste en seguir a 260 rm la marcha de la
hidrolisis enzimédtica del RNA. A medida gue se va-
yan liberando nucleﬁtidos aumenta la absorbancia y
cuando la hidrolisis es completa, el valor de ague
1lla representa un incremento del 33% saobre la exXe—

tincidn debida a los &cidos nucleicos nativos,

Para estos estudios, la suspensién de ribosomas fue dilui

da 100 veces;

La ribonucleasa fue suministrada por el laboratorio P:E.V
; Y:A:, donde se nos asegurd que se encontraba libre de DNAasa

(se midi6 esta actividad por viscosimetria); El enzima proce-—-
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dfa de péncreas bovino;

El propio HOTCHKISS sefiala las limitacicnes de esta téc-
nica. En primer lugar, la correlacifin entre incremento de ab-
sorbaricia y 33% de extincién del RNA nativo: En segundo 1ugar;
el valor asignadc de 1,0 unidades de absorbancia a una concen
tracién de 45 gamma por ml:, tampoco es universalmente vélida,

Ambos valores dependen de la preperacifn de RNA de que se tra

te:

No obstante, el margen de error gue estas dos limitacio-
nes introcducen ss aceptable a efectos de un estudio como el -
nuestra. Ademés la sencillez y la elegancia de la técnica hi-

cieron que fuera répidamente asimilada por nosotros.

5, Electroforesis e Inmunoelectroforesis:

a) Electroforesis en almidfn: Se realiza sobre un --
gel de almidén hidrolizado Connaught, preparado -
segin SMITHIES (1953) (55), y en un medio tris-dis
continuo segdn POULIK (1957) (47);

Este medio consiste en preparar el gel con tamp6n
tris-citrato D;DB M pH 8,63, siendo el tampén de |
las cubetas boratc-MaOH 0,2 M pH 8,65; se realiza
la electrofaoresis con un campe eléctrico de 7;5 -

V/cm en cédmara frigorffica durante toda la noche;
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Este método se ha empleado para el anélisis cuali-
tativo de las protelnas del cristalino en sus di——
versas partes, asf como para el estudioc de las =

isoenzimas‘de la LDH:

Inmunoelectroforesis: Realizada segln GRABAR y WI~
LLIAMS (1953) (22); en tampén veronal 0,1 M pH 8,-
6, a 6 V/em, durante 45 minutos. Se utilizaron Come
mo antfgenos diverscs tipos de extracto soluble —-
del cristalino o sus partes y suspensifn de riboso
mas de cristalino total: Log antisueros empleados

en el desarrcllo de la imagen inmunoelectroforéti-
ca fuercn indistintamente suero anticristalino to-

tal y suero antiribosoma de cristalino;
Isoenzimas de la LDH:

Tras la electroforesis en almidfn segln se descri-

el gel se escinde en dos valvas, una de las cuales

se tifie con negro de almidén para evidenclar las protefinas.

La otra se introduce en un medio incubador segdn HUNTER y

MARKERT (1957) (28), preparado inmediatamente antes, y cuyas —

concentraciones finales son:
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Lactate sédica 0,05 M
CONa,, 0,02 M
NAD 4,10"%

NOT (nitrotetrazolic azul de ) 0,3 mg/ml
PMS (fenazin metosulfato) 20 microgramos/ml

CNK 0,01 M

El medio va amortiguado por tris-HC1l 0,05 M pH 7,4,

La incubacién se realiza a 372 C en estufa; por accifin
del enzima se forma NADH que reduce la sal de tetrazolio, —-
precipitando fTermazén del color azul-vicleta en los lugares

donde hay actividad enzinédtica,
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PARTE V. RESULTADOS

1: Cantidad y tipos de proteinas estructurales.

Se observa el aumento progresivo da la relé
cibn contenido proteico/peso fresco a medida que avanza-——
mos en la secuencia de diferenclacién, es decir, desde el
epitelio &l nlcleo. Este Z¢ltimo alcanza la asombrosa can—
tidad de 312 mg; de proteina por gramo de- tejido fresco;
por término medio (CUADRO i). Hemos de tener en cuenta,—
no obstante; que el error de pesada es necesariamente mu-
cho mayor en los epitelios y Zonas ecuatoriales, debido -
al grado de imbibieibn por agua: Como carecemos actual——
mente de datcs sobre peso seco y volumetria de las difepgn
tes partes del cristalino, no podemos determinaf el alcqﬁ
ce de tal error, que con tbdo n0 creemos gue sea muy sig
nificativo: Es de magnitud despreciasble en lo qgue se re-—

fiere a cristalinc total, nlcleo y cértex:

En cuanto al tipo de protelnas estructurales;Alos
datos que presentamos han sido ya publicados por GENIS- -
GALVEZ y col. (1968) (20). Estos datos son los siguien—
tes (figuma2 ():



a) En el cristaling tbtal dél pollo de seis se-~
ménas estdn representados los tres tipos de
protefinas estructurales: alfa, beta y delta.
(E1 nombre de beta cristalina se les dé a un
heterogéneo grupo de proteinas de muy diferqﬁ
tes movilidades. E1l que se las corigzea con =
un noribre en comidn se debe a que en la inmuné
electroforesis aparecen coma una gran linea -
extendiéndnse de énodo a cétodo, lo que indi-

ca su humogeneidad antigénica,

c) En el cértex nos encontramos las tres, pero -
la delta cristalina en mucho menos cantidad -

gue en el ndcleo.

d) En la zona ecuatorial (annular pad) estén re-

presentadas alfa y beta pero nada de delta;

d) En el epitelic hay también alfa y beta, pero

en cantidades muy pequefias.

2,~ Grupos -~ SH libres.

Aqui la secuencia de diferenciacién morfoldgica -

corresponde a una disminucién progresiva en el contenido de
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estos grupos (CUADRO II).

3: Actividad e isoengimas de LDH:

Comprobamos agul un a relacif6n directa entre qi
ferenciacibn morfolégica y actividad bajo-piruvato, o in—-
versa entre aquella y actividad alto—piruvato: Este resql
tado estd de acuerdo con lo gue se observa en las isoenzi-
mas LDH, ya publicadas por GENIS-GALVEZ y cols. (1967)(21):
predominio de las cat6dicas (é_z_g) en las regiones menas
diferenciadas (epitelio y annular pad) y de las anfidicas -

(iAz'é) en ndcleo y cortex. (CUADRO IIT y IV) (Figura 3).

4: Anélisis de los ribosomas:

a) Anélisis qufmico: 1la relacifn BNA/protefna
viene a ser de 0,7 (0,9: 1,3), dato que jun-
to a las caracteristicas de ultracentrifuga-
cifn, hace gue tengamos la certeza de que se

trata de partfculas ribosémicas.(CUADRO V).

El peso medio de un - sedimento ribosémico en
seco viene a ser de unos 5 mg., obtenidos a
partir de unos 5 g. por término medio de te-

jido cristaliniano, representado, por lo tan



to, el-1 por mil de peso himedo del organo.
Esta cantidad es bastante menor que la en®
contrada por PALADE y SIEKEVITZ (1956) - -
(44) para el sedimento ribosfmico del higa

do (6,5 por mil).

Anédlisis inmunoelectroforético: Tanto con

suero anticristalino como con suerc antiti
bosoma, la unmunoelectrofersis del mate- -
rial ribosémico presenta una banda de pre-

cipitacién tipicamente de alfa cristalina.

(Fgi. 4 ).
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HISTOGRAMA

(cuabro  I)
TOTAL 280
NUCLEO 312
CORTEX 16 8
AN PAD 128 CONTENIDO
R PROTEICO
62 . EPITELIO '
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CUADRO I

RESULTADOS: PROTEINAS TOTALES

m3/g. dispersién
EPITELIO 62 standard.
e 4120 - D e
ANNULAR PAD 129 110
GDRTEX.. s . --168 - - oo :215,5
NUELED- B 3-SR 121,72 e
TTAL - - - - 280 - ..‘.,.,‘.Ai 19,9 -

Técnica::.;;:;..:.;.....:: LOwRY (1951) (37)

Expresados en.:.;.:..:;... mg: de protefna por

gramo de pesc frescao.

Ne de obseTVamiones;:;;.:: 21

En la tabla se expresan los valores medios y su disper—;

sibén,



HISTOGRAMA

CUADRO II

TOTAL 516 °
NUCLEO 3.10 2 |

‘ GRUPOS-SH
CoRTEX 2.1G 3 J
ANNULAR PAD 8.10°
m.é‘ - S
o 103 152
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CUADRO IT

RESULTADOS: GRUPCS - SH
Microeguivalentes Cispersidn
por mg. protelna. standard,
. - .-3 . . —4
ANNULAR PAD 9,10 5.10
GORTEX ERT 9.107°
TOTAL 3.107% 9710~
Técnical‘ ;r' .‘ I‘ s e ey l' - .7 ;‘ [ ] :: . e " " : Nitroprusiato :

-

Expresado N .eececerennsens

N2 de observaciones..esceeos

Se expresan los valores medics y su

Microeguivalente por
mg. protelna.

4

dispersidn:



HISTOGRAMA

CUADRO IIT
TOTAL 241
NUCLED 25,2
CORTEX 29,3
AN PAD 28,8
EPITELIO 13,6

ACTIVIDAD LDH

stRuUvATO 3310%m
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CUADRO TIII

RESULTADOS: ACTIVIDAD LDH (bajopiruvato)

LU.II./g. dispersitn
standard.
EPITELIOD - 13,6 15,6
ANNULAR PAD- -~ -- 28,8 -~ - =« ----- 49,7
CORTEX - . 29,3 -4 8,4
NUGCLEQ - - = - 25,2 16,0 -
TOTAL- - - - - 24,1 - - i6’3

T6CNicCa. vvsueee. .. KORNEBERG (1955) (34) Piruvato
3.3.10 M,

Expresado en::;;;; UurII:pDr g: de peso fresco?

Ne de observaciones:;:.lz

Se expresan los valores medios y su dispersién.



HISTOGRAMA

CUADRO IV
TOTAL | 371
ACTIVIDAD LDH
NMUCLED 207 -3
PIRUVATO 6,6.10 ™
CORTEX 171
ANNULAR PAD 44,9

EPITELIOC 73.2
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CUADRO 1V

RESULTADOS: ACTIVIDAD LDH (alto piruvato)
UU;II:/g Dispersién
standard.

EPITELIO- - 73,2 412,0 -

ANNULAR - PAD 44,9 110,2

CORTEX - - 17,1 17,7

NUCLED- : 20,7 45,9

TOTAL ---- - - 37,1 47,5

Técnica............KORNBERG (1955) (34) Piruvato.
‘ 3

6,6.10 " M.
Expresados en;:..;.'U:TI; por gramo de peso fresco.

N? de observaciones 12

Se expresan laos valores medios y su digpersifn,
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FIGURA 3
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CUADRO V

RESULTADOS: DATOS ANALITICOS DE RIBOSCMAS

Ne de observaciones;::..::;.......,;;:.....;. 9

Peso medio de un pellst (sedimento):;...:..;; 5,0 mg.
Contenido medic de un pellet en HNA::...;.:;. 36 % (peso)
Contenido medio de un pellet en proteinas;::: 52 % [pesa)

Relacién RNA/proteinas;;....;..:...:;....;;.; a,? (BD;
por exceso)

Accifn de la ribonucleasa.

Experiencia UC-5

Sistema: suspensién riboséfnica en 2 ml: de Mg4*~sa-
lino, diluida al 1/1000, (3ml.) 4 0,05 ml de solu-—
cibn de ribonucleasa de concentracién 0,1 mg/ml en

agua destilada:

Lectura a 260 mm;, Beckman DB; referencia, 3 ml. de

Mg4 -salino 4 0,05 ml, de solucibn de ribonucleasa.
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(cuabro V)

CURVA

810

.5.-!!-‘..0.3'!0

Azg0

03

02
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PARTE VI :. DISCUSICN

Aunque la extensidh de nuestros resultados se limita a -
un nfmero reducido de observaciones y por lo tanto, no posee-
mos base estadistica suficiente como pzra sacar conclusiones
definitivas, creemos que no deja de ser algo sugestivo: Efec—
tivamente, cada anélisis realizado sobre las cuatre distintas
partes evidencia una gradacién en locs resultados. En el caso
de la LDH y de los grupos —-SH esta secuencia es parlo general
de maycr a mencr; no asi en las proteinas estructurales del -
cristalino, pero sin émbargo obedecen también a un patrén de
distribucién fundamental de las diversas proteinas en cada —-

uno de los estadios de la diferenciacién celular:

Vamos a sistematizar esta discusifn tratando por separa-

do los problemas que se nos han planteado;

I. Variaciones individuales,

El método seguido por nosotros nos impide deted—-
tar variaciones individuales. Ahoré bien: el analizar simulté
neamenfe cantidades de cristalino o sus partes; gue oscilan =
normalmente entre 20 y 40 hace que el resultado sea la media

estadfstica aritmética de dicha poblacién de cristalino.



Un parémetro estadistico gue nos indicarfs la posible exis
tencia de variaciones individuales seria la desviacién o disper
si6n tipica, que no estamos en condiciones de determinar segin

nuestra metédica.

No obstante, podemos calcular un estimade de la desviacién
tipica; Come cada resultado represernta la media de uné muestra
tomada al azar de la poblacién total de cristalino ae pollo de
seis semanas, el conjunto de datos referentes & un mismo anédli-
sis no es més que la distribuciﬁn estadistica de medias de muesg
tras tomadas aleatoriamente. La desviacién tipica que hemos ha-
llado para cada andlisis representa la dispersifin de las medias,
lo gue en estadistica se conoce como errorltipico de la media -
(BOLIVAR, 1952) ( 7 ) . Y se puede demostrar que el error tipi-

co de la media es:

(¢
N

-
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En esta ecuacifn conocemos dos términos; estamos en condiciof;
nes pues, de calcular él terceru; gue es "sigma", la dispersibn
tipica de la poblacifn total: 51 rescolvemos esta ecuacibn para
cada unc de los resultados que hemos obtenido, obtendriamos va
lores variables. En el caso de =SH y L.DH, los valores sdn pran
des; en las protefnas, estos valores serfan pequeﬁos; Estos re

sultados, pueden entonces indicar dos cosas:

0 que verdaderamente existen diferencias individuales pa-
ra actividad LDH y grupos -SH, o que hay una gran magnitud de

error experimental.

Nosotros lo atribuimos a la segunda posibilidad. Por otra
parte, hemos aplicado un poco arbitrariamente la teoria de mues
treo gaussiana a muestras pequeﬁas; De todas maneras, la evidep
cia nos viene por via de los resultados de otros autores, que
no encuentran en el cristalino diferencias individuales signi-

ficativas,

En cuanto a nuestro error experimental creemos no obstante
gue las cifras de actividad LDH y grupos -SH conservan un va--

lor si son consideradas en términos relativos.

IT. ;Obedecen estos cambios moleculares observados a
la secuencia de diferenciacién postnatal, o bien -
son debidos a la actividad inductora de la retina

en el pericdo embrionario?.



Con esta pregunta nos planteamos la cuestifin de que si -
los cambios moleculares son preformados en el momento de la -~ .
induccibn o forman parte intrinseca del proceso diferenciati-
vo postnatal: Vamos a discutirla por sebarado para cada con--

junto de resultados.

A) DIFERENCIACION Y PROTEINAS DEL CFISTALINO:

Vamos en primer lugar a recordar datos relativos a la di-
ferenciacién embrionaria. En cuanto a las protefnas del crista
lino, 2WAAN {1953) (69) ha determinadc por inmunofluorescencia
que la primera proteina que hace su aparicién es la delta-cris
talina:'Las Gltimas en aparecer son las betas, El proceso de ~'
induccién embrionaria no es superponible a la gradacifn que ng
sotros hemos ohservado. En ésta, la delta-cristalina correspon
de a la célula més diferenciada, mientras que la alfa y la be-

ta corresponden a las células més jévenes;

Estos dos hechos, no cbstante, podrian interpretarée con—
juntamente; Las células de la precoz vesicula cristaliniana, -
gue sintetizan delta~cristalina, en el &rgano adulto formarén
parte del ndclec debido al crecimiento; y en el nlcleo encon——
tramos efectivamente esta prcteina: Ahora bien: la delta—cris-
" talina experimenta un “"turn over" metabﬁlicb, Yy para que nosog
tros la encontremos en el nfcleo adulto, debe necesariamente -

existir una sintesis activa de cristalina delta; Datos de PAPA
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CONSTANTINOU (1967) (45) confirman esta hip6tesisj por tanfo;
no podemos admitir que la sintesis de la delta-cristalina sea
debida a la actividad particular de esas células que se han -
transformado en fibras nucleares, sino més bien, cuando la cé
lula cortical se vaya transformando en fibra nuclear ha de pg

ner en marcha la sintesis de esta proteina.

Ademés, si admitiéramos la teorfa de las células pfimiti
vas,tendrfan que aparecer en el nlcleo tembién las alfa yrbe-
ta~ cristalinas, pues cuando comienza en el embrién la sinte-
sis de éstas, el cristalino tiene un nfmerc totai de células
menor que el nécleo adulto, Esto indica que en el embrién de
14 dfas (fecha de aparicién de la beta cristalina), las célu—-
las que son epiteliales o ecuatoriales, en el frganc adulto —-—

son corticales o nucleares.,

Con respecto a estos datos, pues, la induccién embriona--
ria y la diferenciaciéin zonal que se ghserva en cuanto a las -
protelnas, nos parecen fenfmenos diFerentes: Esto no gquiere de
cir que reconozcamos una causalidad distinta: Volveremos no obs
tante a tratar este tema a propésitc de los ribosomas del cris

taliho:
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B) DIFERENCIACION Y ACTIVIDAD LDH:

Si consideramos los resultados obtenidos, la correlaci6n
entre diferenciacifn y actividad LDH es bastante més neta.lLa
actividad alto-piruvato aumenta en sentido nacleo—epitelio y
la actividad bajo-piruvetc disminuye en ese sentida; en el

patrén isocenzimético confirmamos estos resultados.

En cristalinos de més edad, la diferencia estd mucho més
acentuada; seglin hemos tenido ocasién de comprobar (GENIS GAL--
VEZ y col. 1967) (21): aparicibn de bandas adicionales anfdi--
cas en las zonas diferenciadas y restriccifn a la zona cat6dica
en las zonas indiferenciadas: En. el trabajo mencionado se dis-
cute la relacifn gque algunos autores (CAHN y col. 1962) (9) —
han postulado entred. espectro iscenzimético y el consumo de -

oxigenag ,

También aqul aparece una dicordancia entre el desarrollo
embrionaric y la diferenciacién postembrionaria: LLa actividad
en el cristalino embrionaric es predominantemente catbdica (MAE
SEL y col. 1965) (38). En los momentos perinatales y en la pri
mera semana de vida; la situacién cambia drésticamente para —-—
dar el patrén gue hemos descrito en el cristalino de seis sema
nas, la cual se perpet@a toda la vida: Hemos de»distinguir; ——

pues, dos serie de fenémenos diferentes: uno correspondiente al
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desarrollo embrionaric, en el cual la actividad alto-piruvato

es méxima, y otro, carresponciente a la diferenciacién postem-
brionaria de las cé&lulas del 6rgan0; caracterizada por el vira
je de predominio de la LOH 5 {alto) a LOH 1 {bajo), a medida -

que avanza la diferenciaciodn.

C) DIFERENCIACION Y GRUPOS -SH:

Los datos relativos a grupos ~SH muestran un predg
minio de 6stos en las zonas indiferenciadas sobre las diferen—
ciadas. Por tanto; podemos considerar gue la diferenciacifn zg
nal corre paralela a una disminucién de los grupos merpaptoé—

presentes en la fraccif6n soluble de la célulé;

Estos grupos ~SH libres estén presentes en el cristalino
en forma de glutacién reducido @ restos de distelna en las pro

telnas solubles:

ZWAAN (1966) (70) postula que el desarrollo embrionario -
corre paralelo a un aumentc en grupos -SH, que él atribuye a -
la riqueza en estos grupos de la deltamcristalina; Nosotros no
hemos tenido ocasién‘de comprobarlo directamente, pero a la ~-
vista de los resultados no podriamos aceptar tal punto de vis—
ta; plies estando la delta-cristalina casi restringida al ndcleo;

es en esta zona donde menos grupos -SH libres hemos encontrado.
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Al carecer de otros datos nos limitamos a la exposicitn -

del hecho sin entrar en su discusifn,

D) DIFERENCIACION Y RIBOSOMAS:

A nuestro juicio, el dato mds interesante que se ~
ha obtenido en este estudio es la presencia de una reaccifn de
alfa-cristalina en la inmunoelectro-foresis de los ribosomas -

del Cristalino:

Naturalmente, ante una reaccién tan inesperada, la postu-
ra légica consiste en dudar de la validez y veracidad del re——
sultado por suponer que existié contaminaci6n del material ribg

&6mico con la fraccifén celular soluble.
Ahora bien:

'a; El protocolo de ultracentrifugacifn seguido por
nosotros elimina la posibilidad de contaminaci6n. Téngase en -
cuenta gue la fraccifn microsfmica se lava dos veces y la ribg
sﬁmica.otras dos, quedando aislado el precipitado de la frac-

cifn celular soluble en el primero de estos cuatro 1avados;

b. Si existiera contaminacifn por parte de las pré
tefnas solubles, hubieran aparecido en la imagen inmunocelectro

forética las otras dos proteinas, delta y beta:



Descartando la posibilidad de contaminacifn, nos encontra
mos con el hecho de que alfa-cristalina esté en alguna manera
ligada a los_ribosomas: Y por ello por dos razones: el suero -
anticristalino faorman un arco de precipitacifén correspohdiente
a alfa si se usa como antigeno suspensifin de ribosomas y el —-
suero antirribusuma precipita un arvc alfa sl se emplea extrac
to soluble de cristalinc. La misma banda aparece empleando co-

mo antigenos extractos del epitelio o del annular pad.

Se ha demostrado, por‘estudios de microscopla electrfnica,
que la poblacibn disminuye hasta desaparecer en la célula cri§
taliniana diferenciada, encontréndose unicamente ribosomas en
las zonas epitelial y ecuatorial: Esto hace pensar que es en -
estas dos zonas en la que existe una activa sIntesis proteica,
méxime cuando STEWART y PAPACONSTANTINOU (1967) (858) han descri

to la sensibilidad de las mismas a la actinomicina D.

A la vista de estos datos, nc podemos dejar de pensar gque
la protefna sintetizada por los ribosomas de la zona epitelial
y ecuatorial sea precisamente alfa, en cuyo caso ésta podrfa -~
ser precurscra de las demés; irla de écuefdo con el hecho de -
aparecer la protefna en cuestién como antfgeno de la fraccifn

ribos6mica.



Ultimamente se ha hablado mucho de 1a estructura heteropg
limérica de las protefnas del cristalino (CLAYTON y TRUMAN, —-—
1967) (13). Esta hip6tesis afirma gue las protefnas del crista
lino estén constituidas por una serie de subunidades comunes;
variando en cada una el némerc y la clase de los monﬁmeros:Si
se demostrara definitivamente eéﬁa hip6tesis no nos serfa muy

diffcil concekir a alfa-cristalina como protefna precursora.

Esto serfa la prueba definitiva de que lcs fenfmenos de
induccién embricnaria y diferenciacifn postnatal son diferen-—-
tes. Aquella comienza por la sintesis de deltaScristalina; és—

ta se iniciarfa por la sintesis de alfa en.la zona germinativa.

El que los ribosomas de un &rgano estén ligados a alguna
protefna estructural del mismo es un hechc comprobado por VOGT
(1952) (61) en el higado de rata; una revisifin del problema ha
sido publicada por ARCOS y Col. (1957) (2). En  determinadas -
enterocbacterias existe endotoxina ligada a los ribosomas (DAN-

DEU) y Col. 1984) (14).

En los extensos andlisis realizados por estos Gltimos au-
tores sobre las propiedades de los antisueros antirribosoma,dd

nmuestran que hay tres clases de antigeno en esta particula:

a, Comln a todas las especies y ribosomas (serfa -

el propiao RNA):
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b. Comln a unas pocas especies,

c. Organocespecificos.

Estos €ltimos serfan dz naturaleza proteica, No resulta difi-
cil, pues, pensar gue alfa-cristalina sea verdaderamente un -

antfgeno de la categoria "orgzncespecificos" de estcs autores

(BARBU y Col., 1961) (4).
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81 recapitulamos 1o hasta ahora discutido; asf como los
datos de ctros autores, nos encontramos Gue en ei cristalinoc -
existe efectivarente una secuencia de diferenciscifn bioquimi-
ca correlativa a la diferenciacidn morfolﬁgica; E1l crecimiénto
postnatal del érgano se verifica a expensas de la actividad mi
tética de su zona germinativa epitelial; sflo en ésta se apre-
cian mitosis y es capaz de incorporar timidina tritiada, dque -
es indiée de la replicacifn de DNA. Las células hijas van des-
plazéndose hacia la periferia, a la zona ecuatorial o annular,
pad, donde comienza su diferenciccién, aparecerfa aqui una sin
tesis de alfa-cristalina, y el patrén LDH irfa virendo progresi
vamente a predominio anédicol Esta zona es la més activa incor
pdradora de uridina tritiada, y la més sneisble a la actinomi-
cina: Histooufmicamente se evidencia a su nivel multitud de ac
tividades de todoc tipo més que en cualguiera de las otras tres
regiones: A medida que continda la diferenciacién se observa -
desaparicifn de los ribosomas, franco predominio de las isoenzi
mas LDOH anGdicas y presencia de delta~cristalina; Ya es el pa—

drén bioguimico tipico de la célula cortical;

ALa incorporacién de uridina tritiada es poco activa y no
es inhibida por la actinomicina D: No hay incorpcracifn de £im
midina. Y todos estos caracteres; exagerados, no los encontra-—
mos por fin en la fibra nuclear, término de la historia dife——

4

renciativa del cristalinoc..
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La no concordancia de estos datos con los observados durqﬁ
te la induccifn embriocnaria ha cen pensar que los dos fenfmenos
obedecen a leyes distintas, aunque no estemos en condiciones,Q
repetimos, de dzcir gue sean causalmente independientes: Lo =
teorfa de los mensajeros estables, ya citada, podria, si fuera
demostrada terminantemente, explicar algunos de los aconta2cil—-
mientos epigenéticos de la diferenciacién del eristalino, Si -
la sintesis del alfa-cristalina depende de la funcifn ribes6mi
ca de la zona germinativa, delta-cristalina se deberia a la ag
tividad de un mensajero esfable informado de alguna manera du—
rante el proceso inductivo, o a una forma de agregaci.tn especi

ficamente nuclear de las hipotéticas subunidades:

La bete-cristalina procederfia de la degradacibn de ambas;

y de ahl sus mlltiples formas moleculares.

Dejandu aparte estos extremos espsculativos, guersmos de-
cir Gnicamente como final que verdaderamente creemos, més que
por nuestros limitados y cuestionables resultadcs, por 1o de -~
otros autores, que la diferenciacién celular es un fendmeno ——
complejo del cuel la mﬁrfologia no es més gue una manifesta-—-

cibn,

Correlativsmente hay cambios bioguimicos a escala macro-
molecular que manifiestan una actividad epigenética especifica

para cada grado de la diferenciacifbn.
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