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OBJETIVOS Y MOTIVACION



La fecundacidn de una célula femenina haploide por una célula
masculina haploide de la misma especie conduce a la formacidén
de un organismo de la propia especie. La formacién de este
organismo nuevo se encuentra sujeta a diversas vicisitudes.
Entre ellas cabe destacar dos: la distribucidn de substancias
en el interior del ser vivo y 1la relacidn con el medio

ambiente.

En cualquier caso, el desarrollo del organismo puede
ajustarse a lo sabido para cada especie o quedar alterado por

enfermedad o accidente.

El esfuerzo desplegado en las tres ultimas generaciones ha
permitido dominar el campo de las enfermedades infecciosas.
De manera coincidente, el trabajo se centra en 1la actualidad
en el conocimiento de las causas de las enfermedades

neoplasicas. i

Se considera que el conocimiento de los procesos que
participan en 1la diferenciacidn y crecimiento celulares es
basico para el control de la célula neopldsica. En esta linea
se supone el interés del estudio del embridn y de sus ceélulas

como modelo al cual se asemejan las células neoplasicas.



Por todos estos motivos decidimos, hace unos anos,
integrarnos en el Departamento de Ciencias Morfoldgicas y
Odontoestomatologia de nuestra Alma Mater -dirigido a la

sazdén por el Prof. Dr. Domingo Ruano Gil.

Nuestro objetivo consistia en establecer 1la semejanza de
células embrionarias de ratdén con células de ciertas
neoplasias de ratdn; vy, en concreto, con neoplasias de
células germinales de ratodn. Una vez establecida 1la
diferencia especifica entre unas células y otras seria mas
sencilla la deteccidn precoz del embrién o de células

neoplasicas.
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EL DESARROLLO PRECOZ DEL RATON
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El desarrollo del embridn significa la especificacidn de
las células en el espacio y en el tiempo. La especificacién
de las células segin su ubicacién se consigue mediante un
proceso de interaccidn celular y el reconocimiento de la
posicidn celular relativa. E1 establecimiento dentro de una
sola ceélula de asimetrias de organizacién pone en marcha
algunas senales relativas a 1la posicién. Dichas asimetrias
conducen a diferencias intercelulares tras 1la divisidn
mitdtica. Otras sefales se basan en poblaciones "fundadoras"
de ceélulas precursoras homogéneas. Estas células generan
diversidad por medio de sernales inductivas o senales
difusivas gradualmente de varios tipos (Johnson, Pratt 1983).
La especificidad se consigue mediante 1la interaccién de
serales de posicién con células receptoras "estimuladas" para
responder a dichas serales. La "estimulacién" permite a las
células receptoras un periodo limitado de competencia de
desarrollo. Durante este periodo puede tener lugar 1a
respuesta diferenciadora reflejando asi la expresidn de la
parte temporal del programa de desarrollo. Cada célula, en un
momento dado del desarrollo, tiene la capacidad de responder
de un numero limitado de maneras. Puede, por lo tanto,
contemplarse el programa temporal del desarrollo como la
presentacidn secuencial de varias apciones. Cada una de estas

opciones; en un momento dado, refleja la historia del
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desarrollo de cada célula; es decir, su linaje. Asi la
competencia de wuna celula se definiria por su "historia®.
Esta herencia molecular proporciona el substrato sobre el
cual pueden intervenir las interacciones celulares para

seleccionar una via concreta de desarrollo.

El desarrollo embrionario del ratédn comienza con la
fecundacidén del huevo por el espermatozoo. Una caracteristica
impor tante de la embriogénesis murina es su lentitud relativa
con respecto al erizo de mar, Drosophila y Xenopus. A las
veinticuatro horas tras la fecundacién, los embriones de
estas especies han avanzado mucho en la via de larva y
contienen mas de &0.000 ceélulas organizadas en muchas capas
tisulares diversas. Por el contrario, el embridn de ratén se
encuentra todavia en la etapa de dos células; se continuara
dividiendo lentamente sin aumento alguno de su masa a medida
que se traslada a 1lo largo del oviducto. Llegara a
implantarse en el utero 4,5 dias después de la fecundacidn.
Este desarrollo lento significa que el tejido uterino puede
prepararse para recibir al embridén. éste, a su vez, genera
los dos primeros linajes celulares (el trofectodermo vy el
endodermo primitivo) que forman 1la base de la placenta y de
los sacos vitelinos extraembrionarios necesarios para la
interaccidn con 1la madre. Una vez se ha consequido la
implantacién tiene 1lugar un gran aumento en la tasa de

crecimiento del embridn; especialmente en el pequero grupo de
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células pluripotenciales conocidas como ectodermo primitivo a
partir de las cuales se desarrollard el feto. El ectodermo
primitivo es en muchos aspectos equivalente al blastodermo
celular de Drosophila o al blastodisco del pollo. Entre el
quinto y décimo dia tras la fecundacidén se establece el plan
basico del organismo murino dentro de 1las células del
ectodermo primitivo y de sus descendientes. En definitiva, el
mesodermo se forma y se divide en pares repetidos de blogues
de somitos constituyendo un patrén segmentado a lo largo del
eje corporal anterior-posterior. La placa neural es inducida
y se dobla para formar el tubo neural, y aparecen los ojos,
nariz y oidos. Las células de la cresta neural comienzan su
migracion y aparecen el corazdn, el sistema circulatorio y
los esbozos de las extremidades. Por lo tanto, durante este
periodo entran en juego muchos de los genes que controlan la
diferenciacidn y morfogénesis de los drganos adultos (Hogan y

cols. 1986).

El periodo de gestacién del embridn murino es de 19 a 20
dias, segun las cepas. mara algunas cepas enddgamas, como la
C3H, el proceso es algo mas lento. El1 conocimiento actual de
los linajes celulares en el embrién murino se resume en la
figura 1 (el fondo rayado indica los tejidos que daran lugar
al embridn propiamente dicho y a células extraembrionarias;

las letras negras sobre fondoe blanco indican tejidos
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FIGURA 1

PLACENTA CORIOALANTOIDEA



extraembrionarios; las letras rojas indican los tejidos del

embrion propiamente dicho; tomado de Hogan y cols. 1986).

Aungue el desarrollo embrionario comienza con la
fecundacién, tanto el dvulo como el espermatozoo son
resultado de procesos complejos de maduracién comenzados
cuando las células germinales primordiales se introducen en
las crestas genitales. Este resumen del desarrollo murino
comienza por lo tanto con wuna descripcidn del origen y
crecimiento de las células germinales, las cuales se
encuentran entre las células mas interesantes del organismo

entero.

La procedencia y el desplazamiento de las células

germinales.

Los gametos maduros son resultado de procesos comple jos
de diferenciacién. Dichos procesos preparan los gametos para
participar en el establecimiento de una nueva generacién de
organismos. Durante su diferenciacidn, los gametos masculinos
Yy femeninos adquieren caracteristicas propias. Estas
caracteristicas definen sus funciones en la fecundacidén. Los
gametos masculinos son mdéviles vy deben trasladarse hasta el
huevo. Para facilitar su movilidad, los espermatozoos tienen
organulos locomotores especializados; ademds carecen de gran

cantidad de citoplasma. También disponen de los medios para
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unirse a la superficie del huevo y depositar el nucleo
haploide en el interior del mismo. El gameto femenino carece
de organulos patentes de locomocidn. Tiene grandes cantidades

de citoplasma a partir del cual se forma el embridn.

Las células germinales primordiales se diferencian a
partir de células del ectodermo primitivo. Se identifican
claramente por vez primera en el embridn postcoital (p.c.) de
B a 8,5 dias en la base de la alantoides. Se distinguen por
dos caracteristicas: por su forma redonda vy grande y por su
elevada concentracidén de actividad fosfatdsica alcalina. Esta
actividad puede demostrarse mediante tinciones histoquimicas
y permite seguir las células germinales a lo largo de su
migracidon hasta las crestas genitales (Clark, Eddy 1975;
Eddy, Hahnel 1983). La conclusidn de que las ceélulas
germinales surgen del ectodermo primitivo se basa en
exper imentos en los cuales se extirparon fragmentos de huevo
cilindro de 7 y 7,5 dias p.c. cultivdndose in vitro; a
continuacidn se valord 1la aparicidn de ceélulas grandes
positivas para la fosfatasa alcalina (Snow 1981; Snow y Monk
1983). Unicamente trozos extraidos de las cercanias del
extremo posterior del huevo <cilindro dieron lugar a tales

células.

A medida que las células germinales se mueven desde la

base de la alantoides, comienzan una migracién compleja: en



primer lugar llegan hasta el epitelio endodérmico del
intestino posterior, luego se introducen en el mesenterio y
finalmente dentro de las crestas genitales. Estas crestas son
bandas de tejido mesodérmico que se encuentran en el techo
del peritoneo. Se supone que esta migracidén conlleva ciertos
movimientos activos de las células germinales; vya sea a lo
largo de tractos de material de la matriz extracelular o en
respuesta a substancias quimiotdxicas liberadas por las
células de la cresta genital.

En la ruta hacia su destino final, las células germinales se
dividen aproximadamente una vez cada 16 horas. Se calcula que
en el embridn de B dias p.c. se encuentran entre 10 y 100
células germinales primordiales; esta cantidad aumenta hasta
unas 25.000 en el momento en el que las crestas genitales se
encuentran completamente colonizadas alrededor de 1los 13,5
dias p.c. de desarrollo (Tam, Snow 19B1). Se conocen varias
mutaciones que afectan a 1la proliferacidn de las células
germinales provocando esterilidad en 1los homocigotos. El
proceso consiste en reducir el nimero de células germinales
en las crestas genitales. Por ejemplo el caradcter blanco
moteado (W) y el carAdcter blanco moteado viable (WY) reducen
ambos 1la proliferacién y 1la migracién de las células
germinales desde la base de la alantoides (Mintz vy Russell
1957). Por el contrario, en ratones homocigotos para el
caracter Steel (S1), las células germinales por 1lo visto

migran normalmente hacia las crestas genitales pero no
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proliferan o no pueden mantenerse ahi (McCoshen, McCallion
1975). Ambas mutaciones afectan asimismo las células de la
cresta neural y las ceélulas progenitoras del sistema
hematopoyético; estas dos poblaciones migran también a lo
largo de grandes distancias. En ratones S51/51 pero no en
ratones W/W, las células pigmentarias pueden recuperarse
mediante el trasplante de células de 1la cresta dentro de un
ambiente de tipo salvaje (Mayer 1973). Sin embargo, se
desconoce si las células germinales primordiales S1/51 pueden

recuperarse de la misma manera.

La identificacidn de estas y otras mutaciones genéticas
(p. ej.,» las expresadas relativamente tarde en la
embriogénesis o las expresadas de forma no mortal en el
hemicigoto) permite estudiar el desarrollo de los mamiferos.
Se podrian extraer conclusiones acerca del tiempo, lugar y
modo de la activacidn de genes importantes para el
desarrollo. Por su planteamiento estos estudios implican
principalmente un andlisis del resultado de las vias de
desarrollo seguidas mads que un andlisis del proceso mismo.
Una caracteristica del desarrollo precoz es una "clausura”
generalizada de la cromatina. Esta "clausura" luego se libera
parcialmente y queda bajo control. En el ratén, las vias de
desarrollo son seguidas por pequenos grupos de células en el
embridn. Ello comporta que 1la tecnologia empleada para el

andlisis correspondiente sea sensible de manera proporcional.
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Un enfoque complementario, como se verd, empleado con
frecuencia para el estudio del desarrollo de mamiferos es el
andlisis sistematico de ciclos celulares en subpoblaciones
celulares embrionarias relativamente homogéneas. Asi, pueden
comprobarse variaciones en las interacciones del ADN, ARN y
proteinas. También pueden estudiarse los cambios en la
naturaleza de las relaciones de estos procesos con respecto a
las propiedades de las células como un todo. En esta linea,
los ciclos celulares largos del embridn de ratén permiten el
analisis de aspectos del desarrollo relacionados con el ciclo

celular.

Los estimulos procedentes de la cresta genital influyen

sobre el desarvrollo de la célula gerainal.

Las primeras diferencias en las crestas genitales de
embriones masculinos y femeninos pueden detectarse alrededor
de los 12,5 dias p.c. En este momento, las células germinales
femeninas entran en la fase de meiosis como respuesta a un
estimulo proporcionado por las células somaticas de la cresta
genital (Monk, McLaren 1981; McLaren 1983). Por el contrario,
las células germinales masculinas responden al ambiente de la
cresta genital masculina sufriendo un paro mitético en la

fase G, del ciclo celular y no entran en meiosis hasta mas
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tarde en el desarrollo. Se han puesto a punto técnicas de
cultivo tisular (De Felici, McLaren 1983) que pueden permitir
estudiar la naturaleza del influjo de las células somaticas
de la cresta genital sobre 1la diferenciacién de 1la célula
germinal in vitro (McLaren 1983). Este efecto del ambiente
gonadal local tiene una enorme influencia sobre la
difernciacidn de celulas germinales en quimeras XX/XY
obtenidas mediante la agregacién de mdrulas o mediante la
inyeccidn de células dentro del blastocisto. Las células
germinales XX en un ambiente local predominantemente XY
comienzan a desarrollarse en direccidn masculina, aungque no
forman espermatozoos; mientras que células XY en un ambiente

XX pueden formar ovocitos (McLaren 1983).

El crecimiento y la saduracidn del ovocito.

A los cinco dias después del nacimiento, todos los
ovocitos se encuentran en la etapa de diploteno de la profase
de la primera divisién meidtica. Son, por lo tanto, diploides
pero contienen cuatro veces la cantidad haploide de ADN (4C).
Durante la prolongada fase de descanso, los cromosomas
homd logos empare jados se encuentran completamente
desenrrollados y tiene lugar 1la transcripcién del ARNm
ovocitario (materno). Los estudios acerca de la actividad del
cromosoma X han demostrado que unicamente un solo cromosoma X

se encuentra activo en las células germinales primordiales XX
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y en las ovogonias de 11,5 dias p.c; pero a los 12,5 dias
p.c. ambos cromosomas X se tornan activos (Monk, McLaren

1981; MclLaren 1983).

Cada ovocito se encuentra dentro de un foliculo y esta
rodeado de capas miltiples de células foliculares. Dichas
células foliculares desemperan diversas funciones en el
crecimiento vy diferenciacidn del ovocito. Las células
foliculares periovocitarias tienen numerosas proyecciones que
forman uniones especializadas dentro del huevo. Estos
complejos de unidn engloban las bandas de cierre y permiten
el intercambio metabdlico. Se mantienen incluso a medida que
las células foliculares y el ovocito se separan gradualmente
debido al depdsito de zona pelucida. Esta zona pelucida
consiste en una capa de material extracelular sintetizado y
depositado por el ovocito en crecimiento (Bleil, Wassarman
1980a; b; Greve, Wassarman 1985). La zona estd compuesta de
tres sulfoglicoproteinas acidas principales (Z2P1, M. 200.000;
2P2, M. 120.000; ZP3 M, B3.000) y alcanza un grosor de unas 7
micras. Pueden aislarse del ovario y cultivarse in vitro, con

o sin células foliculares, ovocitos en las diversas etapas de

maduracidn.

Dejando aparte 1los estudios sobre la sintesis vy
ensamblamiento de los glicoproteinas de la zona, las cuales

en conjunto representan un 10% de la sintesis proteica total,
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se conoce relativamente poco sobre la actividad genética de
los ovocitos en crecimiento. Se han realizado andlisis
electroforéticos bidimensionales de 1las proteinas totales
sintetizadas por ovocitos en maduracién y por huevos no
fertilizados marcadas con metionina [@®5] (Van Blerkom 1981;
Howlett, Bolton 1985). Ademas, se ha divulgado la sintesis de
varias proteinas especificas. Por ejemplo, un 1,3% de la
sintesis proteica total de 1los ovocitos se destina a la
tubulina (Schultz y cols. 1979); los ovocitos también
sintetizan y segregan una proteina de Mr 43.000 de funcidén
desconocida por el momento (Brinster y cols. 1981). Mas
pruebas de la capacidad del ovocito murino para glicosilar y
segregar proteinas provienen de los estudios acerca del
destino de la ovoalbumina de pollo sintetizada a partir de
ARNm exdgeno inyectado dentro del citoplasma (Paynton y cols.
1983). Finalmente se ha demostrado que varias secuencias
repetitivas diferentes se encuentran inframetiladas en los
ovocitos murinos (Sanford y cols. 1984).

De manera sorprendente, mads de 1la mitad de los foliculos
primordiales existentes en el ovario murino en el nacimiento
degeneran antes de las 3-5 semanas de edad, pero se sabe poco
acerca de los factores hormonales y locales que controlan
esta pérdida (Faddy y cols. 1983). La hembra murina alcanza
la madurez sexual alrededor de las 6 semanas de edad,

dependiendo de la cepa y de las condiciones ambientales. En
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este momento cada ovario contiene aproximadamente 10.000

ovocitos en diversas etapas de maduracidn.

La ovulacidn.

A medida que el ovocito aumenta de tamafo, adquiere
gradualmente la competencia para entrar en las etapas finales
de la meiosis como respuesta a los estimulos hormonales
adecuados. La ovulacidn necesita 1la respuesta coordinada
tanto de 1las células foliculares como del ovocito; en
condiciones de laboratorio dptimas, la ovulacidn se presenta
espontaneamente una vez cada 4 dias. Sin embargo, muchos
factores ambientales pueden influir en la duracidén del cicloj;
éste puede inducirse artificialmente mediante administracion
harmonal. En un ciclo natural cualquiera, sélo unos cuantos
foliculos responden al aumento de la hormona estimuladora de
los foliculos (FSH); dicha hormona es sintetizada por la
hipdfisis. Las células foliculares estimuladas se despegan
del ovocito e incrementan su sintesis y su secrecidn de
proteoglicanos de peso molecular elevado y de activador de
plasmindgeno tisular (Hsueh y cols. 1984). Al mismo tiempo,
el foliculo acumula fluido, se hincha, y se traslada hacia la
periferia del ovario, listo para la maduracidn final y para
la liberacién del ovocito. Las unidades foliculares maduras y

llenas de liquido se denominan foliculos antrales o de Graaf
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(graafianos). Toman su nombre del cientifico que los

describid por primera vez en 1672 (Regnier de Graaf).

La ovulacidn tiene lugar como respuesta a un aumento de
la concentracidn de hormona luteinizante (LH), sintetizada
también por 1la hipdfisis. Tras la estimulacidn por la LH, el
ovocito sufre la maduracidén nuclear. E]l nicleo (denominado
asimismo vesicula germinal) pierde su membrana; los
cromosomas se disponen en huso y se desplazan hacia la
periferia de la célula donde tiene lugar la primera divisidn
meidtica. Como primer cuerpo polar se expulsa un grupo de
cromosomas homélogos, rodeado de una escasa cantidad de
citoplasma. E1 ovocito es liberado finalmente del foliculo en

este punto.

Cada ovocito ovulado se encuentra rodeado por su zona y
por una masa de ceélulas foliculares con sus proteoglicanos
asociados. Los huevos son barridos dentro del extremo
abierto, o infundibulo, del oviducto mediante 1la accidén de
numerosos cilios que se encuentran en la superficie del
epitelio. Otras células del epitelio segregan diversas
substancias. En el momento de la ovulacién el extremo distal
del oviducto se hincha y aumenta hasta formar wuna ampolla
donde ocurre la fecundacién. En una ovulacién natural se
liberan de B8-12 huevos (segun la cepa de la que se trate);

pero el proceso no es sincrénico y transcurre durante un
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periodo de 2-3 horas. Tras la ovulacidn, las ceélulas
foliculares sobrantes se diferencian en células secretoras de
esteroides (células de 1la granulosa luteinica) las cuales
contribuyen a mantener el embarazo. Un método para determinar
cuantos huevos fueron liberados de hecho, consiste en contar
el numero de cuerpos amarillos brillantes cerca de la

superficie del ovario.

Puede ser conveniente analizar el comienzo del
desarrollo como la reanudacién del ciclo celular suspendido
del ovocito primario intrafolicular. Dicho ovocito se ha
mantenido en la profase de la primera divisidn meidtica desde
la vida fetal. Los cambios nucleares durante la transicidén
del ovocito primario al ovocito secundario ovulado detenido
en la metafase de la segunda divisién meidtica duran unas
doce horas en el ratdn. Estos cambios nucleares se acompanan
de muchos cambios cualitativos y cuantitativos en el perfil
sintético proteico (Cascio, Wassarman 1982). También tienen
lugar desplazamientos en la distribucidén de organulos
celulares como mitocondrias, lisosomas y granulos corticales

(Van Blerkom, Runner 1984).

La fecundacidn.

En cada eyaculacién se liberan dentro de la via

reproductora femenina unos 58 x 10 de espermatozoos. Algunos
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alcanzan la ampolla a 1los cinco wminutos aunque no estan en
condiciones de fertilizar hasta transcurrida una hora. Este
proceso de maduracidn se denomina capacitacién y es mal
conocido por el momento. Para 1llegar a la superficie del
huevo, el espermatozoo debe atravesar en primer lugar las
células foliculares y 1luego la zona pelucida. En muchos
mamiferos, los lugares de unidén de los espermatozoos son muy
especificos de especie (aunque no absolutamente) e impiden el
paso de espermatozoos de otras especies. En algun momento
durante el paso a través de las células foliculares o de la
zona, el espermatozoo sufre la reaccién acrosdmica. EI
acrosoma (una estructura secretora, parecida a una vacuola,
que se encuentra en la cabeza del espermatozoo) se une con la
membrana plasmAtica de la cabeza del espermatozoo liberando
diversas enzimas hidroliticas. Si no hay reaccidn acrosoémica,
el espermatozoo no puede fecundar el huevo. En el ratdn, se
ha relacionado la proteina mids pequera de la zona ZP3 en el
desencadenamiento de la reaccidn acrosdmica pudiendo servir

como receptor del espermatozoo (Bleil y Wassarman 1983).

La fusidn de la parte posterior de 1la cabeza del
espermatozoo con la membrana del huevo desencadena una
cascada de reacciones conocida como fecundacidén. Un
acontecimiento muy precoz es un cambio en la superficie del
huevao inhibiendo la fusién de espermatozoos adicionales. Otro

acontecimiento es la liberaciéon dependiente del Ca*~
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(exocitosis) de los granulos corticales situados bajo la

membrana plasmatica. Esto es el comienzo de la "reaccidn
zonal" 1la cual conlleva el entrecruzamiento de las
glicoproteinas de la zona y la modificacidn de 1la

glicoproteina 2P3; ésta deja de unirse a espermatozoos y
tampoco da inicio a la reaccidn acrosdédmica. Estos
acontecimientos también contribuyen a impedir la polispermia.
Durante 1la fecundacidn, la cabeza, parte media y una gran
parte de la cola del espermatozoo se incorporan al citoplasma
del huevo. La parte media del espermatozoo proporciona los
centriolos paternos y mitocondrias al cigoto; aunque éstas

ultimas quedan muy diluidas por las mitocondrias del ovocito.

La fecundacidn da comienzo a la segunda divisidn
meidtica y a la expulsidn del segundo cuerpo polar. Las
membranas nucleares, incluyendo las proteinas nucleares, se
constituyen entonces alrededor de 1los cromosomas maternos y
paternos y los pronicleos haploides femenino y masculino se
mueven hacia el centro del huevo. La replicacidon del ADN
tiene 1lugar durante esta migracién. Los prondcleos no se
fusionan, pero las membranas se rompen y los cromosomas se
ensamblan en el huso; en una poblacién de cigotos fecundados
de modo natural la primera mitosis transcurre durante varias
horas. Mediante 1la fecundacién in vitro puede conseguirse un

desarrollo mas sincrédnico. Los huevos no fecundados
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permanecen viables durante unas 12 horas y los espermatozoos

durante unas & horas.

La mayor parte de las proteinas sintetizadas durante
estas fases precoces del desarrollo hasta la primera divisidn
celular permanecen detectables cualitativamente hasta la
etapa de morula (Pratt y cols. 1983). Los estudios
cuantitativos indican que la mayoria de las proteinas tienen

una vida media larga (Brinster y cols. 1976).

El citoesqueleto del cigoto antes y después de la

fecundacidn.

En todo el citoplasma del ovocito se encuentra una
matriz compleja de elementos citoesqueléticos. Estos
elementos incluyen 1la actina, la tubulina y ciertas
citoqueratinas (Lehtonen y cols. 1983a; Maro vy cols. 1984;
Schatten y cols. 1985). Los diferentes sistemas deben
contribuir a coordinar los acontecimientos en la superficie
celular con los cambios en los pronicleos a medida que éstos
migran hacia el centro del huevo. La migracién es inhibida
tanto por la citocalasina B (la cual inhibe la polimerizaciodn
de 1la actina) como por la colcemida (que inhibe la
polimerizacidn de la tubulina)l. Se necesitan ambos
inhibidores en los experimentos de transferencia nuc lear para

permitir que 1los ntcleos queden englobados dentro de un
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carioplasto. Los primeros cambios ontogénicos en la

organizacidn de la actina del cigoto se ven en la fecundacidn

(Maro y cols. 1984). En el ovocito ovulado, la membrana
plasmatica por encima del huso meidtico carece de
microvel losidades ¥ de lugares de fijacién para la
concanavalina A (Con A); ademds por su parte inferior hay una

capa subcortical rica en actina. La fecundacién comporta la
formacién de una segunda zona sin receptores para la Con A,
el cono de fecundacidn. Dicho cono se encuentra alrededor del
lugar de entrada del espermatozoo. Una capa rica en actina
queda subyacente, también en esta regidén, a la membrana
plasmatica. A medida que los pronicleos se trasladan hacia el
centro del huevo, la distribucidn de los filamentos de actina
se torna mas uniforme y las 4reas sin receptores para 1la Con

A desaparecen.

La necesidad de los genomas saterno y paterno para el

desarrollo comspleto.

La activacidn partenogenética de huevos no fecundados
puede provocarse de varias maneras. Entre las substancias
empleadas se encuentran: alcohol, hialuronidasa, el iondforo
del Ca** A23187, un medio sin Ca** ni Mg**, el "shock”
frio/calor o los anestésicos. Ademds, un 10X de los ovocitos

de la cepa murina LT/Sv presentan una activacidn espontanea
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en el oviducto o en el ovario. Aquellos embriones que se
implantan, se desarrollan hasta la etapa de huevo cilindro (7
dias p.c.) y a continuacidén se desorganizan y mueren. Por el
contrario, aquéllos que permanecen en el ovario dan lugar a

teratomas. (Kaufman 1981, 1983a; Whittingham 1980).

El genotipo del embridén partenogenético puede wvariar de
acuerdo con las condiciones experimentales y, en especial, la
edad postovulatoria del ovocito activado. E1 factor mas
importante puede ser el estado y 1la orientacidn de los
elementos citoesqueléticos del huevo en el momento de la
activacién. Entre 1los genotipos que pueden surgir de la
activacidn partenogenética de un ovocito procedente de una

hembra F, (heterocigota) se encuentran:

1. Haploide uniforme (expulsidn del segundo cuerpo polar).

2. Haploide mosaico (el segundo cuerpo polar reacciona como

una blastdmera normal).

3. Diploide heterocigoto (resultado de 1la supresién de la
formacién del segundo cuerpo polar o de la fusidén del
pronucleo vy del segundo cuerpo polar).El caracter

heterocigoto en estos huevos es resultado de la

recombinacién durante la meiosis.
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4. Diploide homocigoto (resultado de la diploidizacidn del

prontdcleo femenino).

Debe observarse también que hasta un 20% de los huevos
activados con alcohol pueden ser aneuploides como resultado
de no disyuncién (Kaufman 1982, 1983b). La mayoria de los
huevos partenogenéticos, vy en especial los haploides
uniformes, mueren antes de la etapa blastocistica. Una
pequera parte continda desarrol ldndose despueés de la
implantacién, por ejemplo hasta 1la etapa de huevo cilindro
(LT/Sv y los haploides mosaicos) y hasta la etapa de esbozo
precoz de las extremidades (diploides heterocigotos; Kaufman
y cols. 1977). Sin embargo no se ha conseguido ningun
desarrollo normal a término a partir de ningun tipo de huevo
partenogenético. Las razones de este fracaso todavia no se
comprenden, aunque la mortalidad celular claramente no es un
factor, por varias razones. En primer lugar tanto los huevos
LT/Sv como otros huevos partenogenéticos pueden dar lugar a
teratomas si se trasplantan a lugares ectédpicos. Estos
teratomas contienen una gran var iedad de tejidos
diferenciados normalmente pero desorganizados. En segundo
lugar, pueden recuperarse mediante la formacion de quimeras
con embriones normales (Stevens y cols. 1977; Surani vy cols.
1977). Ademds, a partir de blastocistos par tenogenéticos

haploides cultivados in vitro, se han obtenida lineas
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celulares pluripotentes (Kaufman y cols. 1983). Las células
se diploidizan pronto en estas lineas y en teratomas

der ivados de huevos partenogenéticos.

Algun trastorno en algin proceso necesario para el
crecimiento y desarrollo coordinados del embridén como un todo
provocaria la insuficiencia de los embriones partenogenéticos
para llegar a término; mas que la viabilidad celular per se.
Una posibilidad es que las cepas enddgamas murinas posean
mutaciones mortales recesivas en los genes que controlan la
organizacidn tisular o la formacién del patrdn. Si se supone
que tales mutaciones recesivas tuvieran penetrancia completa
en homocigotos un 25% de 1la descendencia de las cepas
endégamas de ratones moriria in utero; eésto hace poco
probable 1la explicacién precedente. Aungque 1la mortalidad
prenatal puede ser muy elevada en algunas cepas enddgamas,
nunca alcanza este nivel. Otra posibilidad es que el
desarrollo embrionario normal necesite alguna contribucién no
genética del espermatozoo o algun acontecimiento
citoplasmatico desencadenado unicamente por la fecundacidn.
Los resul tados de Hoppe e Illmensee (1981) apoyaban
inicialmente este Jultimo punto de vista. Trasplantaron
nicleos de masas celulares internas de blastocistos LT/Sv
par tenogenéticos a huevos fecundados C37BL extrayendo a
continuacién ambos prondcleos del receptor. Una proporcidn

pequena de huevos inyectados se desarrolld con normal idad
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(Hoppe, Illmensee 1981). En experimentos previos habian
obtenido por 1lo visto alguna descendencia viable de huevos
fecundados tras extraer uno de los prondcleos y dejar que el
otro sufriera diploidizacién en la presencia de citocalasina
(Hoppe, Illmensee 1977). Sin embargo, en otros laboratorios
no han tenido eéxito los intentos de conseguir ratones
diploides homocigotos a partir de un unico progenitor

(Markert 1982; Surani, Barton 1983).

Experimentos mas recientes en dos laboratorios
independientes han proporcionado pruebas para apoyar una

tercera hipétesis: el desarrollo normal sdlo tiene lugar si

un grupo de cromosomas ha pasado por una etapa de
inactivacién en 1la linea germinal masculina. En otras
palabras, el citoplasma de huevos activados
partenogenéticamente es completamente competente para

sostener el desarrollo a término con tal que los pronicleos
masculino y femenino contribuyan al genoma embrionario
(McGrath, Solter 1984b; Surani y cols. 1984). Ambos
laboratorios han empleado la técnica de trasplante nuclear
ideada por McGrath y Solter (1983a,b). Surani y sus colegas
demostraron que si un pronidcleo masculino se transfiere a un
huevo haploide activado partenogenéticamente, el embridn
resultante tiene muchas probabilidades de llegar a término.
Sin embargo, si se transfiere un pronicleo femenino, los

embriones no se desarrollaran mas alla del décimo dia;
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ademas, hay muy poco crecimiento de los tejidos
extraembrionarios. E1 trasplante de pronicleos entre huevos
fecundados ha demostrado también la necesidad de los genomas
materno y paterno para el desarrollo completo (McGrath,
Solter 1984b). Una explicacién de estos resultados es que
habria una frecuencia elevada de errores en la inactivacion
del cromosoma X en los tejidos extraembrionarios en el caso
de que ambos cromosomas X deriven JuUnicamente de la hembra.
Normalmente hay una inactivacién preferente del cromosoma X
paterno en los tejidos extraembrionarios. Por el momento se
desconoce la base molecular de la inactivacidén del genoma

paterno.

Los ciclos celulares hasta la etapa de adrula mno

compactada de ocho células.

Actualmente se dispone de un gran caudal de informacidn
referente a los patrones de sintesis de ARN vy de proteinas
durante el desarrollo preimplantatorio a pesar del pequedo
tamaro de los embriones mur inos durante la etapa de
morulacidn. También ha habido adelantos en la correlacidn de
estos cambios con momentos tales como la fecundacidén, la
replicacidn de ADN, la divisidn celular y el compromiso de
los blastdmeros hacia distintos destinos de desarrollo. Esta
informacién se ha resumido en dos revisiones recientes

(Johnson 1981; Pratt y cols. 1983).
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Como se describe en estas revisiones, la electroforesis
bidimensional en gel de poliacrilamida-SDS (PAGE) ha
demostrado varios cambios en el patréon de proteinas marcadas
con [®®SImetionina sintetizadas por embriones en morulaciodn.
Ha sido dificil situar en el tiempo con precisidén estos
cambios; especialmente en relacidn con otros acontecimietos
celulares (por ejemplo, sintesis de ADN vy mitosis celular).
Esta dificultad se debe a la asincronia existente dentro de
una poblacién de embriones fecundados normalmente y entre
blastdmeros de embriones individuales. Esta asincronia puede
reducirse mediante 1la fecundacidn in vitro; mediante la
separacidn de embriones tras la divisién a dos células y
mediante 1la disociacidn vy recombinacién de grupos de
blastémeros en etapas concretas del ciclo celular antes del
marcado. La exposicién durante pocas horas por lo visto
carece de efecto sobre el desarrollo posterior (Van Blerkom
1981) aunque la exposicidén prolongada a metioninal®®S] puede
tener efectos per judiciales, debido a lesidn por radiacidn,

que no pueden ser reparados (MacQueen 1979).

Hay una pérdida fisica de ARNm derivado de la madre por
parte del embrién, de manera que en la etapa de dos células
tardia, casi todo -si no todo- el ARNm materno ha
desaparecido. La mayor parte de esta pérdida ocurre durante

la etapa de dos ceélulas; el ARNm materno es reemplazado
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durante la etapa de dos células con ARNm embrionario (Bolton
y cols. 1984). Se ha controlado 1la actividad genética
embrionaria con cierta precisidn. Se ha demostrado que tiene
lugar en dos momentos. El primero inmediatamente antes y el
segundo momento inmediatamente después del periodo de
replicacién del ADN (Flach y cols. 1982; Bolton vy cols.

1984) .

Las wvariaciones en el patrén de sintesis proteica
comprobadas tras 1la fecundaciédn pueden deberse a varios

procesos:

1. Aumento en las tasas de recambio de algunas proteinas
sintetizadas en ARNm maternos estables. Se han recogido
pruebas de tales procesos en huevos de mamifero (Howlett,

Bolton 1985).

2. Modificacidén posttraduccional de proteinas sintetizadas
tanto en ARN materno como embrionario. Hay algunas
pruebas de modificaciones proteicas mediante
fosforilacidn, glicosilacién o hidrdlisis proteica (Van
Blerkom 1981; Cascio, MWassarman 1982; Pratt vy cols.

1983).

3. Empleo selectivo de subespecies de ARNs materno. Algunas

especies de ARNm se emplean o suprimen selectivamente; la
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comprobacidn exper imental proviene de estudios con
embriones cuidadosamente controlados cronoldgicamente.
También de comparar productos de traduccidn in vitro e in

vivo.

Deqgr adacidn especifica de ARNm materno conservado del
ovocito. En 1la etapa de dos células hay un descenso
biusco de 1la cowentraciédn de ARN total vy poli(A)~
(Clegg, Piko 1983); también 1lo hay en la traduccidn de
ARNm globinico inyectado dentruo del cigoto (Brinster y
cols. 1980) y en la traduccién de proteinas presuntamente
codificadas por el ARN materno (para wuna revision, ver
Johnson 1981; Pratt y cols. 1983). Giebelhaus y cols.
(1983), en una seir ie muy clara de experimentos empleando
hibridacidn Narthern para vectores de ADN recombinado,
demaostraion ima péidida nuotable del conjunto de ARNm de
actina vy de la histona H3 presente en el huevo.
Poster ior mente, las cuncentraciones de estos ARNm en el
embridn comenzaron a aumentar después de la etapa de
cuatio células. A partir de ese momento ha empezado ya la

transcripcidén del genoma embrionario.

Sintesis de proteinas en ARNm transciitos de novo a
partir del genoma embrionario. Se ha demostrado que la
sintesis de ARN nuevo es necesaria para el desarraollo a

pai tir de la etapa de dos células y para la sintesis de
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muchas proteinas nuevas; esta demostracidon se realizéd
incubando huevos en presencia de alfa—-amanitina
{inhibidora de 1la polimerasa de ARN) (Flach y cols.
1982). Se considera que las transcripciones de los ARN
ribosdmicos y poli(A)*, por 1lo visto suspendidas en el
momento de la rotura de la vesicula germinal, recomienzan
en pequena escala alrededor de la etapa de dos células.
Los estudios referentes a la expresidn de variantes
genéticas enzimaticas o de antigenos han permitido
determinar el momento de comienzo de la sintesis de
proteinas codificadas paternalmente. Mediante el marcado
metabdlico y 1la inmunoprecipitacién se ha seguido la

sintesis de algunas proteinas.

Diversos estudios (McLachlin y cols. 1983; Bolton y
cols. 1984) ponen de manifiesto que el ARNm embrionario
parece cubrir todas las necesidades del embridn durante los
dos ciclos celulares siguientes. La consecuencia clara es que
gran parte del proceso precoz de interaccidn celular y de
reconocimiento posicional que 1lleva a la diversificacidn
celular puede regularse también a un nivel post-
transcripcional. EI andlisis molecular del desarrollo
posterior hasta 1la etapa de blastocisto permanece todavia en

una etapa preliminar si se compara con etapas anteriores.
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En resumen, hasta la mitad de 1la etapa de dos células
(27 horas después de 1la fecundacidn) el embrién recurre
principalmente a proteina y ARN sintetizados durante la
ovogénesis. A partir de ese momento, muchos genes
embrionarios comienzan a funcionar. De manera coincidente
gran parte del ARNm materno heredado parece ser degradado
rdpidamente. Sin embargo, las proteinas codificadas

maternalmente pueden conservarse mas allid de esa etapa.

Los primeros procesos relacionados con la

diferenciacién: la compactacidén y la blastulacidn.

Es de sumo interés el proceso por el cual surgen dos
linajes celulares comprometidos y diferenciados (la masa
celular interna y el trofectodermo) en el blastocisto murino.
Se disponen de numerosas pruebas indicativas de un
acontecimiento crucial en este proceso. Este acontecimiento
se denomina compactacidn. Consiste en el reordenamiento de la
organizacidn celular y en las interacciones gue ocurren en la
etapa de ocho células. La compactacién conlleva cambios
importantes en las relaciones espaciales existentles entre las
células componentes del embr idn. Ademds se obser van signos de

depdsito de una matriz extracelular (Wan y cols. 1984).
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La etapa mas precoz en la cual la diversidad celular es
evidente tiene lugar después de la transicién de 1la fase de
ocho a dieciseis células. Esta diversidad parece surgir de la
particién diferencial de blastdmeros polarizados de ocho
células (Maro y cols. 1985; fig. 2). El1 proceso de
polarizacién que acontece durante 1la etapa de ocho células
estd regulado por interacciones celulares (Johnson y cols.
1986b). Este proceso comporta la redistribucidn de msuchos
componentes de la célula tanto en la superficie (Pratt, 1985)
como dentro del citoplasma y del citoesqueleto (Fleming,

Pickering 1985).

Se dispone de un gran caudal de conocimientos acerca del
reordenamiento espacial que ocurre en la compactacion. No se
conoce tanto respecto a la regulacién del mismo. Algunos
elementos de la compactacién pueden presentarse incluso
cuando la sintesis proteica se halla inhibida desde la etapa
de dos células tardia o desde la etapa de cuatro células
precoz (Levy y cols. 19846). Ademas algunos acontecimientos de
sintesis proteica se inhibe al comienzo de la etapa de cuatro

células. El planteamiento de inhibir una actividad
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FIGURA 2. Resumen esquematico de los patrones de distribuciodn
de organulos en pares de blastémeros de embriones de B8 y de 16
células. La linea ondulada negra en los blastdomeros procedentes
de embriones de 146 células indica el polo superficial (tomado de
Maro y cols. 1985).
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biosintética dada y de observar el efecto sobre 1la
compactacién no permite sacar muchas conclusiones acerca de
la requlacién de las caracteristicas que no se desarrollan.
Sin embargo puede arrojar mucha 1luz acerca de aquellas
caracteristicas resistentes a la accidén inhibidora (Smith,
Johnson 1985). En particular, la exposicidn a drogas
inhibidoras de 1la wmayoria de embriones precoces de cuatro
células y de muchos embriones tardios de dos células no
impide ni el aplanamiento celular ni la polarizacidon de
superficie (Levy y cols. 1986). Estos y otros resultados
(Fleming y cols. 1986) permiten concluir que la mayoria de
los embriones poseen las proteinas necesarias en cantidad
suficiente para terminar casi todo el proceso de compactacidn
mucho antes de que tenga lugar ésta. Tal conclusidén no
excluye la posibilidad de que en el desarrollo normal haya
una sintesis continuada de estas proteinas hasta y durante la
compactacidn. La mayoria de las proteinas con una funcién
conocida durante la compactacién parecen estar presentes en
la etapa de una célula (Ogou y cols. 1982) como en el caso de
la uvomorulina. Ademads, la constancia relativa del patrén
cualitativo de biosintesis proteica entre la etapa de dos
células tardia y la de ocho células se conoce desde hace
algun tiempo (Van Blerkom, Brockway 1976); también se sabe
que la vida media de la mayoria de las especies proteicas es
de muchas horas (Pratt y cols. 1983). Puede, por lo tanto,

concluirse que la mayoria, si no todas, de las
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redistribuciones fisicas que ocurren en la compactacidén
pueden funcionar con proteinas sintetizadas sobre

“plantillas” presentes ya en la etapa de dos células tardia.

Parece razonable concluir que muchos de los cambios en
la organizacidon celular que tienen lugar en la compactacidn
estan regulados a un nivel post-traduccional. Esta regulacidn
podria mediarse mediante una variacidn en la estructura,
estabilidad, conformacidén y/o0 actividad de las proteinas
sintetizadas previamente. Para la compactacidn, los
blastémeros se convierten de esféricos en “"cilindricos" y
los espacios intercelulares se estrechan mucho. Parece que la
compactacidon se presenta al cabo de un tiempo fijo tras la
fecundacidén. No ha sido posible adelantar experimentalmente
la compactacidn a una etapa anterior a la de ocho células.
Levy y cols. (1986) han observado que muchos embriones de dos
células tardios vy de cuatro células precoces incubados con
drogas inhibidoras se aplanan y se polarizan en la superficie
de modo prematuro. Sorprende que este resultado se presentara
con regularidad en todos los experimentos en una proporcidn
tan elevada de embriones. En conjunto, estos resultados
parecen apuntar a que algunas de las proteinas sintetizadas
durante la etapa de cuatro células pueden relacionarse con la

supresidn de la compactacidn.
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Cualquiera que sea la caracteristica responsable de la
respuesta a las drogas en el comienzo de las senal para
compactarse, una vez se ha dado la seral, el restablecimiento
de la sintesis proteica no invierte el proceso. En efecto, el
restablecimiento de la sintesis proteica permite la
continuacion de la compactacidn hasta el final en la mayoria
o en todos los embriones. Quizd en el desarrollo normal no se
emite wuna senal similar hasta 1la etapa de ocho células
precoz. En esta etapa, la sefal podria controlarse de dos
maneras: negativamente, por la anulacién de una limitacidn
previaj positivamente proporcionando o activando un

componente previamente limitante.

La hipdtesis de que un acontecimiento clave en el
desarrollo como 1la compactacidn pueda regularse de un modo
permisivo mediante la disposicién de 1los componentes
estructurales necesarios vy modul ando posteriormente la
concentraciédn de un factor regulador o de un estado celular
es plausible puesto que hay pruebas de que un tipo parecido
de sistema funciona para regular la activacidn del desarrollo

en la fecundacidén.

El empleo de una senal permisiva para comenzar un
programa de desarrollo mediado post—traduccionalmente
presenta varias ventajas. Una de las principales es la

facilidad con la que serales espaciales instructivas podrian
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integrarse dentro del proceso de desarrollo. Tales serales
instructivas funcionan en 1la compactacidn; la interaccidn
celular regularia tanto la sincronizacidn cComo la

organizacion espacial del proceso (Johnson y cols. 1986a, b).

Una induccidn o una seral permisiva es aquélla en la que
el tejido estimulado se encuentra ya tan comprometido con su
estado final de diferenciacidn que cualquier estimulo, a
menudo inespecifico, servira para completar el proceso; en
tal caso, la naturaleza de la respuesta estd casi totalmente
determinada por el tejido estimulado. Por el contrario, una
induccidn o wuna seral instructiva es aquélla en la que el
tejido estimulado sse encuentra hasta cierto punto no
comprometido y necesita una senal especifica del inductor
senalando la direccidn o direcciones en las que diferenciarse

(Gurdon 1987).

Hasta la etapa de ocho células hay pruebas seguras de
que los blastdmeros del embridn murino son equipotentes. Los
blastémeros individuales obtenidos de mdérulas de dos vy de
cuatro ceélulas pueden dar lugar cada uno a un ratdén. Los
blastdmeros precoces de la etapa de ocho ceélulas no pueden
generar un ratdén por si mismos; aunque si se recombinan con
morulas marcadas genéticamente puede surgir una amplia gama
de tejidos diferentes en una descendencia quimérica (Kelly

1977). Sin embargo, a medida que se llega a la etapa de 16
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células hay una restriccién gradual en 1la potencia de
desarrollo de las ceélulas. Esta restriccién genera dos
linajes distintos: el trofectodermo (TE) y 1la masa celular
interna (MCI). Este proceso de diferenciacién comienza con la
compactacidn. En la compactacidn, los blastdmeros se aplanan
y aumentan su contacto mutuo. Ademas desarrollan volumenes
citoplasmaticos y regiones membranosas basales vy apicales
diferenciadas (polarizacién). Este procesoc termina con la
formacidén de un blastocisto completamente expandido. Este
consiste en una vesicula de trofectodermo rodeando una
cavidad llena de liquido (el blastocele) y un pequefo grupo
de células de 1la MCI. El1 trofectodermo tiene todas las
caracteristicas de un epitelio verdadero; presenta complejos
de unidn apicales constituyendo una barrera de permeabilidad

completa contra el ambiente externo.

Algunos cambios celulares asociados con la compactacidn
no ocurren sincrédnicamente dentro de todas las células de un
embrién. De manera parecida, los ciclos celulares no estan
sincronizados (Graham, Deussen 1978). Los cambios asociados
con la compactacién apuntan claramente a alteraciones en las
propiedades de la superficie celular y en la organizacidn del
citoesqueleto. Son campos de investigacién activa la base
molecular de estos cambios, la(s) senal(es) que los provocan

y su relacidén mutua y con el ciclo celular.
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Las relaciones de 1la adhesividad celular con la

compactacion.

Desde el punto de vista de la adhesividad celular, hay
pruebas seguras de que los embriones en compactacidén no
sintetizan ni fibronectina ni coligenos (I a IV); ambas son
proteinas de matriz extracelular (Wartiovaara y cols. 1979;
Leivo y cols. 1980). Las mdrulas sintetizan laminina (Cooper,
MacQueen 1983) y ésta puede localizarse histoquimicamente
entre las células de 1la mdérula compactada (Leivo y cols.
1980; Wu y cols. 1983). Sin embargo, antisuero de conejo
polivalente dirigido contra la proteina nativa no inhibe ni
deshace la compactacién (A.R. Cooper y H. MacGQueen, no publ.,
cit. por Hogan y cols. 1986) como tampoco lo hace la adicidn
de laminina purificada exdgena. Por el contrario, anticuerpos
de conejo polivalentes (tanto suero entero como fragmentos
Fab 1gG) contra células de carcinoma embrionario F? inhiben
la compactacidn (Kemler Yy cols. 1977). Este efecto
decompactante parece mediarse, al menos en parte, a través de
la unidn a una glicoproteina de superficie denominada
uvomorulina (Hyafil y cols. 1980, 1981; Peyrieras vy cols.
1983) .E1 M, de este componente es de aproximadamente 123.000
aunque en la presencia de Ca** la tripsina lo hidroliza dando
lugar a wun fragmento glicoproteico de M. 84.000. Este
fragmento sigue siendo hidrolizado por 1la tripsina en

fragmentos de peso molecular bajo si el medio carece de Ca*~.
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Estos resultados apuntan a un cambio en la conformacidn de la
uvomorulina dependiente del Ca**; este cambio puede guedar
reflejado en la dependencia de la compactacidn con respecto
al Ca**. Hay pruebas recientes demostrando que la uvomorulina
es la glicoproteina "cadherina“”. La cadherina se identificé
en las células F9. Estas células estan relacionadas con la
adhesidén intercelular y la compactacién mediadas por el Ca*~*
(Yoshida, Takeichi 1982; Shirayoshi y cols. 1983; Yoshida-
Noro y cols. 1984). La uvomorulina puede también ser idéntica
a la wmolécula de adhesidn celular CAM 120/80 descrita por
Damsky y cols. (1983) y a la molécula L-CAM. Esta ultima es
una glicoproteina superficial sializada relacionada con la
adhesidn intercelular hepatica y de otros tejidos dependiente
del Ca**. Es importante poner de relieve que la sintesis de
uvomorulina no es exclusiva de las mérulas en compactacidn.
Puede detectarse en 1la superficie celular antes de 1la
compactacidén (Hyafil y cols. 1981). Las células de carcinoma
embrionario , las células de embriones de etapas tardias y
muchos tejidos epiteliales en animales adultos sintetizan

también uvomorulina (Damsky y cols. 1983).

La polarizacidén celular y la compactacion.

Una de las caracteristicas esenciales de la compactacidn
es la polarizacidn de los blastdmeros. Mediante este proceso,

los blastémeros presentan regiones distintas en las areas
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basolateral y apical de 1la membrana. En la compactaciédn se
estableceria un gradiente radial de informacidn citoplasmica.
Este gradiente se demuestra en los blastémeros de ocho
células como una polaridad axial. La observacidn con el
microscopio electrdnico de barrido de embriones compactados y
disociados mediante 1la incubacién sin calcio permite ver
claramente estas regiones (Reeve, Ziomek 1981); los polos
externos de las células tienen numerosas microvellosidades,
mientras que las superficies internas son lisas. Si no se
establece la comunicacidn intercelular, cada unidad
citoplasmica discreta intenta establecer su propia polaridad.
Esta determinacidn coincide con 1la pérdida de capacidad de
las células individuales para originar esta polaridad.Los
organulos citoplasmicos también parecen polarizarse tras la
compactacidn; los nic leos se disponen basalmente. La
incubacidn de blastéomeros previa a la compactacidn permite
seguir in vitro el comienzo de 1la polarizacidn. Durante el
cultivo, las superficies con microvellosidades y los lugares
de unién de la ConA siempre aparecen en los polos opuestos a
los puntos de contacto célula-célula (Ziomek, Johnson 1980;
Johnson, Ziomek 1981a, b). Una cuestidn importante objeto de
investigacidn es si la redistribucidn de las regiones de
membrana plasmatica precede o es resultado de una

reorganizacién de elementos citoesqueléticos.
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La etapa de ocho células en la embriogénesis murina se
caracteriza por cambios morfolégicos para conseguir el mayor
contacto celular posible y la reorganizacidén de componentes
citoplasmicos y de superficie para generar células
polarizadas a partir de células que previamente eran
radialmente simétricas. Aparecen varias diferencias mas
durante la etapa de dieciseis células dando lugar a fenotipos
y potenciales de desarrollo progresivamente divergentes

(Fleming, Pickering 1985).

Trabajos recientes (Johnson cit. por Hogan y cols. 1986)
sugieren que la polarizacidn citoplasmica en la etapa de ocho
células 1in vivo depende de un sistema citoesquelético
funcional. Hay pruebas de que los microfilamentos no sdélo se
redistribuyen durante 1la etapa de ocho células; toman,
asimismo, parte activa en el proceso mismo de aplanamiento.
Aunque la funcidn de 1los microfilamentos en la polarizacidn
no estd bien definida del todo (Johnson, Maro 1984). Las
proteinas de los filamentos intermedios no se ensamblan en
filamentos intermedios hasta la etapa de ocho células tardia
o la de dieciseis células temprana. También se ha observado
que, en general, la ausencia de microtdbulos es compatible
con el aplanamiento vy la polarizacidn blastoméricos (Marao,

Pickering 1984).



Los estudios acerca de los efectos de drogas inhibidoras
de la formacidn de microtubulos tienen dos limitaciones
serias. En primer lugar sdlo se ha estudiado la etapa de ocho
células. En segundo 1lugar, los estudios se han realizado
sobre embriones enteros; ello dificulta el protocolo
exper imental y su andlisis posterior. Por ejemplo, existe una
heterogeneidad considerable en el momento de la divisidn
entre los blastdmeros dentro de un mismo embridn; de esta
manera algunos blastdmeros de ocho células en un embridn
pueden ser de 3-4 horas mads viejos en el momento en que el
ultimo blastémero de cuatro células se divide en dos

blastdmeros de ocho células (Lehtonen 1980).

Aunque las drogas inhibidoras perturban la forma del
polo celular que se desarrolla, es evidente sin embargo que
existe un polo. La polaridad citopladsmica detectable aparece
varias horas antes que 1la polaridad superficial patente
durante la etapa de ocho células; se ha postulado que esta
secuencia temporal pueda ser también causal (Maro vy cols.
1985). Los resultados de Johnson y Maro (1985) sugieren que
esta interpretacidén no es correcta. Una vez se ha establecido
la polaridad en el blastémero de ocho células, persiste una
“memoria” de polaridad en el citocértex. Por lo tanto, en la
mitosis hacia los blastdmeros de dieciseis células, la
polaridad superficial es evidente en el transcurso de la

misma (Johnson, Ziomek 1981b). Ademds, una vez se ha
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completado 1la divisidén, la polaridad de la clatrina
citoplasmica uUnicamente se restablece en la progenie polar
{Maro y cols. 1985). Asi, los elementos citoesqueléticos

serian esenciales para:

1. Dirigir la redistribucidn postmitética de clatrina a la
region cortical subyacente al polo superficial.Las leyes
sobre la polarizacién de mdérulas murinas podrian
aplicarse mas generalmente a la diferenciacidn de tejidos
epiteliales a partir de células precursoras no

polarizadas en etapas posteriores del desarrollo.

2. Situar los acimulos lisosdmicos polarizados basalmente.

3. Mantener ambas localizaciones.

Puesto que esta relocalizacidén polar de 1la clatrina en los
blastémeros de ocho células tiene lugar mucho antes de la
polarizacidn superficial detectable, la conclusidn es que las
fases mas precoces de la polarizacién pueden no ser

detectadas por el momento.

Tal reorganizacion encubierta dentro del citocdrtex
deberia desarrollarse durante las primeras tres horas de la

etapa de ocho células. Deberia localizarse en sentido opuesto

54



al punto de contacto con otros blastémeros (Ziomek, Johnson
1980). Este cambio podria ser tanto un cambio positivo
localizado apicalmente que permitiria la estabilizacién de
novo; o podria ser una pérdida localizada de una propiedad
estabilizante, uniforme hasta ese momento desde las regiones
basolaterales. De cualquier manera deberia funcionar
independientemente de la organizacidn citoesquelética
intracelular y por 1o tanto de una matriz citoplasmica
organizada. La seral inductora podria transmitirse al apex
mediante corrientes idénicas; es improbable que el movimiento
fisico de proteinas macromoleculares dentro del plano de la
membrana pudiera transmitir 1la informacién, aunque un

potencial de accidn podria actuar de esta manera (Wolf 1983).

Segregacion de los linajes trofectodérmicos y de la masa

celular interna.

El blastocisto mur ino expandido contiene dos
subpoblaciones celulares: el trofectodermo y la MCI. La
asignacidn a uno de estos dos linajes depende de su ubicacién
internra o externa dentro del embridn en etapas previas
(Tarkowski, Wroblewska 1967). En el embriénmn no perturbado,
las células del interior contribuyen de media el 75X de las
células de la MCI. E1 25% restante de las células de la MCI

deriva casi exclusivamente de una segunda asignacidén de
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células al interior en el embrién de 32 células (Fleming
1987). La asignacidén de células a una ubicacién interior se
consigue mediante 1la divisién organizada asimétricamente
(polarizada) de un blastédmero de ocho o dieciseis células de
forma que las células hi jas no reciben dotaciones
equivalentes. Una mitosis de estas caracteristicas se
denomina diferenciadora; mediante esta mitosis aparece una
célula polar externa derivada de 1la regidn apical de la
célula progenitora y una célula apolar interna derivada de la

regidn basolateral (Johnson 1986).

No todos los blastémeros de ocho a dieciseis células se
dividen de forma diferenciadora. Algunos se dividen a lo
largo del eje de polaridad, mas que a su través, de manera
que surgen dos células similares polares y externas. Una
divisidn de este tipo se denomina conservadora. El1 nimero de
células internas dentro de un embridn individual estari por
lo tanto determinado por la proporcidn de mitosis
diferenciadoras a conservadoras por las células polarizadas
en las transiciones de ocho a 16 y de 16 a 32 células. Se ha
demostrado en el embridn intacto que wuna vez las células se
quedan en el interior como resultado de una divisidn
diferenciadora, rara vez re-emergen para situarse

externamente (Pedersen y cols. 19846).



La asignacidon de células al linaje de la MCI durante la
particidn estad relacionado con el orden de la divisidn de las
células. La descendencia de las células que se dividen antes
efectda una apor tacidén preferencial. Tal contribucién
preferencial podria conseguirse si los blastdmeros de ocho o
16 ceélulas polares que se dividen antes tienden a dividirse
diferenciadoramente (dando una célula interna y una célula
externa) mas que conservadoramente (dando dos células

externas).

La existencia de tales mitosis diferenciadoras
originantes de descendencia polar y no polar ilustra que,
durante la maduracidn del 1linaje trofectodérmico, la
pluripotencia celular se mantiene y se expresa en los
blastédmeros externos hasta, por lo menos, la transicidn de 16
a 32 células. No esta tan claro si, durante la expansidén
blastocélica, las células trofectodérmicas de la etapa de 32
células pueden dar lugar a derivados de la MCI mediante una

mitosis diferenciadora (Dyce y cols. 1987).

Si las células comienzan un ciclo celular de desarrollo
concreto en momentos distintos y si las células adquieren una
propiedad dada en un momento dado de ese ciclo celular, las
células formadas mas precozmente adquiriran esa propiedad
antes que las células formadas posteriormente. La

heterogeneidad temporal 1llevard a la heterogeneidad fisica.
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Si la propiedad ligada al ciclo celular afecta a la forma
celular o a la interaccién, las diferencias fisicas podrian
también generar heterogeneidad espacial. Asi, las diferencias
en el orden de la divisidén celular podrian generar un patrén
espacial dentro del embrién. Un proceso de este tipo puede
relacionarse con el establecimiento del eje
embrionario:abembrionario del embridn murino (Garbutt y cols.

1987a).

Los resultados de Garbutt y cols. (1987a) revelan una
clara ventaja de las células formadas antes que otras en su
contribucidén relativa al linaje de las células internas. Las
células internas generadas en la transicidn de la etapa de
ocho a 16 células proporcionan el 75% de las células de la
MCI. Parece probable que la segunda asignacidén de células al
interior del embridn ocurrida en la mitosis posterior muestre
una contribucién preferencial similar por parte de las

células que se han dividido antes. Hay que preguntarse qué



propiedad de las células que se dividen antes hace que sus

divisiones sean diferenciadoras en vez de conservadoras.

Los estudios de Graham y Lehtonen (1979) demuestran gque
las células que se dividen antes tienden a establecer mas
contactos con otras células y a encontrarse mas en el
interior del embridén; sugirieron que alguna propiedad
asociada con 1la adhesidn de la superficie celular podria ser
importante para determinar la wubicacién preferencial interna
de las ceélulas que se dividen antes y de su descendencia. Se
ha demostrado que las propiedades adhesivas intercelulares
cambian durante el cuarte ciclo celular (Ziomek, Johnson
1980). También otras caracteristicas aparecen durante este
ciclo como uniones funcionales y la polarizacién del

citoesqueleto (Johnson, Maro 1986; fig. 3).

Hay dos maneras mediante las cuales wuna interaccidén
celular puede influir sobre los planos de particidn. La
interaccidn celular podria "marcar” la cara interna del
citocértex adyacente al punto de contacto. Este volumen
marcado podria actuar como un foco para orientar tanto un
polo o el borde de 1la placa ecuatorial del huso en
desarrollo. De manera alternativa, el aplanamiento celular
podria influir en la forma celular vy los cambios de forma

podrian determinar secundariamente el eje longitudinal del
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hbuso con respecto al eje polar de la célula, determinando

eficazmente la orientacidén del plano de particidn.
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En el embridn murino de ocho ceélulas, parece improbable
que el contacto intercelular influya directamente en la
orientacién en la que se dispone el huso naciente. Mas bien,
el efecto de la distribucidn celular sobre la forma celular
comporta una mayor proporcién de divisiones diferenciadoras
en las ceélulas que se aplanan antes. Este efecto reqularia la
orientacidn del plano de particidn en 1la transicién de 16 a

32 células (Johnson, Ziomek 1983).

La primera consecuencia reconocible de la diferenciacidn
en el embridn murino de preimplantacidén es la formacidn de
células trofoblAsticas nutritivas y de 1la masa celular

interna del embridén.

Las interacciones celulares inmediatas dentro de la
morula se consideran importantes en determinar la
contribucidén al interior de la misma mas que alguin
acontecimiento previo en la divisidn precoz. A consecuencia
de la morulacién, el volumen celular disminuye mas que la
superficie celular mientras que 1la superficie total del
embridn aumenta muchisimo. Suponiendo una forma esférica para
las células, en cada mitosis él volumen celular disminuye un
S0% y la superficie celular un 37%. Cuando un cigoto

unicelular se divide para convertirse en una mérula de
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dieciseis células, la superficie celular del embrién aumenta
por un factor de 2,5. Realmente, aunque en la morulacidn el
embridn disminuye de tamamo (Brinster, 1967; Abramczuk,
Sawicki 1974), el aumento de la superficie total sobrepasa lo
calculado antes puesto que las mérulas precoces se compactan
y se pierde la forma esférica de los blastémeros (Ducibella,
Anderson 1975). El aplanamiento de la superficie
proporcionaria la membrana celular necesaria. Por lo visto no
sucede asi ya que no se observan cambios en la densidad o
dimensidén de 1los microvilli antes de la etapa de blastocisto
(Calarco, Epstein 1973). Puede suponerse por lo tanto que se
forma membrana nueva. Si los componentes de ésta difieren
segun la actividad sintética de cada ciclo celular, la
membrana nueva contendria informacién relativa a la etapa

correspondiente; esto es, contendria informacidn temporal.

La superficie celular de 1los embriones murinos de
preimplantacidn contiene glicoproteinas que también reflejan
diferencias de etapa (Pinsker, Mintz 1973). Los resultados
obtenidos mediante fusiones experimentales sugieren otro
ejemplo de diferenciacidén temporal en embriones murinos de
preimplantacidn. La produccidn eficaz de quimeras depende en
gran parte de la etapa equivalente de desarrollo de los
embriones a fusionar (Mintz, 1964, 1971); incluso aunque la
fusién de pares no sincrénicos es posible (Mulnard, 1971;

Stern y Wilson, 1972) el rendimiento es menor. Esto sugiere
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la posibilidad de haber ocurrido variaciones en la afinidad

celular de acuerdo con la etapa del desarrollo.

Los estudios mediante microscopio electrdnico para
demostrar 1la fosfatasa alcalina indican que la membrana
plasmatica puede contener informacién espacial durante la
morulacidn (Izquierdo, 1977). Es posible estudiar el lugar de
sintesis de la membrana nueva y la distribucidn de la misma
definiendo la membrana nueva como aquella que en embriones
murinos precoces aparece marcada por la actividad de la

fosfatasa alcalina.

Las observaciones acerca de la localizacién
ultraestructural de la actividad de fosfatasa alcalina
sugieren el desplegamiento gradual de un patrén intrinseco.
El desarrollo de una configuraciédn espacial en la mdrula
implicaria, en primer lugar, que la worulacidén siguiera un
patrén estricto y, segundo, que la membrana formada en cada
ciclo celular sea afradida de manera discreta. Asi apareceria
un mosaico ordenado de partes de membrana especificas de
etapa, proporcionando a cada blastdmero informacidén concreta
relativa a su propia ubicacién en el embrién y a la edad

cronoldgica del mismo.

La posicién relativa de los blastémeros dentro del

embridn murino en morulacién es critica en la determinacion
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de este paso de la diferenciacién. Si la wubicacidn de los
blastdémeros afecta realmente la determinacidn, el influjo del
microambiente inmediato y de 1las interacciones celulares en
la superficie de los blastdmeros puede ser un factor en este

proceso.

Se ha postulado por diversos autores (Granholm, Brenner
197653 Kirby y cols. 1967; Jenkinson, Wilson 1970) que los
blastdmeros se mueven activamente durante la transformacion
de mérula a blastocisto; ademas la masa celular interna migra
activamente a una posicidn mesometrial durante la
implantacidén. Las uniones tipo macula y fascia occludens
podrian proporcionar apoyo estructural dentro del embridén en
la etapa blastocistica permitiendo a la masa celular interna

moverse como una unidad cohesiva.

En la etapa de dieciseis células se hace patente por vez
primera la heterogeneidad celular dentro del embridn murino
(Johnson, Maro 1985). Se encuentran tanto células polares
como apolares. Esta heterogeneidad celular surge inicialmente
de la divisién de 1los blastdmeros polarizados de un embridn
de ocho células; durante la division, la distribucidén
polarizada de clatrina se pierde a medida que el antigeno se
redistribuye en los blastédmeros resultado de la mitosis
(Maro y cols. 1985). La polaridad superficial se conserva

aunque el area ocupada por el polo superficial se extiende
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sobre toda la regidn apical de la célula 1/B para dar lugar a

una célula 1/16, cubierta de microvilli (Johnson, Maro 1985;
fig. 4).
En segundo lugar, una caracteristica de la

heterogeneidad celular en el embridn de dieciseis células es
que al cabo de cinco a ocho horas de encontrarse en la etapa
de dieciseis células, las células polares rodean las células
apolares en un proceso que anticipa el englobamiento

trofectodérmico de células en la MCI.
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FIGURA 4. Esquema de las dos consecuencias posibles de la
divisidn de un blastdéomero polarizado procedente de un embridn de
8 células (o de dieciseis). Si el plano de mitosis es el dibujado
en la izquierda, la divisidn es diferemciadora y de ella resultan
dos células con fenotipos distintos. Por el contrario, un plano
de mitosis orientado conservadoramente, como aparece en la
derecha del esquema, proporciona dos células polares. Los polos
de las dos células hijas son contiguos a través de los restos del
surco de mitosis. Las rayas cruzadas representan microfilamentos,
endosaomas y clatrina; las rayas en la superficie representan
microvellosidades (tomado de Johnson y cols. 198&a).
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En tercer lugar, en la etapa de dieciseis células hay
una redistribucién de 1los elementos lisosdmicos tanto de
blastémeros polares como apolares.Como se ha expuesto mas
arriba, la compactacién acompara a la polarizacién celular.
Esta propiedad fundamenta una hipdtesis de polarizacién para
explicar la diferenciacidn de los dos linajes celulares
distintos del blastocisto: el trofectodermo y la masa celular
interna. Los planos de mitosis perpendiculares al eje de
polarizacidn a través de las células morulares compactadas
daran lugar a células basales o internas y a células apicales
o externas. Cada una de ellas heredara distintas moléculas de
membrana vy citopldsmica (por ejemplo, glicoproteinas de
membrana plasmatica, receptores, centros de organizacidn
citoesquelética, etc.). Se considera que estas moléculas
heredadas son la causa del comienzo de las diferencias en el
potencial de desarrollo de las células internas y externas.
Segun esta hipdtesis, la diferenciacidon es el resultado de
una polarizacidn celular provocada precozmente en la

compactacidn.

Segun una hipdtesis alternativa de microambiente
interno/externo, la diferenciacidn no tendria lugar hasta que
se formara una red de uniones intimas entre las celulas

externas. Esto conduciria a diferencias entre el



microambiente interno y el externo. Las células reaccionarian
de manera propia: las células internmas darian lugar a la masa
celular interna y las externas al trofectodermo (Johnson y
cols. 1981; Johnson, Ziomek 1981b; Gardner, 1983).La etapa de
blastocisto en el ratén comprende unos dos dias. Dentro de
esta fase cabe distinguir, segun Nadijcka vy Hillman (1974)
cuatro subetapas: en 1la primera se forma 1la cavidad
blastoceélica sin 1llegar ésta a su completa expansidn. En la
segunda subetapa, 1la cavidad blastoceélica se encuentra
totalmente expandida, aunque la masa celular interna esta
compuesta de un solo tipo celular. En la tercera subetapa, la
masa celular interna se divide en dos tipos celulares
morfoldgicamente distintos: el epiblasto y el endodermo
proximal (visceral). En la cuarta subetapa se desarrolla el
endodermo parietal constituyendo una capa continmua alrededor

de la cavidad blastocélica.

Las dos primeras subetapas del blastocisto acontecen
antes de 1la expulsién de 1la zona peldcida; la tercera
subetapa se observa inmediatamente antes y después de dicha
expulsién. La cuarta subetapa se observa siempre después de

la liberacidén de la zona pelucida.

En los blastocistos de las dos primeras subetapas,

cuando las ceélulas todavia se encuentran muy adheridas,
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numerosos desmosomas Yy algunas uniones intimas focales unen
las ceélulas de 1la masa celular interna entre si y al
trofoblasto embrionario. En 1los blastocistos de subetapas
posteriores raramente se observan desmosomas y las uniones
intimas se tornan mas numerosas. Se ha postulado que la
formacién de uniones intimas en la superficie apical de
células trofoblasticas adyacentes en el embridn murino es
condicidn necesaria para la formacién y expansién de la

cavidad blastocélica.

La formacidn del blastocisto comienza con la aparicidn
del blastocele. Este acontecimiento ocurre a los tres dias
del desarrollo. Aproximadamente en la etapa de 32 células. En
la etapa de blastocisto murino completamente expandido,
aparece el eje embrionario—abembrionario (eje EA; fig 5.). EIl
eje EA es importante puesto que las células dentro de los dos
tejidos constitutivos del blastocisto se diversifican segun
su posicién con respecto al mismo. Asi, hacia el polo
abembrionario, el trofectodermo mural forma células gigantes
primarias no proliferativas que inician el anclaje al
endometrio; mientras que la cara abembrionaria o blastoceélica
de la MCI constituye endodermo primitivo (o hipoblasto). En
el polo embrionario, el trofectodermo polar prolifera para
formar el cono ectoplacentario, las células gigantes
secundarias y el ectodermo extraembrionario; mientras que la

MCI adyacente forma ectodermo primitivo (o epiblasto;
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Gardner, 1983). Poco después, se desarrollan dentro del
epiblasto los ejes embrionarios anteroposterior y
dorsoventral (Smith, 1980, 1985).

El establecimiento del eje EA definitivo se observa durante
la segregacién, dentro del centro del embridn, de las células
de la MCI desde el liquido blastocélico. La orientacidn del

eje EA podria depender del lugar, dentro de
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FIGURA 5. Vista esquematica de los dos primeros ejes
establecidos durante el desarrollo murino. En primer lugar
aparece un eje radial y comporta 1la generacidon de diferencias
entre el centro y la periferia del embridn; las regiones
centrales dan lugar a la masa celular interna (MCI) mientras que
las regiones perifericas dan lugar a trofectodermo
extraembrionario. Con la aparicidédn del blastocele (punteado) y el
desarrollo de la MCI y del trofectodermo queda establecido un eje
embrionario:abembrionario. La HMCI se encuentra en el polo
embrionario y se diferencia en endodermo primario (saco vitelino)}
abembrionariamente (extraembridén) vy en ectodermo primario hacia
el polo embrionario (embrién). E1 trofectodermo "polar" que se
encuentra "por encima" del ectodermo embrionario prolifera
(rayado) mientras que el trofectodermo abembrionario "mural"
proporciona células gigantes mediante endorreduplicacidn (tomado
de Johnson y cols. 198&a).
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la mérula tardia, en donde se produce el primer liquido
blastocélico (Surani, Barton 1984). A medida que el
blastocisto se expande, las células internas de la mérula
quedarian restringidas al polo opuesto del embridn vy

senalarian el polo embrionario.

Se han propuesto dos modelos para explicar el comienzo
de la formacidn de la cavidad blastocélica; cada uno de ellos
depende de la observaciédn de que existe una heterogeneidad
temporal considerable entre las blastémeras dentro de
cualquier embrién de preimplantacién individual (Chisholm y

cols. 1985).

Surani y Barton (1984) argumentan que durante 1la
transicidn de 16 a 32 células, aquellas células externas que
se dividen relativamente tarde (y que por lo tanto se
retrasan con respecto a las células mas rapidas) tienden a
quedar "estiradas" debido a 1la acumulacién interna de
células. Consideran que las células estiradas menos
probablemente sufrirdn citoquinesis y por 1lo tanto es mas
probable que se wvuelvan polinucleadas. Surani y Barton
consideran que la aparicidn de células polinucleadas indica,
asimismo, una diferenciacidén terminal prematura en
trofectodermo e identifica por lo tanto 1las priheras ceélulas

capaces de formar liquido blastocélico. La ubicacidén de estas
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células en mitosis mas tardias corresponderia a la posicidén

del polo abembrionario.

Una explicacién alternativa propone que la consecucidn
de propiedades de desarrollo estd ligada al ciclo celular;
pero que los ciclos celulares (o alguna caracteristica
asociada a ellos) se emplean como recursos enumerativos y que
solo en un ciclo celular determinado (el sexto o equivalente
al de 32 ceélulas) se consigue la competencia para formar el
blastocele (Smith, MclLaren 1977). Con esta explicacidn, las
células mds precoces en dividirse (las primeras que alcancen
el sexto ciclo celular) conseguirian primero la competencia y
de esta manera seralarian el polo abembrionario del embridén.
Las dos explicaciones suponen que la heterogeneidad temporal
entre las células contribuye de forma importante a 1la
formacidn del patrén espacial. Sin embargo proporcionan
predicciones contradictorias acerca de la relaciédn entre el

orden de mitosis y el lugar del comienzo del blastocele.

Los experimentos de Garbutt y cols. (1987b) empleando
cuentas de latex fluorescente permiten afirmar que no existe
una relacidén absoluta entre el orden de la divisidon y el

lugar de la formacidén del blastocele naciente.

Puede buscarse otra explicaciéon a 1la falta de una

correlacién absoluta entre la posicidn de las células que se
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dividen antes y la posicién del blastocele naciente. Esta
explicacidn puede radicar en la naturaleza del proceso de
formacidn del blastocele. La obtencidn de un depdsito de
liquido dentro del embridén debe cumplir dos condiciones: la
existencia de transporte vectorial de liquido y una
impermeabilidad suficiente para retenerlo. Se desconoce el
modo de formarse el 1liquido blastocélico precoz (Fleming y
cols. 1984). Hay pruebas del desarrollo de procesos de
transporte vectoriales en la etapa de ocho células (Fleming y
Goodall, 1986). Hay muchas discusiones acerca del momento en
el que se forma una impermeabilizacién completa en el

embridn.

Sin embargo, el establecimiento de un blastocele
naciente no necesita ni que todas las células puedan segregar
liquido ni que deba haber una impermeabilizacidén completa y
permanente. Ademas, podria formarse un blastocele cuando la
filtracidon de liquido a través de una "grieta” fuera mas que
contrarrestada por el transporte vectorial de 1liquido hacia

el interior.

Los resultados de Garbutt vy cols. (1987b) sugieren que
el orden de la divisién desempera cierto efecto sobre el
lugar de 1la formacién del blastocele mnaciente; las células
que se dividen antes participan mas a menudo. Sin embargo, la

naturaleza del proceso por el cual se forma el blastocele-
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necesitando la cooperacidn entre las células—- significa que
esta influencia no es el unico factor de la posicidn del
blastocele. Es posible que un grupo mas numeroso de células
con mitosis precoces dentro del embrién, tal como puede
suceder in situ en muchos embriones no perturbados,; pueda

desempernar una funcién mAs decisiva.

Se sabe que en el blastocisto en expansién, las células
trofectodérmicas pasan desde la regidn polar hasta la regién
abembrionaria (Cruz, Pedersen 1985) . La divisidn
diferenciadora de células 1/8 o 1/146 polares externas genera
células de 1la MCI o sus precursoras (fig. &6); la porcidn
apicolateral de cada célula en divisidn permanece externa y
polar (presuntivamente trofectodérmica) mientras que 1la
porcidén basolateral permanece interna ¥ apolar
(presuntivamente HMCI). El1 cuerpo medio, un residuo de la
fisura de particidn, puede permanecer como una conexién
fisica entre las células hijas durante dos ciclos (Goodall,
Johnson 1984). Por lo tanto, las células polares 1/16 de
mitosis precoz que contribuyan con una célula hija a la MCI
podrian permanecer ancladas por el cuerpo medio residual a la
MCI naciente; al menos durante las etapas precoces de la
expansién blastocélica. En aquellos embriones en los cuales
hay wuna contribucidn celular significativa a la MCI en la
transicion de 16 a 32 células, habria varios cuerpos medios

participando en tales anclajes.
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En definitiva, la mitosis precoz de las células afecta
al lugar del polo abembrionario; pero indica que tal efecto
no es exclusivo. En parte debido a la naturaleza misma del
proceso de formacidn del blastocele; en parte debido a la
confusidn derivada del conocimiento del efecto de la divisidn

precoz sobre la asignacidn de las células a la MCI.
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FIGURA &. Representacidn esquemdtica de las relaciones de
linajes celulares existentes in situ entre la etapa de 16 células
y la de blastocista precoz. Todas las células exteriores en la
etapa de 1& células fueron marcadas con latex fluorescente
(células punteadas). En embriones de 16 células con un niamero
relativamente alto de células apolares internas, todas o la
mayoria de las células polares se dividen conservadoramente

proporcionando unica o principalmente descendencia
trofectodérmica (embridn superior). Sin embargo, cuando el numero
de células internas es bajo (embridn inferior), wuna mayor

proporcidén de células polares se divide diferenciadoramente
regulando por lo tanto el tamafo de la MCI. Las ceélulas apolares
internas en la etapa de 16 células contribuyen exclusivamente a
la MCI1 independientemente del tamafo relativo de las poblaciones
de células polares y apolares en la etapa de 16 células (tomado
de Johnson y cols. 198&a).
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Restriccidn en el potencial de desarrollo de los

mic leos.

Los experimentos de trasplante nuclear de Hoppe e
Illmensee (1981) sugirieron que la modificacidn irreversible
del genoma no ocurria hasta la diferenciacidén del
trofectodermo (TE). Los experimentos que fundamentaron la
hipdtesis consistieron en trasplantar nuacleos de células
trofectodérmicas de blastocistos de &4 dias a huevos
fecundados enucleados. La mayor parte de los huevos huéspedes
no llegaron mas allad de la morulacién precoz. En un pequefo
porcentaje de experimentos, los nicleos trasplantados de
células de la masa celular interna sostuvieron por lo visto

el desarrollo hasta llegar a ratones viables y fértiles.

Experimentos recientes de McGrath y Solter (1984a,b,c),
presentan una imagen muy distinta. Observaron que incluso
micleos trasplantados de mérula a huevos enucleados eran
incapaces de sostener el desarrollo mas alla de la etapa de
blastocisto. Postulan una sincronia estrecha entre los
acontecimientos celulares, la mitosis celular y la
redistribucién de moléculas citoplasmicas. El1 trasplante
entre embriones que se encuentran en etapas distintas

alteraria esta sincronia. Pareceria como si la fecundacidn
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comenzara la cuenta atras de relojes tanto en el nicleoc como
en el citoplasma. Para un desarrollo correcto estos relojes
deberian estar sincronizados. A mayor discrepancia temporal
(p.ej.» un nicleo procedente de 1la etapa de ocho células
dentro del citoplasma de un huevo fecundado de una sola

célula), peor seria el desarrollo.

La implantacidn.

El blastocisto completamente expandido contiene unas &4
células de las cuales unas 20 se encuentran en la MCI. La MCI
puede separarse del trofectodermo mediante inmunocirugia
(Solter; Knowles 1975) o microcirugia. Durante el 5= dia del
desarrollo el blastocisto sale de 1la zona peldcida vy esta
listo para implantarse. La liberacidn de la zona pelucida se
consigue mediante wuna enzima parecida a la tripsina
sintetizada por células en el trofoblasto mural (Wassarman y
cols. 1984) vy por la contraccidn Y dilatacidéon del
blastocisto. Coincidiendo con 1la liberacién de 1la zona
pelicida, las paredes del udtero se unen firmemente de manera
que se cierra la 1luz del mismo. Los cambios en el epitelio
uterino dan lugar a una superficie que favorece 1la unidn del
blastocisto. No hay criptas preformadas dentro de las cuales
se acantonen los blastocistos. Se piensa que cada embridn

induce 1la formacidéon de una cripta en el proceso de
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implantacidén. E1 espaciamiento de 1los embriones a lo largo

del Gtero se debe a movimiento peristaltico del mismo.

Durante el proceso de implantacidén, las células del
trofoblasto mural invaden en primer lugar el epitelio uterino
y la 1lamina basal subyacente del mismo. A continuacidén se
introducen en el estroma wuterino (conocido también como
endometrio). Alrededor del punto de implantacidn se ha
comprobado muerte local de ceélulas epiteliales uterinas y
fagocitosis activa de estas células por parte del trofoblasto
(Enders y cols. 1981). Los blastocistos cultivados in vitro
se anclan a superficies de plastico y a capas de células y de
matriz extracelular libre de células. El1 cultive in vitro
sobre una matriz extracelular se ha empleado recientemente
como un modelo para investigar 1la base molecular de la

invasividad trofoblastica (Glass y cols. 1983).

Se ha sugerido que la masa celular interna interacciona
con el trofoblasto para promover la proliferacién del mismo
(Gardner, Johnson 1975; Gardner y cols. 1973) Se desconoce si
esta interaccién se presenta en el blastocisto murino de
preimplantacidn aunque a los 4,5 dias post coitum son
evidentes los primeros signos de transformacién en células
gigantes en el trofectodermo mural, situado en oposicidn
directa a la masa celular interna (Dickson, 1963, 1966). El

contacto con la masa celular interna per se es innecesario

81



para la proliferacién trofoblastica. Células sin contacto
alguno con la masa celular interna pueden continuar

dividiéndose por cierto tiempo (Snell, Stevens, 19&6).

Segun Copp (1979) el andlisis de la distribucidén de
mitosis dentro de la regidén mural muestra que las células del
trofectodermo proximal se dividen mds ripido que las células
distales. Las células murales opuestas a la masa celular
interna son las que antes pierden el contacto con la masa
celular interna. Mas adelante, células mas proximales sufren

la misma transformacidn.

Copp explica también 1la formacién del huevo cilindro
basdndose en el alojamiento endometrial de las células
murales. E1 blastocisto queda fijado dentro de 1la cripta
luminal wuterina y por tanto se impide cualquier entrada
adicional de células polares dentro de 1la regién mural del
blastocisto implantado. De manera consecuente la
proliferacidn polar continuada produce wuna acumulacidn de
células trofoblasticas encima de 1la masa celular interna la
cual constituye una formacidn de muchas capas extendiéendose
antimesometrialmente como ec todermo extraembrionario vy
extendiéndose mesometrialmente como cono ectoplacentario. Por
tanto la mor fogenésis podria depender de procesos

comparativamente sencillos como proporciones diferenciadas de
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mitosis celular ac tuando dentro de formaciones con

limitaciones fisicas de espacio.

Antes de la implantacidn, mientras el blastocisto flota
por la luz uterina, hay movimiento celular desde el
trofectodermo polar al mural. La divisiédn de células polares
comporta un acumulo de células sobre la masa celular interna.
El aumento de volumen de la regidn polar ocurrira en la
direccidn de menor resistencia fisica. El crecimiento en
sentido antimesometrial no presenta dificultades de espacio
blastocelico. ésto quedaria apoyado por la observacidn de que
huevo-cilindros precoces tienen conos ectoplacentarios
pequefos; pero regiones ectodérmicas extraembrionarias bien
desarrolladas (Copp» 1979). Una vez el extremo
antimesometrial del huevo cilindro se pone en contacto con la
membrana de Reichert queda restringido su crecimiento
adicional. El1 camino de wmenor resistencia al crecimiento
polar se encuentra ahora en sentido mesometrial puesto que el
cono ectoplacentario puede desarrollarse separando las
paredes uterinas. Estos movimientos mor fogenéticos se
completan en unas doce horas después de la implantacidén. La
formacidn de la cavidad proamnidtica tiene lugar en la ultima

fase de la secuencia descrita.

Si se ovariectomiza una hembra embarazada, los

blastocistos no se implantaran in vivo pero permaneceran en
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el utero viables o "retrasados"™ (Van Blerkom y cols. 1979).
El motivo posiblemente sea que el epitelio uterino no
presenta un substrato adecuado para la implantacién. El
fendmeno de la implantacién retrasada tieme lugar, in vivo,
en los casos en los que las condiciones morfofisioldgicas y/o
bioquimicas en la luz wuterina no permiten 1la implantacidn
(Daniel 1970). Tal fendmeno reduciria la potencial pérdida de
embriones si las condiciones uterinas fueran adversas. Ademas
aseguraria el nacimiento durante la estacidén apropiada, en
ciertas especies de mamiferos. En el ratén, mantendria un

estado casi constante de embarazo.

Los procesos moleculares y celulares que acompanan la
implantacidn retrasada se han estudiado ampliamente en el
ratén hembra de laboratorio. En ésta, el retraso ocurre
habitualmente si wuna hembra wmurina queda en gestacidn
mientras amamanta una camada previa. El1 comienzo de la
implantacidn retrasada se acompafa de una disminucidn rapida
y progresiva en las tasas de metabolismo vy sintesis de
proteina y ARN. Se acompafa, al cabo de wunas veinticuatro
horas, de un paro en la sintesis de ADN y de mitosis en la
mayoria de las células del blastocisto. La sintesis de ARN
durante el paro del desarrollo parece afectar principalmente
a la actividad de recambio. Los ARN ribosomales y de

transferencia son 1los que principalmente se transcriben
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(Chavez, Van Blerkom 1979). Segun la especie, la detencidn

del desarrollo puede durar de dias a meses (Daniel 1970).

La activacidn a partir del estado retrasado es rapida.
Conlleva un restablecimiento de las condiciones celulares y
moleculares existentes antes del comienzo de la detencidén del
desarrollo. La activacién parece incluir wuna secuencia de
cambios moleculares, celulares y metabdlicos. Esta secuencia
es iniciada por los estrégenos y desemboca en los primeros
signos de implantacién a las 24 horas. Esta clara 1la
participacién de sernales extraembrionarias (extragendmicas)
en el comienzo, mantenimiento y fin del estado retrasado.
Permanece obscura la naturaleza bioquimica de estas senales.
Los factores relacionados con 1la induccidn vy detencidén del
paro en el desarrollo pueden ser macromoléculas especificas
(Weitlauf 1976). Pueden ser, asimismo, serales inespecificas
relativamente simples tales como cambios cualitativoes o
cuantitativos en la disponibilidad intrauterina de

aminodcidos (Van Blerkom y cols. 1979).

La secuencia de acontecimientos celulares y moleculares
que tienen lugar durante la activacién blastocistica
representan la reanudacién de un programa de desarrollo. Este
programa proporciona al embrién la capacidad de anclarse e
implantarse posteriormente dentro del epitelio uterino. La

activacién del programa de desarrollo que conduce a la
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implantacién es rapida. De esta manera existe la posibilidad
de que la informacién requerida para tal programa se
suministre; pero no que se exprese durante el prolongado
periodo de suspensidén. Se supone que la expresidn proteica
diferencial es un aspecto de tal programa. El1 analisis de la
sintesis proteica proporcionaria indicios relativos a la
naturaleza del programa de activacidén. Las separaciones
electroforéticas uni- y bidimensionales de las proteinas
sintetizadas antes, durante y después de la suspensidén ponen
de manifiesto patrones cuantitativa- y cualitativamente
similares (Chavez, Van Blerkom 1979; Van Blerkom vy cols.
1979). Por el momento no hay pruebas indicativas de la
traduccidn de proteinas especificas de activacidén a partir de
ARN mensajeros sintetizados pero no expresados durante la
implantacidn retrasada. Sin embargo, mediante 1la actividad
fijadora de lectinas vy técnicas citoquimicas, se han
demostrado cambios progresivos en la naturaleza glicoproteica
de la superficie celular durante la activacidém (Chavez,
Enders 1982). La activacidén, a partir del retraso, en el
ratén, se acompana de cambios especificos en los patrones de
fosforilacién proteica (Johnson y cols. 1984). Q@Quiza, tanto
la fosforilacién proteica como la glicosilacidn son partes
integrantes del programa de activacidn a partir de 1la

implantacidn retrasada.
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El tratamiento hormonal de la hembra 1lleva a una
implantacidn rdpida. Los blastocistos retrasados contienen
mas células de la MCI de lo normal. Estas células no avanzan
en su diferenciacién mads alla de 1la formacién de endodermo
primitivo (Evans, Kaufman 1981). Las células mesenquimaticas
del estroma endométrico o muscular liso reaccionan ante la
implantacién del embrién (o de substancias inertes como
aceite o cabello) de wvarias maneras. Esto se conoce como
reaccion decidual; depende de la progesterona. Se observa un
aumento de mitosis. Las células, que previamente tenian pocas
uniones intercelulares, establecen numerosos complejos de
unidn con sus vecinas. Los vasos sanguineos en la decidua
pierden sus membranas basales y se rompen para dar lugar a

senos sanguineos (Finn 1971).

El trofectodermo y sus derivados.

La organizacidn de las células en un epitelio tipico es
una caracteristica esencial de 1la diferenciacién del
trofectodermo, como se ha dicho vya. Las células tienen
complejos de wunidn apicales y regiones de membrana distintas
apicales y basales. Los complejos de unién comportan
desmosomas extensos; acompanando a éstos se encuentra un gran
namero de haces de filamentos intermedios (Jackson y cols.

1980) .
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Durante el desarrollo postimplantatorio, el
trofectodermo no permanece como un epitelio simple; se
especializa de manera regional con respecto a la morfologia y
al potencial de crecimiento (Gardner 1983). Una subpoblacién,
el trofectodermo mural, deriva de las células que rodean la
cavidad blastocélica pero no estan en contacto con 1la MCI.
Estas células dejan de dividirse y se wvuelven grandes y
poliploides; pueden contener hasta 1.000 veces la cantidad
haploide de ADN. En una extensién se han 1llegado a contar
hasta 160 cromosomas (Ilgren 1981). Estas son las denominadas
células primarias trofoblasticas gigantes. Por el contrario,
las células trofectodérmicas cercanas a la MCI y a sus
derivados permanecen diploides y contindan proliferando

rapidamente.

Tras la implantacidén, esta poblacidén de trofectodermo
polar se extiende en varias direcciones. En primer lugar,
algunas células migran alrededor del embridn; reemplazan a
las células primarias murales trofoblasticas gigantes
volviéndose ellas mismas poliploides. En segundo lugar, una
proyeccién de trofectodermo polar parecida a un dedo se
introduce dentro de 1la cavidad blastocélica formando el
ectodermo extraembrionario del huevo cilindro; ademas empuja
los derivados de 1la MCI por delante de si misma. Esta
proyeccién desarrolla una cavidad central y se torna

epitelial. Tras la formacidon del mesodermo extraembrionario,



el ectodermo extraembrionario retrocede hacia la placenta
donde forma el corion. Finalmente, algunas células
trofectodérmicas siguen introduciéndose dentro del endometrio
formando el grueso de la placenta. Algunas de estas ceélulas,
y células del corion, también se wvuelven poliploides (células

secundarias gigantes).

La proliferacidn del trofectodermo parece quedar
controlada por su cercania a los derivados de la MCI; en
ausencia de derivados de MCI las células TE se agigantan en
vez de proliferar. Esto es muy ventajoso para impedir el
crecimiento continuado del trofectodermo en caso de muerte

fetal intrauterina.

La segunda oleada de diferenciaciones: Formacidn del

endodermo primitivo y del ectodermo prisitivo.

El segundo acontecimiento de 1la diferenciacidn en la
embriogénesis de los mamiferos se caracteriza también por la
aparicidn de wuna capa epitelial (el endodermo primitivo)
sobre la superficie 1libre de un grupo de células no
polarizadas (la MCI). El nicleo restante de células de la MCI
se organiza entonces en una capa conocida como el ectodermo
primitivo. (El endodermo primitivo se conoce también como

hipoblasto vy el ectodermo primitivo como epiblasto o
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ectodermo embrionario). La diferenciacién del endodermo
primitivo empieza alrededor de 4 dias p.c., poco antes de la
implantacién, cuando s6lo hay 20-40 células en la MCI. Debido
al corto nimero de células afectadas, ha sido hasta ahora muy
dificil definir con precisién la secuencia de cambios
moleculares y celulares que ocurren en esta diferenciacidn.
También es dificil relacionar estos cambios con el ciclo
celular, con la comunicacidn y la organizacidn intercelulares

(Gardner 1983; Hogan y cols. 1983).

Las células del endodermo primitivo no colonizan los
tejidos endodérmicos del feto, segun se desprende de
exper imentos realizados con quimeras de inyeccién empleando
como marcador de linajes la glucosa fosfato isomerasa (GPI).
Las células del endodermo primitivo dunicamente colonizan el
endodermo extraembrionario parietal y el endodermo visceral
en los sacos vitelinos que rodean el embriédn en desarrollo
(Gardner 1982, 1983). Experimentos similares han demostrado
que el linaje del ectodermo primitivo da lugar a los tejidos
ectodérmicos, mesodérmicos y endodérmicos del feto, a las
células germinales y a los componentes mesodérmicos de las
membranas extraembrionarias y de 1la placenta (Gardner,

Rossant 1979). Estos linajes se resumen en la figura 1.

Empleo de marcadores de estirpe en esbriones surinos.
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Hasta hace poco tiempo los Gnicos marcadores de estirpe
genéticamente determinados disponibles para su empleo en
embriones murinos eran las alozimas GPI= vy GPI® de la GPI.
Estas alozimas difieren en movilidad electroforética y sélo
pueden titularse en homogenados tisulares (Gardner, Rossant
1979). Su sensibilidad y precisién eran limitadas. Sin
embargo, en la actualidad hay disponibles varios marcadores

que pueden usarse a escala celular en cortes de tejidos.

La estirpe ectodérmica prisitiva.

El nicleo interno de las células no polarizadas del
ectodermo primitivo se organiza gradualmente en un epitelio
simple rodeando una cavidad central. La formacidn de esta
cavidad amnidtica posiblemente conlleve la muerte de algunas
células centrales, puesto que con mucha frecuencia contiene
retos celulares. Las células del ectodermo primitivo se unen
mediante complejos apicales desmosdmicos de unién. Presentan,
ademds, un acumulo polarizado subapical de polipéptidos
citoqueratinicos (Jackson y cols. 1981). Estan unidas, por
medio de su superficie basal, a wuna lamina basal delgada
depositada entre el endodermo visceral y el ectodermo

(Wartiovaara y cols. 1979; Leivo y cols. 1980).
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Los ciclos cor tos de las células endodéraicas

primitivas.

Snow (1977, 1978) ha realizado un estudio cuidadoso de
la tasa de crecimiento del ectodermo primitivo (epiblasto) en
la cepa @ (criada al azar). Este tejido contiene unas 120
células a los 5,5 dias p.c. y 660 células un dia mas tarde,
cuando la gastrulacién empieza. Las células mesodérmicas que
se exfolian a través del surco primitivo durante la
gastrulacién derivan del ectodermo primitivo. La duracion
media del ciclo celular de las células del ectodermo
primitivo debe ser de alrededor de 4,4 horas entre los 6,5 y
los 7 dias p.c.; asi se explicaria el aumento en el nimero de
células, primero en el ectodermo primitivo por si mismo y
luego tanto en el ectodermo como en el mesodermo. De hecho
Snow aporta pruebas de que la tasa de mitosis no es uniforme
en todo el ectodermo primitivo; es significativamente mas
rdpida (duracidn calculada del ciclo: @2-3 horas) en un
grupode ceélulas ectodérmicas que el denomina zona
proliferativa (2P). El mesodermo parece dividirse

relativamente despacio, con un ciclo de 20 horas.

La pluripotencia y oncogénesis de algunas células del

ectodermo primitivo.
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Los resultados de varios experimentos distintos indican
que, por lo menos, algunas células del ectodermo primitivo,
antes de unos 7 dias p.c.; no estan restringidas en su
potencial de desarrollo. Pueden dar lugar a distintos tejidos

si se transfieren a un nuevo ambiente. Por ejemplo:

1. Gardner y Rossant aislaron células individuales del
ectodermo primitivo de blastocistos de 4,3 dias

inyectidndolas dentro de blastocistos huéspedes con un

genotipo GPI distinto. Las células del ectodermo
primitivo originaron descendencia en muchos tejidos
distintos embrionarios y extraembrionarios (Gardner,

Rossant 1979).

2. Los blastocistos cultivados in vitro pueden originar
lineas celulares que pueden diferenciarse en muchos
tejidos diferentes; tanto como teratocarcinomas o como
quimeras con embriones normales (Evans, Kaufman 1983).Una
posibilidad es que todas las células en el ectodermo del
blastocisto tardio son igualmente capaces de originar
lineas tallo ("stem") celulares pluripotentes . Otra
alternativa es que esta transformacidn se restrinja a
aquellas ceélulas del ectodermo primitivo destinadas a
originar células germinales primordiales. Por el momento

esta cuestidn se encuentra sin resolver.
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3. Los embriones de preimplantacidén de cepas murinas
adecuadas explantados a puntos ectdpicos, se desarrollan
con mads o0 menos normalidad hasta 1la etapa de huevo
cilindro (equivalente aproximadamente a 1los & dias p.c.
de desarrollo normal). A continuacién se desorganizan y
originan o un teratoma o un teratocarcinoma conteniendo
células tallo no diferenciadas. De manera parecida, los
huevos partenogenéticos de la cepa LT en el ovario se
desarrollan también hasta la etapa de huevo cilindro de &
dias; o incluso hasta la etapa de surco primitivo precoz
antes de desorganizarse como teratomas o teratocarcinomas
(Stevens, Pierce 1975; Martin, 1980). Los ectodermos
primitivos aislados de embriones murinos de & dias y
trasplantados a puntos ectépicos también dan lugar a
teratomas o teratocarcinomas; unos y otros contienen una
amplia gama de tejidos diferentes de 1las tres capas
germinales, asi como células tallo indiferenciadas de
teratocarcinoma conocidas como células de carcinoma
embrionario (CE) (Diwan, Stevens 1976). Tampoco se sabe
si todas las células del ectodermo primitivo pueden
originar células tallo de CE o unicamente aquéllas que se

diferencian en células germinales primordiales.

Por otro lado, hay pruebas de que a los 7,5 dias p.c. el
embridon en puntos ectépicos ya no puede originar

teratocarcinomas conteniendo células de CE (Stevens 1970)
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encontrandose las células restringidas en su potencial de
desarrollo. Las pruebas provienen de estudios de trasplante y
de los resultados de cultivar fragmentos del huevo cilindro

de 7 dias p.c. in vitro (Snow 1981).

La regulacidn del tamano.

La descendencia de embriones de tamafo doble del normal
consequido mediante 1la agregacién de mérulas es de tamafo
normal. La disminucién en el nimero de células tiene lugar
entre los 5,5 y 1los 6,5 dias p.c. Esta disminucidn ocurre,
aproximadamente al mismo tiempo, tanto en el trofectodermo

como en los derivados de la MCI (Lewis, Rossant 1982).

La inactivacidn del cromsosoma X.

La inactivacién del cromosoma X ocurre en primer lugar
en el trofectodermo y en el endodermo extraembrionario. En
ambos tejidos el cromosoma paterno X es inactivado de manera
preferente (Takagi, Sasaki 1975; Kratzer y cols. 1983; Lyon,
Rastan 1984). Podria postularse que el paso a través de la
linea germinal masculina marca el cromosoma X paterno com una
sensibilidad mayor al proceso de inactivacidn. Podria ser,
también, que el cromosoma X materno quedara marcado con una
resistencia relativa. Unicamente en el ectodermo primitivo

tiene lugar la inactivacién al azar de 1los cromosomas X
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paterno y materno. Se ha concluido, empleando dos técnicas
distintas, que esta inactivacién X al azar ha quedado

completada a los 5,5 dias p.c. (Rastan 1982; McMahon y cols.

1983).
La gastrulacidn vy la formacidn de las células
sesodérmicas.

El proceso de gastrulacién comienza en el embridén murino
alrededor de los 46,5 dias p.c. cuando hay wunas 1000 ceélulas
en el ectodermo primitivo. Las células se desprenden de la
capa epitelial del ectodermo primitivo y se acumulan como una
capa de células individuales mesodérmicas entre el ectodermo
primitivo y el endodermo visceral. Se sabe muy poco sobre los
procesos que regulan el desprendimiento de 1las células
mesodérmicas; aunque posiblemente comporte cambios en las
moléculas de adhesidn intercelular, en la polaridad celular y
en la organizacidn citoesquelética. Franke y cols. (1982) han
demostrado que las células mesodérmicas precoces expresan
filamentos intermediarios de vimentina pero no desmosomas ni
citoqueratinas. Por el contrario, las células del ectodermo
primitivo no expresan vimentina; pero tienen citoqueratinas
asociadas a uniones intimas desmosdmicas (Jackson y cols.

1981).
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La generacidn de un sesodermso segmentado en la

gastrulacidn.

El proceso de gastrulacidn termina con el
establecimiento gradual de una secuencia de unos 65 pares de
bloques de células mesodérmicas, los somitos, a lo largo del
eje corporal anterior-posterior. Smith (1985) analiza el
momento de la aparicién de este eje. Estos bloques somiticos
se diferencian al final en vértebras, costillas, misculos y
la dermis de la piel. Se considera que el ratdn es un animal
segmentado puesto que los somitos se disponen en un patrén
simple 1lineal a 1lo 1largo del eje corporal originando los
componentes principales del organismo (Hogan y cols. 1985).
Para entender los principios basicos de la gastrulacién y de
la somitogénesis en el ratén es Gtil establecer analogias con
el embridn de pollo. Si el ectodermo primitivo y el endodermo
visceral, en forma de copa, del embridn murino se extienden
sobre un plano, se parecen mucho al blastodermo discoide del
embrion de pollo; éste presenta una capa epitelial superior

de células epibldsticas encima de una ladmina de hipoblasto.

La formacidn del mesodermo en el pollo y la aparicidn de
un patrén segmentado dentro del mismo se han estudiado
durante mucho tiempo (Balinsky 1975). Meier y sus
colaboradores han realizado el andlisis mas recinte vy

detallado empleando técnicas de microscopia electrdnica

97



tridimensional (Meier 1979, 1981). Tam ha realizado estudios
parecidos en embriones de raténm y todas las pruebas apuntan a
que la secuencia de acontecimientos es esencialmente la misma

que en el pollo (Tam 1981; Meier, Tam 1982; Tam, Meier 1982).

En el pollo, la delaminacidén de células mesodérmicas
comienza en la parte posterior del epiblasto y se extiende
hacia adelante para formar un surco o linea primitiva. La
gastrulacién, de hecho, no es udnicamente un acontecimiento
local; comporta amplios movimientos dentro de 1la lamina
epiblAstica entera. De manera que las ceélulas son barridas
hacia el interior de 1la linea primitiva desde las regiones
externas del disco embrionario, para emerger como mesodermo

lateral y paraaxial.

El siguiente mojén en la gastrulacién es la aparicidén
del nodo de Hensen en el extremo anterior de 1la linea
primitiva. Aquellas células epiblasticas barridas a traves
del nodo de Hensen se depositan a lo largo de 1la linea media
como una banda de células mesodérmicas las cuales se
diferencian en notocorda. La posicion del nodo no es
estadtica; gradualmente se mueve en una direccién posterior; a
medida que retrocede deja una estela de células de la
notocorda separando el mesodermo a ambos lados. A
continuacidn ocurren dos acontecimientos importantes. Uno es

la formacién de 1los pliegues neurales en el ectodermo
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suprayacente. Esto sucede como reaccidn a las senales
inductoras procedentes del mesodermo subyacente (induccidn
neural). E1 otro es la condensacidn de las células
mesodérmicas a cada lado en bloques cilindricos emparejados,
o somitos. Estos cambios no suceden instantaneamente;
proceden durante varias horas (en el pollo) o dias (en el
ratén) durante los cuales tiene lugar una enorme
proliferacién celular. Asi, a los 8,5 dias p.c. todavia
aparecen nuevas células mesodérmicas a medida que se
introducen a través del extremo posterior de 1la linea
primitiva (o mAds tarde en la regidén del esbozo de las
extremidades). En este periodo los somitos se condensan
detrds del nodo en retroceso. También hay un gradiente
anteroposterior en la maduracidn de los somitos. La regidn
entre los somitos condensados, mas maduros, y el nodo de
Hensen se denomina mesodermo presomitico (en el raton) o
placa segmental (en el pollo). Con el microscopio o6ptico esta
regién no parece segmentada. Sin embargo, el andlisis de
embr iones cuidadosamente fi jados observados mediante
microscopia electrdnica tridimensional de barrido ha
demostrado que en ambos organismos el mesodermo se distribuye
en acimulos empare jados de células o somitdmeros (Meier 1979;
Tam, Meier 1982). En el ratdn hay unos seis somitdmeros en el
mesodermo presomitico. Los somitos presuntivos cultivados in
vitro se condensan y maduran en la ausencia de sefales del

resto del embrién (Tam y cols. 1982). Se han observado
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somitdmeros en embriones muy precoces en la etapa de linea
primitiva (Tam vy cols. 1982). No puede saberse el destino de
estos acumulos mesodérmicos hasta disponer de un buen

marcador celular para esta etapa del desarrollo.

En el ratdn, los primeros bloques somiticos son visibles
al microscopio 6ptico alrededor de 1los 7.75 dias (Theiler
1972) cuando hay unas 25.000 células en el ectodermo y
mesodermo conjuntamente (Snow 1977). Los primeros cinco
somitos permanecen pequefos y dispersos; dan lugar a unos
pocos misculos del ojo y del cuello (Balinsky 1975; Noden
1983). (La mayor parte del mesodermo de la cabeza y de la
cara deriva de 1la cresta cefalica neural.) Los somitos
restantes se diferencian en diversos tejidos,; incluyendo
vértebras y misculos. Esta diferenciacién oculta gradualmente
el patrén segmentado del embridn. En el adulto, el unico
recuerdo es la secuencia de vértebras y costillas en el
ragquis. Cada vértebra tiene una morfologia unica.
Clasicamente la serie de vértebras en el ratén se ha dividido
en cinco regiones: cervical, toracica, lumbar, sacra vy
caudal. E1 nudmero final wvaria muy poco dentro de una cepa
endégama, excepto en la regidn caudal. E1 niamero de células
en cada somito no es igual. Hay unas 150-200 ceélulas en cada
somito cervical, aumenta a 1000-1500 en las regiones lumbar y
sacra y disminuye prtgresivamente en los somitos de 1la cola

(Tam 1981).
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La maduracidn final y 1la diferenciacidn de los somitos
en el embridn implica una serie compleja de cambios en la
adhesidén y movimiento celular. Las células, en primer lugar,
se vuelven epiteliales. Sus superficies apicales internas
rodean una cavidad central; sus superficies basales descansan
sobre una lamina basal externa de glicoproteinas
extracelulares, incluyendo el coldgeno tipo I y la laminina
(Leivo y cols. 1980). Cada bloque somitico se divide entonces
en tres regiones: el esclerotomo, el dermatomo y el miotomo.

El destino de las células en cada regidn es:

1. Esclerotomo: Vértebras (los esclerotomos anteriores de un
par de somitos y los esclerotomos posteriores del par
precedente cooperan para formar wuna vértebra); costillas

en la regidn toracica.

2. Dermatomo: Tejido conectivo en la dermis de lapiel;

componente dérmico de los foliculos pilosos.

3. Miotomo: Misculos de pared; los miotomos de los cuatro o
cinco somitos adyacentes a los esbozos de las
estremidades anteriores vy posteriores originan los

musculos de las extremidades.

El rifdn murino tiene también una historia segmentada.

Se desarrolla en la regidén abdominal a partir de bloques
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seriados repetidos de células mesodérmicas (los nefrotomos)
conectados a los somitos. En el ratén, la placa lateral del
mesodermo da lugar a diversos tejidos, incluyendo el
mesénquima del esbozo de las extremidades (y finalmente el
cartilago y hueso de 1la extremidad). En los mamiferos, la
placa lateral mesodérmica no estd claramente dividida en

bloques segmentados (Hogan y cols. 1985).

La procedencia del endodermo definitivo.

Hay pruebas seguras de que el endodermo del feto (el
denominado endodermo definitivo) deriva del ectodermo
primitivo en contraste con el endodermo extraembrionario de
los sacos vitelinos. Estas pruebas provienen de los
experimentos de inyeccién blastocistica (p. ej. Gardner,
Rossant 1979), trasplante ectdpico de celulas de ectodermo
primitivo (Diwan, Stevens 1976) y del seguimiento de ceélulas
marcadas con timidina [H®] injertadas en embriones en cultivo
en la etapa de linea primitiva (Beddington 1981). Sin
embargo, hay muy poca informacidn precisa disponible
referente a los movimientos morfogenéticos implicados en la
formacidn del endodermo in vivo; posiblemente a partir de
células moviéndose a través del extremo anterior de la linea
primitiva (el proceso cefalico) (Tam, Meier 1982).
Posteriormente, los tejidos como el higado y los pulmones

derivan del endodermo definitivo (ver fig 1).
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La elaboracidon de un mapa de linajes en el embridn

surino.
La gastrulacidén en el embridén murino conlleva
movimientos mor fogenéticos amplios. Durante estos

movimientos, las células en la capa epitelial del ectodermo
primitivo son barridas hacia y a través de la linea
primitiva. Estas células emergen luego como células
mesodérmicas o endodérmicas. En el pollo, los mapas de
destino empleando timidina ([H®] (Nicolet 1970) u otros
colorantes vitales son muy rudimentarios. Se han conseguido
delimitar acimulos celulares que terminaran constituyendo los
diferentes tejidos del cuerpo: somitos, intestino, notocorda,
tubo neural, etc. (Balinsky 1975; Slack 1983). Estos mapas no
dicen nada acerca del momento del compromiso irreversible de

su desarrollo (Slack 1983).

Los estudios de estirpes celulares en el embridn murino
Son una tarea formidable. Las razones son maltiples: pequedo
tamafo del embridn murino, necesidades de cultivo mas
complejas,; inexistencia de un buen marcador histoquimico
celular y 1la dilucidn radpida de la timidina [H®] debido a la
divisidn celular.Sin embargo, se ha observado que a los 7

dias p.c. hay regiones dentro del ectodermo y del mesodermo
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que estan restringidas en su abanico de desarrollo. Para
llegar a esta conclusién se han realizado estudios con
timidina [H3) (Beddington 1981) y se han cultivado trozos de
huevo cilindro in vitro para comprobar los tejidos originados

(Snow 1981; Tam, Snow 1980).

El desarrollo del sistema nervioso.

El cerebro y la médula espinal (sistema nervioso
central) se desarrollan a partir del tubo neural. Este, a su
vez, se desarrolla a partir de 1la placa neural. é&sta es un
engrosamiento del ectodermo situado por encima de 1la
notocorda y del mesodermo paraaxial. Este engrosamiento se
dobla gradualmente hasta formar un tubo. El1 tubo neural
comienza a cerrarse alrededor de la etapa de siete somitos
(B% dias p.c.) al nivel del cuarto y quinto somitos. A
continuacién sigue hacia adelante vy hacia atras a modo de
cremallera. E1 neuroporo anterior estad cerrado por completo
en la etapa de 15 a 20 somitos (9 dias p.c.); mientras que el
neuroporo posterior se cierra por completo en la etapa de 32
somitos (10 dias p.c.) (Theiler 1972). La formacidén inicial
de la placa neural se ha estudiado durante muchos aros en
varias especies de vertebrados (Slack 1983). Aunque la base
molecular se desconoce por el momento. Muchos factores
intervienen en el plegamiento de la capa epitelial simple de

la placa neural; entre ellas se encuentran la elongacidn
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neural precoz muestra también varias hinchazones conocidas
como neurdmeros y que en la regidén del cuerpo son
intersomiticos (Morriss-Kay 1981; Tuckett y cols. 1985). Los
factores que intervienen en la formacién de neurdmeros son
ob jeto de investigacién. También es objeto de investigacidn
el dilucidar si las constricciones que separan los neurdmeros

representan barreras a la migracion celular.

El sistema nervioso periférico se desarrolla a partir de
la cresta neural. Estas células se desprenden de las crestas
de los pliegues neurales a medida que las paredes laterales
se fusionan. Las células individuales se acumulan en la linea
media. A partir de ese punto migran en diversos frentes a lo
largo de los tractos ricos en matriz que se encuentran entre
los somitos. Desde alli divergen a lo largo de diversas vias
diferenciadndose finalmente en tejidos distintos (p.ej.»
ganglios periféricos, misculo facial vy cartilago, células
pigmentarias) segun el ambiente en que vayan a parar (Le

Douarin 1982).

Los tejidos extrassbrionarios.

Los tejidos extraembrionarios constituyen una parte
integrante del conjunto de estructuras que contribuyen al
mantenimiento, nutricién y proteccién del feto dentro del

utero. Forman la placenta, el saco vitelino parietal
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mantenimiento, nutricidn y proteccién del feto dentro del
utero. Forman la placenta, el saco vitelino parietal
{endodermo parietal y trofoblasto), el saco vitelino visceral
(endodermo visceral y mesodermo) vy el amnios (mesodermo y
ectodermo). Los estudios acerca de la expresién genética de
los tejidos extraembrionarios se han dirigido a proteinas
sintetizadas en concentraciones grandes para desempenar
ciertas funciones especializadas. E1 endodermo visceral, por
ejemplo, segrega la alfa-fetoproteina (AFP). La laminina, una
glicoproteina de la matriz extracelular, es depositada por el
endodermo parietal. Estos tejidos tienen otras propiedades.
Por ejemplo, el cromosoma X paterno es inactivado
especificamente en el trofoblasto y en los endodermos
visceral vy parietal (pero no en el mesodermo visceral o
amnios) (Takagi, Sasaki 1975; Kratzer vy cols. 1983; Lyon,
Rastan 1984). Ademds hay una gran expresidn del proto-
oncogene c-fos en todos los tejidos extraembrionarios y,
sobre todo, en el amnios (Muller y cols. 1983; Curran y cols.
1984). No se conoce todavia el significado fisioldgico de

todas estas observaciones.

El origen del endodermo visceral y del endodermso

parietal.

Las células endodérmicas de los sacos vitelinos que

rodean el embrién murino derivan de un grupo precursor de
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unas 20 células bipotenciales del endodermo primitive (PrE).
El endodermo primitivo no contribuye al endodermo definitivo
del ratén adulto, segun se desprende de estudios de linaje
mediante ceélulas marcadas con una alozima de 1la GPI.
Contribuye unicamente a 1los ectodermos extraembrionarios
visceral y parietal (Gardner, Rossant 1979; Gardner 1982,
1983). Este estudio de linaje se ha confirmado empleando los

marcadores Mod—-1*/Mod-1" (Gardner 1984).

Las células PrE se diferencian en la superficie
blastocélica de la MCI a 1los 44,5 dias p.c. Pueden
distinguirse de las 20 células del ectodermo primitivo por
varias caracteristicas morfoldgicas (Nadi jcka, Hillman 1974).
Especialmente por un reticulo endoplasmico miAs desarrollado
lleno de substancias como colageno tipe IV, laminina y
fibronectina. Las células PrE no forman en esta etapa, sin
embargo, un epitelio polarizado bien definido (Enders y cols.
1978). A wmedida que las capas del ectodermo primitivo y
extraembrionario crecen y se alargan para formar el nicleo
del huevo cilindro, las células endodérmicas externas se
diferencian en dos subpoblaciones morfoldgica- Y
bioquimicamente distintas: el endodermo visceral (VE) y el
endodermo parietal (PE). Las células endodérmicas que
permanecen en contacto con el huevo cilindro se organizan en
un epitelio distinto de células VE. Presentan wuniones

desmosdmicas apicales y microvellosidades; ademds tienen
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muchas vacuolas grandes y pequenas y organulos distribuidos
en el citoplasma de forma polarizada. Las células VE que
rodean el ectodermo primitivo se conocen como endodermo
visceral embrionario y tienden a ser planas; mientras gue las
células que rodean el ectodermo extraembrionario (endodermo
visceral extraembrionario) son mas altas y tienen wun
citoplasma muy vacuolado Yy microvel losidades numerosas
(Hogan, Tilly 1981). En las células del PE la morfologia
observada es distinta. Estas células aparecen por primera vez
en el momento de 1la implantacién (Enders y cols. 1978). En
ese momento las células del endodermo primitivo migran hacia
la superficie interna del trofectodermo que se encuentra
cubierta por una lamina basal delgada conteniendo
fibronectina y laminina (Wartiovaara vy cols. 1979; Leivo y
cols. 1980). A diferencia de las células del VE, las células
PE son individuales Y migranj; no forman uniones
intercelulares especializadas ni presentan una clara
polaridad en la dsitribucidn de sus orgadnulos intracelulares;
expresan vimentina y citoqueratinas (Lane vy cols. 1983;
Lehtonen y cols. 1983b). La caracteristica mas significativa
de las células PE es su enorme reticulo endoplasmico lleno de
material para segregar; por ejemplo, componentes de la
membrana basal gruesa (membrana de Reichert) 1la cual es
depositada por 1las células PE. In vivo, las superficies
apicales de las células PE y VE se encuentran muy cercanas;

el espacio limitado entre las dos se llena de secreciones
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procedentes de las células PE y VE y de substancias que han
sido filtradas a través de la membrana de Reichert (Hogan,

Tilly 1981; Hogan y cols. 1983; Gardner 1982, 1983).

La expresidn genética en el endodermso visceral.

Las funciones mas importantes del endodermo visceral
son: 1) absorcidn, es decir, toma de substancias de la
circulacidn materna que se han filtrado a través de la
membrana de Reichert dentro de la cavidad del saco vitelino
parietal y 2) secrecidn, es decir, produccién y secrecidn de
proteinas séricas vy de otras substancias necesarias para el
feto como 1la AFP, 1la transferrina, las apolipoproteinas de
densidad alta vy baja vy la alfa,—antitripsina. El endodermo
visceral realiza, por lo tanto, algunas de las funciones del

intestino grueso y del higado fetal (Meehan y cols. 1984).

La morfologia de las células del endodermo visceral esta
enormemente especializada para 1la absorcién; las células
tienen muchas microvel losidades situadas apicalmente,
lisosomas, etc. Puesto que las células estan polarizadas, es
probable que las funciones de absorciédn radiquen en la
superficie apical; mientras que la secrecidn de AFP,
transferrina y otros componentes séricos puede tener lugar a
través de la superficie basal. Sin embargo, esta cuestidén no

se ha resuelto por el momento. En el saco vitelino visceral,
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la superficie basal se encuentra adyacente a la capa
mesodérmica que contiene los vasos sanguineos fetales. Es
objeto de especulacidn la direccidén de la secrecién de otros

productos del VE como el activador del plasmindgeno.

El "marcador"” mas especifico reconocido hasta ahora es
la AFP. Es ésta wuna glicoproteina de M- 68.000 sintetizada
solamente por el endodermo visceral o por el higado fetal o
en regeneracidon. En embriones murinos de 15,5 dias representa
aproximadamente un 25% de 1la sintesis proteica total del
endodermo visceral; y su ARNm representa el 15% del ARN
poli(A*) total (Andrews vy cols. 1982a,b). Se desconoce la
funcién precisa de la AFP; pero puesto que es la globulina
principal en 1la sangre fetal, puede desemperar la misma
funcidén que la albumina sérica en la sangre adulta. El gen de
la AFP se encuentra estrechamente relacionado con el gen de
la albumina, quizd por duplicacién y divergencia de una
secuencia comin antigua (Gorin, Tilghman 1980; Eiferman y

cols. 1981).

La AFP se detecta en primer lugar en el endodermo
visceral embrionario a 1los 7 dias p.c., mediante tincidn
inmunoperoxiddsica de cortes de embr iones mur inos de
distintas etapas (Dziadek, Adamson 1978; Dziadek, Andrews
1983). No aparece en el endodermo visceral que rodea el

ectodermo extraembrionario debido a la influencia inhibidora

110



de este tejido. Si se separa el endodermo visceral
extraembrionario del ectodermo extraembrionario subyacente,
las células comenzardn a sintetizar AFP en un plazo maximo de
12 horas (Dziadek 1978). Los experimentos de hibridacién in
situ empleando vectores de cADN [H®] para la AFP  ha
confirmado 1los resultados de 1los experimentos previos de
marcado metabdlico; también han demostrado que el ARNm de la
AFP se encuentra en todas 1las células del saco vitelino
visceral de 14 dias y no en las células mesodérmicas

(Dziadek, Andrews 1983).

La expresidn genética en el endodermo parietal.

La caracteristica mias patente de las ceélulas del
endodermo parietal es su especializacién en la sintesis y
secrecidn de una gruesa membrana basal, denominada membrana
de Reichert, entre ellas mismas y el trofectodermo. Hasta los
14 dias de gestacién (momento en el que se deshace), la
membrana de Reichert es una de las cuatro barreras
principales entre los ambientes materno y fetal. Esto se debe
a que en el ratdn, las células endoteliales de 1los vasos
sanguineos maternos se rompen dando lugar a grandes senos
sanguineos; las células trofectodérmicas situadas entre estos
Senos sanguineos y el embridn no permanecen como una capa
continua por debajo de la placenta y gradualmente mueren. Hay

muy pocas pruebas acerca de las propiedades de permeabilidad
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de la membrana de Reichert y se sabe todavia menos acerca de
la relacién entre la funcién de la membrana de Reichert y su
estructura y composicidn; se supone, sin embargo, que esta
membrana actia como un filtro pasivo impidiendo el paso de
células maternas y de moléculas grandes. Las células del PE
sintetizan grandes cantidades de componentes de la membrana
basal incluyendo laminina, entactina, procolageno tipo 1IV y
el proteoglicano sulfato de heparan. Las células maduras no
sintetizan fibronectina (Hogan 1980; Smith, Strickland 1981;
Amenta y cols. 1983); ésta no se considera un componente
estructural de la membrana de Reichert (Semoff y cols. 1982).
Sin embargo, es probable que las ceélulas del endodermo
primitivo sinteticen fibronectina y la empleen posiblemente
en la migracion al trofectodermo (Hogan y cols. 1983). E1 ARN
de las células del PE se ha usado para aislar clones de ADNc
tanto para el procolageno tipo IV como para la laminina
(Kurkinen y cols. 1983a,b; Barlow y cols. 19B4). Ademas la
membrana de Reichert demuestra ser un buen modelo para
estudiar la sintesis, ensamblaje y modelacién de la membrana
basal (Hogan vy cols. 1984). Las células del PE sintetizan
también grandes cantidades del activador tisular de
plasminédgeno; éste tiene un peso molecular, antigenicidad y
sensibilidad a inhibidores distintos del activador de
plasmindgeno similar a la wuroquinasa sintetizado por el VE

(Marotti y cols. 1982).



La diferemciacidn del sesoderso extraesbrionario.

Ciertas células mesodérmicas generadas por la linea

primitiva precoz contribuyen a 1los tejidos extraembrionarios

siguientes (Gardner 1983):

Amnios. Surge a partir del ectodermo embrionario y del
mesodermo. Aparece primero como un pliegue y luego como
un techo continuo por encima del ectodermo primitivo. A
continuacidn se extiende rdpidamente y forma una membrana
delgada rodeando el feto. Las células ectodérmicas y
mesodérmicas del amnios tienen morfologias distintas y

estan separadas por una membrana basal.

Alantoides. Comienza como una proyeccidn digital de
células mesodérmicas a partir del borde posterior del
ectodermo embrionario donde empieza a levantarse la linea
primitiva. Se extiende hacia arriba, se fusiona con el
corion, contribuye a 1la placenta vy origina los vasos

sanguineos del corddn umbilical.

Mesodermo del corion y del saco vitelino visceral. Las
células mesodérmicas originadas de la linea primitiva
posterior migran hacia la superficie interna del
endodermo visceral. Dan lugar al primer tejido

hematopoyético fetal en forma de islas sanguineas en el
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hematopoyético fetal en forma de islas sanguineas en el
saco vitelino visceral. Las ceélulas mesodérmicas que

tapizan el corion también contribuyen a la placenta.

La estructura y la funcion de la placenta.

A mitad de la gestacién, la placenta se ha convertido en
un 4rgano muy complejo consistente en tejidos maternos y
fetales V4 en celulas sanguineas. Una caracteristica
importante que distingue la placenta murina de la humana es
que los vasos sanguineos maternos se rompen, de manera gue
las células sanguineas se ponen en contacto directo con el

trofoblasto fetal.

Los tejidos fetales principales de la placenta murina

sons:

1. Trofoblasto. En la capa espongiotrofoblastica externa mas
cercana al tejido wuterino decidual, la mayoria de las
células trofoblasticas son diploides; mientras que en la
capa laberintica interna muchas de las células son
poliploides y gigantes. En ambas capas hay senos
sanguineos maternos conteniendo células sanguineas
maternas; e incluso tras la diseccién del utero, la capa
externa presenta células maternas deciduales (Rossant,

Croy 1985).



2. Mesodermo. Tras fusionarse con el corion, 1la alantoides
da lugar a los capilares fetales y a los vasos
sanguineos. Estos se entremezclan con las células
trofoblasticas y con los senos sanguineos maternos en el

laberinto.

3. Endodermos parietal y visceral. Las criptas de Duval
contienen tanto endodermo visceral como parietal. Las
células viscerales sintetizan AFP Y las células

parietales, membrana basal.

La placenta sintetiza muchas hormonas de tipo esteroide,
polipéptido y prostaglandina necesarias para la coordinacién
de las fisiologias materna y fetal durante la gestacidn;
ademas de jugar una funcidn importante en la transferencia de
nutrientes y metabolitos hacia y fuera de la circulacidn

fetal (Soares y cols. 1985).
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Obtencidn de cuerpos embrioides.

Se emplean ejemplares de la especie Mus musculus de la
cepa 129/Sv cedidos par el Prof. Dr. FranGois Jacob del
Instituto Pasteur de Paris. En esta cepa se obtiene una mayor

proporcidn de tumores.

Los cuerpos embrioides emp leados derivan del
teratocarcinoma denominado OTT&050. Stevens (1970) obtuvo
este teratocarcinoma al implantar un embridn de seis dias de

la cepa 129/Sv en el testiculo de un hibrido F, A/HeJx129.

Si se tritura e inyecta dicho tumor en 1la cavidad
peritoneal de ratones isogénicos, tras varias generaciones

aparecen en la ascitis resultante cuerpos embrioides.

En nuestro laboratorio se mantienen los cuerpos
embrioides mediante injerto intraperitoneal cada 20 dias; a
partir del vigésimo dia la ascitis se hace progresivamente

hemorragica.

Los animales son sacrificados mediante dislocacidn
cervical. E1 contenido de 1la cavidad peritoneal se aspira

mediante jeringa y aguja estériles. A continuacidén se aobserva
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una muestra de la ascitis con el microscopio invertido para

verificar la existencia de cuerpos embrioides.

Aislamiento de cuerpos esbrioides.

El resultado del lavado de la cavidad peritoneal se
centrifuga en gradientes de densidad discontinuos de Ficoll®™
con el fin de separar los distintos tipos morfoldgicos de

cuerpos embrioides que se encuentran en el liquido ascitico.

El protocolo que se ha seguido es el utilizado en el
Depar tamento (Monzd y cols. 1982). Los gradientes se elaboran
a partir del Ficoll-400 (Pharmacia Fine Chemicals). El Ficoll
es un co-polimero sintético de sacarosa y epiclorhidrina.
Proporciona una densidad elevada y una presién osmética baja.

Ademas no atraviesa las membranas celulares (Monzd 1984).

Se preparan gradientes de densidad discontinuos con las
siguientes concentraciones de Ficoll V/P: &%, 10%, 20% y 35%.
Se emplean gradientes discontinuos porque el tiempo de
centrifugacidn es mis corto que en gradientes autoformativos;
el tiempo de centrifugacién se invierte en sedimentar la
muestra y no para formar el gradiente de densidad (Hames

1984) .
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El contenido de 1la cavidad abdominal es centrifugado
durante cinco minutos a 120g formandose un “"pellet” que
contiene todos los cuerpos embrioides. A continuacidn se
resuspende el "pellet"” y se deposita encima del gradiente
discontinuo. La muestra asi dispuesta se centrifuga a 120g
durante gquince minutos. Se produce wuna migracién de los
cuerpos embrioides hasta encontrar su punto de igual densidad
en la solucién de Ficoll. Se resuelven asi cuatro bandas. Los
cuerpos embriocides se extraen con pipeta Pasteur y se lavan
con suero fisioldgico hasta tres veces con el fin de eliminar

el Ficoll.

Se observan muestras de 1las poblaciones mediante el
microscopio invertido. Las cuatro bandas de cuerpos
embrioides se aislan en los gradientes correspondientes al
&%, 10%, 20% y 35%. Se denominan, respectivamente, BC1, BC2,

BS1 y BS2.

Recuento de cuerpos embriocides.

El recuento de elementos formes es la técnica mas
empleada en biologia para evaluar el comportamiento de las
células "in wvitro" (Absher 1973). Asi puede saberse con
certeza el efecto relativo y absoluto de wuna situacidn

concreta sobre los cuerpos embrioides.
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La obtencidn de cuerpos embrioides es la misma descrita
en el apartado "Aislamiento de cuerpos embriocides”". Se
resuspende el "pellet" pipeteandolo con una pera de goma y
una pipeta Pasteur. Se aspira una muestra y se diluye en una
proporcién exacta con suero fisioldgico. Se observa una
cantidad pequera de muestra al microscopio mediante camaras
especiales. Para ello se necesita un reticulo de Neubauer
(Ciscar, Farreras 19460). Mediante sencillas operaciones
matematicas se calcula el nimero de estos cuerpos embrioides.
La muestra se deposita encima del reticulo y se cuentan diez
cuadrados de un milimetro cuadrado de superficie cada uno. Si
la cdmara tiene una profundidad de 0,1 milimetro, el volumen
de la muestra serd de un milimetro cdbico. Multiplicando por
el factor de dilucidn se determina 1la cantidad de cuerpos
embrioides por mililitro en la muestra diluida; multiplicando
el resultado por el volumen total se obtiene el ndmero de

cuerpos embrioides en la suspensidén original.

Prueba de la exclusidén tintorial para la comprobacidén de

la viabilidad celular.

La prueba de exclusiédn tintorial para la comprobacidén de

la viabilidad celular se basa en el hecho de gque las células

viables no absorben ciertos colorantes mientras que las
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células no viables si absorben esos mismos colorantes

(Phillips 1973).

El colorante mas empleado es el azul tripano. Dicho

colorante se prepara asi:

Agua destilada 95 ml.
Fosfato potdsico monobdsico 0,06 gr.
Azul tripano 0,4 gr.
Cloruro sddico 0,B1 gr.

La solucidn se calienta para disolver los componentes de
la misma. A continuacidn se deja enfriar ajustandose el
pH a 7,2-7,3 con hidréxido sédico IN (unas 8 gotas). El

volumen final se ajusta a 100 ml. con agua destilada.

Se aspira un mililitro de cuerpos embrioides tal como se
describe en el apartado "Recuento de cuerpos embrioides". Se
le arade 0,1 ml. de solucidn "madre" del colorante. La mezcla
se dispersa 10 veces con pipeta anotidndose el momento. Se
coloca una gota de la suspensién encima del reticulo de
Neubauer. Se realiza un recuento cuatro minutos despueés de
efectuada la dispersién. Se cuentan los cuerpos embrioides
tefidos y no tedidos sobre un Area dada del reticulo. El
porcentaje de células viables es igual a células no

ternidas/(células tedidas + células no teridas) x 100.
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Obtencidn de antisueros.

Se han empleado cuatro conejos ("Oryctolagus cuniculus")
albinos machos de raza neozelandesa de dos quilogramos de
peso cada uno. Dos de los conejos han recibido inmunégeno con
adyuvante de Freund y dos conejos inmundgeno sin adyuvante.
En cada uno de 1los dos grupos uno de los conejos ha sido
inmunizado con cuerpos embrioides BC1. El otro conejo ha sido
inmunizado con cuerpos embrioides BS1. Antes de comenzar las
pautas de inmunizacidén se extrae sangre de los conejos para

emplearla como control.

Estos cuerpos embrioides se han obtenido tal como se

describe en el apartado "Aislamiento de cuerpos embriocides".

Pauta de inmunizacidn sin adyuvante de Freund.

Las inmunizaciones se realizan en la wvena marginal
posterior de una de las dos orejas. Esta vena se observa por
transparencia. Si la wvena no esta dilatada de manera
suficiente, se moja la punta de la oreja con xilol. Para la
venoclisis se emplea un dispositivo de 1los denominados
"mariposa” (Eschmann 19G). Se administran cada vez 1,6x10=

cuerpos embrioides en un mililitro de suero fisioldgico. El
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inmundgeno se ha administrado quincenalmente hasta un total
de tres inoculaciones. Transcurridos diez dias desde la

ultima inmunizacidn se procede a la extraccidn sanguinea.

Pauta de inmunizacidn con adyuvante de Freund.

Los cuerpos embrioides se suspenden en cada caso en una
mezcla 1:1 de suero fisioldgico vy adyuvante completo de
Freund hasta conseguir una emulsidn de agua en aceite. EIl
inmunégeno se administra cinco veces de acuerdo con el
calendario siguiente (inspirado en Wiley, Calarco 1975): en
la primera semana se administran 400 cuerpos embrioides por
via intramuscular con adyuvante completo de una vez; en la
2=, 3=, 4= semanas se administran cada vez 4&00 cuerpos
embriocoides con adyuvante incompleto por via subcutanea. Se
hace un descanso de cuatro semanas y en la 9= semana se
administran 1000 cuerpos embrioides con adyuvante incompleto

por via subcutanea.

Transcurridos siete dias desde la udltima inmunizacién se
procede a la extraccidn y procesamiento de la sangre. El
protocolo empleado es el mismo para ambas pautas de

inmunizacidn.

Extraccion.
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Los conejos estdn en ayunas desde 24 horas antes de la
extraccién. La sangre se extrae de la arteria central de la
oreja, vya que la mayor presién intravascular hace 1la

extraccion mas facil y rapida.

Procesado.

La sangre extraida es repartida en tubos de ensayo. Las
muestras se mantienen a 37°C durante una hora. Asi se forma
un codgulo denso conteniendo todos los elementos formes. El
suero se extrae con pipeta Pasteur centrifugdndose de forma
secuencial a 700g y 1400g para extraer todos los elementos
formes. A continuacidn el suero resultante se descomplementa
mediante su exposicidn a S5S&°C durante media hora. La

conservacion se realiza en alicuotas a -70°C.

Electroforesis de tejidos adultos de ratdn.

Se separan las proteinas citopldsmicas y de la membrana

presentes en estos tejidos adultos murinos segun la técnica

de electroforesis descrita por Laemmli (1970): intestino,

cerebro, higado, testiculo, misculo y rifdén.

Obtencidén de la muestra.
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Los tejidos adultos se lisan por separado en proporcién
(p/v) en el tampdén hipotdnico siguiente:
Se preparan 200 ml de solucién de ClNa 0,15M y TRIS 10mM.

A esta solucidn se anaden:

- 1mM de EDTA como quelador del Ca** y del Mg~™™.

- 40 mg de NaNs (azida sdédica) para inhibir 1la
glicolisis.

- 370 mg de yodoacetamida (IAA) para impedir la formacidn
de puentes disulfuro.

— &4 ml de una solucién de fluoruro de sulfofenilmetilo
(PMSF). Este compuesto inhibe las proteasas. La solucidn
de PMSF se prepara disolviendo 80 mg de PMS5F en 10 ml de
etanol puesto que es muy insoluble en agua.

- 4 ml de Nonidet P-40 que separa las proteinas de
membrana.

-~ 2mM de tetrahidrocloruro de benzamidina como inhibidor

de la tripsina.

Los tejidos adultos se incuban en el tampdn mencionado

durante wuna hora a 4°C. Transcurrido este tiempo se

centrifugan durante 3 minutos a 4°C. En el sobrenadante se

encuentran las proteinas objeto de estudio. La muestra

obtenida puede almacenarse a -70°C.
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Electroforesis de las proteinas problema.

Se realiza una electroforesis vertical de 1los
sobrenadantes obtenidos en geles de acrilamida-SDS al 12% de
uno o de uno y medio milimetros de grueso. La intensidad de
la corriente se mantiene constante a 20mA. Las soluciones

usadas son:

-Tampén de concentracion (pH 6,8):

TRIS &,06 gr.
SDS 0,4 gr.
Agua destilada hasta 100 ml.

Guardar a 4°<C.

~Tampdn de separacidén (pH 8,8):
TRIS 18,17 gr.
SDS 0,4 gr.
Agua destilada hasta 100 ml.
Guardar a 4°C.

—Solucidén de acrilamida:

Acrilamida 43,8 gr.
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Bis—acrilamida 1,2 gr.
Agua destilada hasta 100 ml.

Filtrar y guardar a 4°C al abrigo de la luz.

Para que las proteinas puedan desplazarse a lo largo del
gel de acrilamida es necesario establecer una diferencia de
potencial. Debido al pH de los tampones en los que se
disuelven las proteinas, 1la carga eléctrica que presentan
éstas es negativa. De esta manera, las proteinas pueden

desplazarse hacia el polo positivo.

Los geles se interponen entre dos cubetas las cuales
contienen un tampén determinado. La corriente eléctrica se
establece entre estas dos cubetas. E1 gel de acrilamida
ofrece una resistencia. De esta manera se crea la diferencia

de potencial necesaria para que migren las proteinas.

~Tampdn de las cubetas (pH B8,3):

TRIS 3,03 gr.
Glicina 14,4 gr.
SDS 1 gr.

Agua destilada hasta 1 litro.

Puede guardarse a temperatura ambiente.

Los geles de acrilamida se preparan asi:
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-Gel de separacidn:

Tampdn de separacidn 8 ml.
Solucidn de acrilamida 8,5 ml.
Agua destilada 15,5 ml.
Persulfato de amonio 159 nl.
TEMED 20 Rl.

Se realiza el vacio durante 10 minutos. A continuacidén se
coloca la solucién entre placas de cristal hasta la

polimerizacitén del gel (unos 20 minutos).

-Gel de concentracidén en el cual se suspenden inicialmente

las proteinas problema:

Solucidn de acrilamida 1 ml.
Agua destilada 6,5 ml.
Persulfato de amonio 50 Hl.
TEMED 10 Kl

Se hace el vacio durante 10 minutos y se deposita la
solucién encima del gel de separacién ya polimerizado.
Tras 1,5 horas pueden ya colocarse las muestras sobre

este segundo gel.
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Las proteinas han de disolverse en el tampdn gque se
describe a continuacién antes de colocarlos en el gel de

concentraciéon. Asi las proteinas migran correctamente:

Agua destilada 4,2 ml.
Tampén de concentracion 1 ml.
Glicerol 0,8 ml.
SDS al 10% 1,6 ml.
2-mercaptoetanol 0,4 ml.
El 2-mercaptoetancol crea condiciones reductoras que
rompen los puentes disulfuro existentes entre las

proteinas problema. Para actuar adecuadamente debe usarse
a una temperatura de 100°C. Por término medio se diluyen
5-15 B de la muestra en 45 p de este tampén. Se deja al

bafo Maria durante 5 minutos.

Se usan proteinas estandar (Bio-Rad™) de peso molecular
conocido para poder identificar mediante comparacidén, el peso
molecular de las proteinas problema. Se disuelven 2 Hl. de la
suspensién de proteinas en 45 pl. del tampdn y se deja al

baro Maria.
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Para realizar la técnica de electroblotting empleamos
geles de 1,5 mm. de grueso. En este caso, las proteinas
problema no se mezclan con 2-mercaptoetanol para evitar las
condiciones reductoras. El objetivo es no romper los puentes
disulfuro que proporcionan una conformacién proteica causante
de 1la unién con el anticuerpo especifico que luego se
utilizard. En este caso, en lugar de 2-mercaptoetanol ponemos
el mismo wvolumen de agua destilada. Las electroforesis que
luego no se transferirdn se realizan en geles de 1mm. de

espesor .

Una vez desplazadas todas las proteinas a lo largo del
gel separador se tifnen los geles con "Coomassie brilliant
blue”. La solucidn se prepara con agua destilada, metanol y
acido aceético a las concentraciones (v/v) de 45/45/10

respectivamente afradiéndose 200mg/100ml de colorante.

Los geles se depositan en el interior de 1la solucidn
durante toda una noche. Al dia siguiente se destifen con una
solucién de agua destilada, metanol y 4acido aceético a las

concentraciones (v/v) de 8/3/1 repectivamente.

Electroblotting.

La técnica de electroblotting se emplea comunmente desde

hace tiempo para el estudio cualitativo tanto de acidos
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nucleicos como de proteinas (Towbin y cols. 197%9; Towbin,

Gordon 1984).

Las proteinas separadas en la electroforesis en geles de
1,5 mm. de grosor se transfieren a papeles de nitrocelulosa

segun el método de Towbin y cols. (1979).

Para transferir las proteinas del gel al papel se
establece una diferencia de potencial que arrastra las
proteinas hacia el polo positivo en donde se encuentra la
nitrocelulosa. E1 gel se encuentra en el polo negativo. La
nitrocelulosa no es el unico soporte conocido aunque si uno

de los mads utilizados por sus caracteristicas.

Las proteinas en el gel se encuentran mezcladas con la
red que forma la acrilamida; en el papel se quedan adheridas
a la superficie del mismo. La nitrocelulosa retiene
fuer temente las proteinas de manera que no se pierden aungue

haya diversos lavados.

Para transferir las proteinas al papel de nitrocelulosa
se prepara un "sandwich” de la siguiente manera (Bittner y

cols. 1980):

-Electrodo negativo.

-1 Scotch Brite 3R (que actua como material poroso).
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-2 hojas de papel grueso.

-Gel con las proteinas separadas segun Sus pesos
moleculares.

—Papel de nitrocelulosa.

-3 ho jas de papel grueso.

-1 Scotch Brite 3R.

-Electrodo positivo.

El "sandwich" se sumerge en una cubeta que contiene el

tampén de transferencia:

Glicina 0,192 M

TRIS 0,025 M

Anadir agua destilada hasta un volumen de 800 ml.

ARadir 200 ml. de metanol hasta un volumen final de un

litro.

El "sandwich"” se sumerge en el tampédn durante unos 25
minutos. El1 metanol contrae el gel y el papel; durante este
tiempo ambas estructuras se estabilizan de manera que en el
momento de 1la transferencia proteica no se producen ya

distorsiones.

Al cabo de los 25 minutos se hace circular una corriente
eléctrica continua de 12 V durante cinco horas al cabo de las

cuales puede comenzarse el procesado de la nitrocelulosa.
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Procesado _de la nitrocelulosa.

En primer lugar se comprueba si la transferencia se ha
realizado correctamente. Para ello se recorta la zona de
nitrocelulosa que corresponde a las proteinas estandar. A
continuacidn se tife esta tira durante 1-2 minutos dentro de

la solucidn siguiente:

Negro amido ©O,1% en una soluciédn de metanol, Acido

acético y agua en las proporciones (v/v) 25/10/65.

Se destine con la misma solucidn empleada para desterir
electroforesis. Asi puede comprobarse si la transferencia al
papel ha tenido 1lugar correctamente. El resto de papel de

nitrocelulosa puede guardarse a 4°C o continuar el procesado.

En esta técnica se usan anticuerpos especificos
dirigidos contra determinadas proteinas. La unidén antigeno-
anticuerpo se detecta mediante un segundo anticuerpo
conjugado con peroxidasa dirigido contra el anticuerpo
especifico. Esta unidn se pone de manifiesto con una solucidn
de diaminobencidina (DAB). Asi se detecta la presencia de

determinados antigenos en la muestra problema.
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Las proteinas de peso molecular superior a 100 Kd pasan
con dificultad, o no pasan, del gel al papel debido a que se

entrecruzan fuertemente con la red formada por la acrilamida.

La nitrocelulosa se lava con PBS (pH 7,2) durante 10
minutos para extraer el SDS o las impurezas que pueda haber

retenidas. Luego se procede al bloqueo de la nitrocelulosa.

El fundamento del bloqueo radica en que la nitrocelulosa
es un material con gran avidez por todas las substancias

organicas que entran en contacto con ella.

Las proteinas problema ocupan un espacio sobre el papel;
pero gran parte del mismo se encuentra libre. Este espacio
debe quedar ocupado (bloqueo de la nitrocelulosa) ya que al
incubar con el anticuerpo éste se uniria de forma

inespecifica al papel.

Para bloquear 1la nitrocelulosa se usa una solucidén de
ovoalbumina al S% en PBS. Se lava el papel durante una hora
con esta solucidn empleando agitacidn continua. Luego se
incuba con el anticuerpo especifico. Este anticuerpo se
diluye, con la misma clase de solucién que la empleada para

el bloqueo, a 1/400. Se incuba el papel con el anticuerpo
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durante una hora. Transcurrido este tiempo se realizan tres

lavados de 20 minutos cada uno con la solucidn siguiente:

TRIS SO0 mM
ClNa 0,15 M
Gelatina 0,25%

Agua destilada
Para disolver 1la gelatina 1la solucidn se calienta hasta
60°C. Una vez disuelta se deja enfriar y se equilibra el

pH a 7,6.

Estos lavados tienen como finalidad completar el bloqueo

de la nitrocelulosa.

El segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa se diluye

con esta solucidn de TRIS salino gelatina a una concentracidn

de 1/400.

Se incuba el papel durante una hora con este anticuerpo.
Transcurrido este tiempo se hacen 3 lavados de 20 minutos

cada uno con la solucién de TRIS salino gelatina.

Luego se lava la nitrocelulosa con PBS durante 10
minutos. La actividad peroxiddsica se revela con DAB. La

solucidn contiene:
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DAB S mg.

HelDe 30% (Perhydrol Merck) 10 p1.

PBS hasta 10 ml.

Filtrar y utilizar inmediatamente vya que 1la degradacidén

es rdpida por accidén de la luz.

La nitrocelulosa se incuba con la solucién de DAB
durante wunos minutos. La peroxidasa desdobla el agua
oxigenada en H=0 y O=. La DAB se oxida con el O= liberado y
toma una coloracién marrén marcando con este color la
proteina a 1la que se ha unido el anticuerpo especifico. La

reaccién se detiene con un bano de agua.

Elisa.

La técnica de Elisa (enzyme-linked immunosorbent assay)
permite obtener una gran sensibilidad en la determinacioén de
actividad presente en la reaccidn antigeno-anticuerpo
(Engvall y Perlman 1971). Esta técnica ya descrita ha sido
modificada por nosotros para adecuarla al material con el

cual trabajamos: cuerpos embrioides.

El método consiste en preparar placas de 96 pocillos. En
cada pocillo se deposita el tipo de cuerpo embrioide que

interesa. Para facilitar la ejecucidén de las tareas es muy
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pridctico preparar cada placa con un mismo tipo de cuerpo

embrioide. Se prepararon placas con poblaciones de cuerpos

embrioides BC1 y BS1.

Las placas se preparan asi:

Se llena cada pocillo con S50 Kl. de poli-L-lisina al 1%
(p/v) en suero fisiolégico. La placa se deja en estas
condiciones durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al

cabo de este tiempo la placa se vacia por expulsidn.

A continuacién se depositan 10® cuerpos embriocides de la
poblacién que interese, centrifugandose 1luego a 150g

durante S5 minutos.

Los cuerpos embrioides se fijan con 50 pl. de
glutaraldehido al 0,5% en suero fisioldgico durante 15
minutos. E1 exceso de fijador se lava dos veces en suero

fisioldégico.

En cada pocillo se depositan 50 Hl. de gelatina en suero
fisioldgico (la gelatina se toma de una disolucién de 200
mg. de la misma en 100 ml. de suero fisioldgico). Esta
incubacidn dura 30 minutos. La placa debe encontrarse a

una temperatura de 37°C.
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S. Transcurrido el tiempo previsto la placa se congela vy se

conserva a —-70°C.

La placa puede mantenerse congelada o puede proseguirse la
técnica desde el punto nimero 4. Los pasos siguientes llevan

hasta la determinacidn de la actividad del antisuero.

La descongelacidn de la placa se realiza a temperatura
ambiente. Una vez descongelada la placa se procede como

sigue:

1. Se lava tres veces la placa con suero fisioldgico.

2. Se lava una vez mds con suero fisioldgico y Nonidet P-40

al 0,2%.

3. Se realiza la primera incubacién con el anticuerpo del
que interese determinar la actividad. Cada anticuerpo se
diluye por separado en suero fisioldgico con albdmina
sérica bovina al 1X. Las diluciones empleadas fueron
desde 1/100 hasta 1/102400. Esta incubacidén dura 90

minutos.

4, El exceso se lava cuatro veces con suero fisioldgico.
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Se lava una vez mds con suero fisioldgico y Nonidet P-40

al 0,2%.

Se procedey; luego, a 1la incubacién con el conjugado
peroxidasa-Ig6 de cabra anticonejo a wuna dilucién de
1/1600. Se prepara la dilucidn en suero fisioldgico y
albumina sérica bovina al 1%. Esta incubacidén dura 90

minutos.

Se lava cinco veces con suero fisiolégico, la Wdltima con

Nonidet P-40 al 0,2%.

A continuacidn se anaden 200 Hl. del substrato de la
peroxidasa a cada pocillo. Esta incubacién dura 30-50

minutos. El substrato se prepara asi:

Ortofenilendiamina 20 mg.
Acido citrico 0,1M pH 4,5 20 ml.
HeOe 8 pl.

El Acido citrico se prepara disolviendo 2,1 gr. del mismo
en unos 30 ml. de agua destilada; el pH se iguala a 4,5
con NaOH concentrado; finalmente se llega a un volumen
final de 100 ml de solucién aRadiendo aqua destilada

hasta ese nivel.
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9.

10.

La reaccion se detiene anadiendo 25 Hl. de SOL,He 2N por

pocillo.

El resultado se observa mediante una lectura dptica con

el espectrofotémetro a 492 nm.

Obtencidon de esbriones.

Para obtener embriones de ratdn de distintos dias de

evolucién se procede a determinar la fase de estro, siguiendo

la pauta descrita por Monzd (1984).

La determinacidén de esta fase del ciclo permite recurrir

con éxito a la superovulacién segun la pauta siguiente:

1.

7 U.I. de hormona estimuladora del foliculoy 7 U.I. de
hormona estimuladora del cuerpo luteo administradas por

via intraperitoneal.

A las 24 horas de esta estimulacidn se administran 10

U.I. de gonadotropina coridénica humana por la misma via.

A las 12 horas de la ultima inyeccidén se acoplan con los

machos.
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La presencia de un tapdén vaginal se considera como dia

cero de la gestacion.

Procesamiento de los embriones.

Inclusidén en parafina.

El protocolo utilizado es el siguiente: lavado del

embrion o del saco uterino con PBS durante cinco minutos.

La fijacidn se realiza con uno de 1los fijadores
propuestos por Sainte-Marie (1962) para evitar la
desnaturalizacién de 1los antigenos. E1 fijador empleado
consiste en una mezcla de 99 volumenes de etanol 96° y un

volumen de Acido acético glacial.

La deshidratacién de los embriones se consigue mediante
una serie de cuatro bafos consecutivos de etanol absoluto a
4°C de temperatura. Cada bafo tiene wuna duracidén de 45

minutos.

A continuacidn siguen tres bafos de xilol de wuna hora
cada uno de duracidn. Los dos primeros se realizan a 4°C y el

ultimo a temperatura ambiente.
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La inclusidn se realiza en tres bafos de parafina
liquida a 56°C durante 45 minutos cada bafo. Terminado el
aultimo bafo, se deja solidificar como bloque a temperatura

ambiente. Los bloques obtenidos se conservan a 4°C.

Seccionamiento.

Los blogues parafinados se cortan mediante un microtomo
en secciones de cinco micras de grosor. Las secciones se
colocan sobre un portaocbjetos limpio. La adherencia de la
preparacidén se consigue mediante una disolucién de albuamina
al 2%. Los portaobjetos se dejan en la estufa un minimo de 24

horas.

Tincidn de embriones sediante la técnica de hematoxilina

eosina.

Se ha aplicado el protocolo siguiente:

1. Desparafinado de los cortes en dos baRos sucesivos de

xilol de tres minutos de duracién cada uno.

2. Hidratacién de los cortes mediante un bafo de etanol

absoluto de 3 minutos de duracidén seguido de un bano de
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etanol de 70° durante 5 minutos. Al terminar se aplica un

lavado con agua destilada.

Aplicacidén de hematoxilina durante 3 minutos
procediéndose luego al azulado con agua corriente. A
continuacién prosigue la tincién mediante un bafo de

eosina de 2 minutos de duracidn.

Deshidratacién de las preparaciones con un bafo de etanol
de 70° de 5 minutos de duracidn seguido de tres bafos de
etanol absoluto de 5 minutos de duracién cada uno. Se

acaba con un bano de xilol durante S minutos.

El montaje se realiza mediante wuna solucidn de

poliestirol (polietilenobenzeol) en xilol (D.P.X.).

Inmunnhistoquisica de los esbriones.

Esta técnica se desarrolla mejor a 1la temperatura de

4°C. El protocolo empleado es el siguiente:

1.

Desparafinacién de las preparaciones con dos bafos

sucesivos de xilol de 3 minutos de duracién cada uno.
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Hidratacién mediante wuna serie graduada de banos de
etanol: el primer baro de 3 minutos con etanol absolutoj
luego un baro de etanol de BO° en PBS durante 3 minutos
seguido de otro bano de etanol de 70° en PBS de 3 minutos
de duracidn. La hidratacién termina con tres baros
sucesivos de PBS de 10 minutos de duracidén cada uno. Al
ultimo baro se le arade Nonidet P-40 (Fluka) al 0,25%
para conseguir una mejor exposicién de los lugares

reactivos de las moléculas.

Inhibicién de 1las peroxidasas enddgenas durante 45
minutos mediante 1,7 ml de HeO= al 0,25% diluidos en 100

ml de metanol.

Lavado de 20 minutos con dos bafos sucesivos de PBS.

Incubacidén con los antisueros especificos. Los antisueros
de conejo anti BCl y antiBS1 respectivamente se diluyen
por separado a 1/400 en ovoalbuimina al 1% (preparada en

PBS). La incubacién dura doce horas.

Dos lavados de 10 minutos cada uno con PBS.

Incubacién con un complejo de IgG de cabra anticonejo
conjugado con peroxidasa (Nordic). La incubacién dura 30

minutos a temperatura ambiente y al abrigo de la luz. El

144



10.

11.

conjugado se emplea a dilucidn 1/400 en ovoalbumina al 1%

(preparada en PBS).

Dos banos de PBS de 10 minutos cada uno.

A continuacién se anade el substrato de la peroxidasa en
forma de diaminobencidina (DAB) (Fluka). La solucidén se
prepara inmediatamente antes del uso pues se degrada
rdpidamente. Por su elevada toxicidad, 1la DAB debe
manipularse con guantes y bajo una campana extractora de

humos. La diaminobencidina se prepara asi:

PBS 10 ml.
HeDe (30%) S pl.
DAB 15 mg.

Se filtra con papel Whatman n°5. EI1 corte se incuba con

DAB durante S5 minutos.

Los cortes se lavan con agua destilada. Este lavado se

sigue de dos bafos de PBS de 10 minutos de duracidn.

Se realiza una postfijacién con tetradxido de osmio al

0,25% durante 1,5 minutos, lavandose a continuacidén con

agua destilada.
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12. La deshidratacidén tiene lugar mediante un bafo de etanol
de 70° de 3 minutos seguido de tres banos sucesivos de
etanol absoluto de 3 minutos de duracién cada uno. Acaba

con un baro de xilol de 5 minutos.

13. E1 montaje se realiza con D.P.X.

Controles.

Como control, diversos cortes histoldgicos son sometidos
al mismo protocolo descrito con excepcién de la incubacidén
con un anticuerpo especifico. En lugar de éste, la primera
incubacidén se realiza con suero de animal no inmunizado
diluido 1/400 en ovoalbumina al 1% (preparada en PBS). La

duracién de la incubacién control es también de doce horas.
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De la obtencidn de cuerpos esbrioides.

Se han obtenido con regularidad cuerpos embriocides en el
liquido ascitico aspirado en ratones 129/Sv con esta forma de
teratocarcinoma. La diversidad de cuerpos embrioides se
correlaciona con la edad de la ascitis (Monzd 1984). Ademas
la ascitis hemorragica favorece el aumento numérico de los
cuerpos embrioides (Torregrosa 1987). Se ha observado
asimismo que realizando el pasaje intraperitoneal en ratones
muy jovenes, la ascitis provoca una mayor mortalidad que en
ratones adultos. La observacién de cuerpos embrioides al
microscopio invertido permite distinguir diversos tipos de

cuerpos embrioides como se describe en el apartado siguiente.

Del aislamiento de cuerpos esbrioides.

La centrifugacién en gradiente isopicnico en Ficoll 400R
permite la separacién de cuatro tipos morfoldégicos de cuerpos
embrioides denominados: BC1, BC2, BS1 y BS2. Las iniciales B,
C y S significan "body", "cystic” Yy "simple",

respectivamente, en lengua inglesa (figs. 7, B8 y 9).

La poblacién BCl se encuentra formada por una capa de

células externas. En esta capa predominan las células de
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endodermo visceral. Al mismo tiempo se encuentran células de
endodermo parietal. Esta capa rodea una poblacidn de células
de carcinoma embrionario contenida dentro de una cavidad
llena de 1liquido. Corresponde al tipo de cuerpo embrioide
cavitado. Se parece tanto a wvesiculas endodérmicas como a

blastocistos de 3,5 dias de evolucidn.

La poblacidén BCZ2 se compone de una capa celular externa.
El tipo celular predominante en esta capa es el endodermo
parietal; también se observan células de endodermo visceral.
Esta capa rodea a un mayor numero de células de carcinoma
embrionario que en el caso anterior. Es una poblacidn similar

a blastocistos tardios de ratdén.

La poblacidn BS1 carece de cavidades y coresponde a los
cuerpos embrioides simples. Las células de 1la capa externa
son tanto de endodermo visceral como de endodermo parietal
sin predominio cuantitativo de un tipo sobre el otro. Como
caracteristica propia debe destacarse el elevado nuamero de
microvellosidades en su superficie (Monzd 1984). No hay
cavidad interna pues ésta estd ocupada por células de
carcinoma embrionario. Este tipo de cuerpos embriocides es

comparable a embriones de ratén de 6 dias de evolucién.

La poblacién BS2 es una poblacién en estado de lisis
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observandose la existencia de autofagosomas y de figuras de

mielina.
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FIGURA 7. En la fotografia se observan las diversas bandas en
las que se recogen los cuerpos embriocoides tras la centrifugacién.

1351



-
3
(
r

FIGURA B8. Cuerpos embrioides correspondientes a la banda BC1.
La preparacidn de la fotografia procede de un corte semifino.
Obsérvense los anillos de células externas sin nada en su
interior. 100x.

FIGURA 9. Cuerpos embrioides correspondientes a la banda BS1.
Observacién de un corte semifino. Apréciese el micleo de ceélulas
interiores. x100.



Del recuento y de 1la prueba de exclusidn tintorial de

cuerpos embriocides.

Las diversas poblaciones de cuerpos embrioides se han
estudiado para comprobar el efecto de las manipulaciones

previas a su administracidn como inmundgeno.

Las centrifugaciones preparativas, 1la suspensién en
Ficoll 4007™, la suspensidn en suero fisioldgico asi como el
tiempo invertido (45 minutos en total) en todas estas
operaciones permiten una viabilidad del 954 cuando se compara
con la viabilidad de cuerpos embrioides dejados en suero

fisioldgico a temperatura ambiente.

De la obtencidn de antisueros y del ELISA.

Como resultado de la inmunizacidén de conejos a partir de
dos poblaciones distintas de cuerpos embrioides obtenemos dos
antisueros. Un antisuero anti-cuerpos embrioides tipo BCl y

un antisuero anti-cuerpos embrioides tipo BS1.

Ambos antisueros se han probado con la técnica ELISA
para determinar el rango util de diluciones. Como puede

comprobarse por la gradfica adjunta las diluciones utiles son
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inferiores a 1/50000 para el antiBSl. Las titulaciones de los
antisueros obtenidos mediante adyuvante de Freund o sin el,

no mostraron diferencias significativas.

En la grafica observamos que el antiBCl presenta, para
el mismo valor de densidad éptica, wuna titulacidn inferior
que el antiBSl. Por debajo de un valor de densidad dptica de
0,3 se considera que las titulaciones no son valorables. El
suero preinmune analizado mediante esta técnica da unos

valores inferiores a 0,3 para las diluciones de la grafica.

De la electroforesis y del electroblotting.

La electroforesis de los tejidos adultos de ratén dan
los patrones correspondientes a las proteinas presentes en

cada linea celular.

Como paso previo a la wutilizacidn de los antisueros
obtenidos en la técnica de inmunohistoquimica se ha procedido
a determinar la reactividad de los antisueros con diversos
tejidos adultos de ratdn: intestino, cerebro, higado,

testiculo, misculo, rinén.

El electroblotting realizado permite observar una unica
banda en las tiras de papel correspondientes a intestino y

testiculo en el caso de que el antiBCl sea el anticuerpo
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reaccionante. Las proteinas con las que reacciona tienen un

peso molecular superior a 90.000-100.000 daltons (fig. 10).
El antiBS1 revela diversas bandas en cada tejido

correspondientes a proteinas de bajo, mediano y elevado peso

molecular (fig. 11).
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FIGURA 10. Blotting con el antiBCl. 1 estandares, @
intestino, 3 cerebro, 4 higado, S5 testiculo, & misculo, 7 rindn.

FIGURA 11. Blotting con el antiBS1. La leyenda es la misma
que para la figura anterior.
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De la obtencidn y procesasiento de embriones.

Como resultado del acoplamiento entre machos y hembras
129/5Sv hemos obtenido embriones de ratén de 6,7,8 y ? dias de
gestacidn. Tras realizar histerectomias obtenemos un numero
variable de sacos vitelinos conteniendo los embriones; por lo
general obtenemos en cada hembra entre 5 y 9 embriones que
procesamos y terimos de la manera descrita en el apartado

precedente.

En primer lugar describimos, por edades, la anatomia
normal del desarrollo de los diversos embriones. A
continuacidn analizamos las dreas en las que se detecta la
afinidad de 1los antisueros obtenidos a partir de las

poblaciones BC1 y BS1.

Embridn de ratén de & dias de edad.

Tincidn hematoxilina-eosina.

A esta edad han aparecido ya las primeras

diferenciaciones embrionarias. En las figuras 12, 13, 14 y 15
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se muestra un embrién de la edad indicada. Distinguimos las

siguientes estructuras:

Cavidad amnidtica: es wuna cavidad que aparece en el
interior del ectodermo primitivo. Es alargada y separa la
regién embrionaria de 1la extraembrionaria. Recibe el
nombre de amniética porque a los 8 dias quedard limitada

por el amnios.
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FIGURA 12. Seccidn de un embridén de 6 dias de edad. Tincidén
hematoxilina-eosina. x400. 1 cavidad proamnidtica, 2 ectodermo
primitivo, 3 endodermo visceral, 4 endodermo parietal, S cavidad
vitelina, &6 células tvofnhlaqticas primarlas

¥ f‘\
FIGURA 13. Embridn, aumento, tincidn y leyenda iguales a los
de la figura 12.
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Ectodermo primitivo: capa de células que delimita la
cavidad citada. La cavidad proamnidtica queda limitada
por el ec todermo primitivo Y el ectodermo

extraembrionario.

ar. Endodermo embrionario visceral: deriva del
endodermo primitivo. De é1 se van descamando las
células del endodermo parietal y las del endodermo
visceral extrambrionario (3’). En 1la figura 15 se
observa la disposicidén basal de los nicleos de este
linaje; asi como la membrana basal que lo separa

del ectodermo primitivo.
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FIGUR 14. Embridén de 6 dias. Seccidn perpendicular a las
anteriores. Tincidn hematoxilina-eosina. x100. 2 ectodermo
primitivo, 3 endodermo visceral embrionario, 3 endodermo
visceral extraembrionario, 4 endodermo parietal, 7 ectodermo
extraembrionario (cono ectoplacentario).

L3
C— . -
FIGURA 15. Embridn, tincidn vy leyenda iguales a los de la
figura 14. x400.
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4. Endodermo parietal: morfoldgicamente procede del
endodermo primitivo. En las figuras 12 vy 13 se observa
separado de las células gigantes trofoblasticas primarias

(&6).

5. Cavidad vitelina: espacio delimitado por el endodermo
visceral vy el endodermo parietal. Correspaonde al

blastocele primitivo.

6. Las células gigantes trofoblasticas primarias derivan del

trofectodermo mural.

7. El trofectodermo polar origina el cono ectoplacentario
(7) constituido a los & dias de edad gestacional por

ectodermo extraembrionario.

Inmunohistoquimica.

En las secciones homdlogas incubadas con anticuerpos por

separado se observa lo siguiente:

~E1 anticuerpo antiBCl tifRe el endodermo embrionario
visceral asi como el ectodermo extraembrionario vy el

endodermo visceral extraembrionario (figs. 16, 17). Queda
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también temido el borde de las células que wmiran a la
cavidad proamnidtica. No se observa tincidn del endodermo

parietal ni del ectodermo embrionario.
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FIGURA 1&6. Embridn de & dias. Tincidn con antiBCl. x400. 1
cavidad proamnidtica, 2 ectodermo primitivo, 3 endodermo visceral
embrionario, 3" endodermo visceral extraembrionario, 4 ectodermo
extraembrionario (cono ectoplacentario), S endnderno parietal.

AL ) S

FIGURA 17. Embridn seccionado perpendicularmente al anterior.
Aumento, tincién y leyenda iguales a los de la figura 16.
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-E1 anticuerpo antiBS1 tire el endodermo visceral
embrionario intensamente. El ectodermo embrionario
aparece marcado ademas del borde libre de las células que
miran a la cavidad amnidtica. Unicamente el borde libre
correspondiente al ectodermo extraembrionario no se tire
(flechas rojas). Se observa tincién notable del endodermo

parietal (fig. 18).
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FIGURA 18. Embridén de &6 dias.
Leyenda igual a la de la figura 16.

FIGURA 19. Embridn de 7 dias. Tincidn hematoxilina-eosina.
x100. 1 cavidad amnidtica, 2 cavidad exoceldmica, 3 cavidad
ectoplacentaria, 4 ec todermo embrionario, o mesoder mo
embrionario, & endodermo embrionario, 7 corion, 8 endodermo
parietal.
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Embridn de ratén de 7 dias de edad.

Tincidn hematoxilina-eosina.

A los 7 dias de edad gestacional el embridn de ratdn
comienza a desarrollar 1la tercera hoja embrionaria o

mesodermo (5) (figs. 19, 20, 21, 22, 26).

En las secciones se observan las estructuras siguientes:

1. Cavidad amnidtica: limitada aqui por el ectodermo

embrionario y el amnios. El1 amnios estad constituido por

ectodermo embrionario (4) vy mesodermo extraembrionario

(5%).
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FIGURA 20. 5’ Mesodermo extraembrionario. Embridn, aumento,
tincidn y resto de leyenda como en la figura 19.

FIGURA 21. Embrién de 7 dias. Tincidn hematoxilina-eosina.
x400 ., 4 ec todermo extraembrionario, (- endodermo
extraembrionario. Resto de leyenda como en la figura 19.
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Cavidad exoceldmica: comienza como una invaginacidn del
ectodermo extraembrionario. Se encuentra tapizada por el

mesodermo extraembrionario y el mesodermo coridnico (7).

Cavidad ectoplacentaria: es un remanente de la cavidad
proamnidtica y se encuentra limitada por el ectodermo

extraembrionario coridnico.

Ectodermo primitivo: a través del cual se deslizan las

células para constituir el mesodermo.
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FIGURA 22. x400. Embridn,
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Mesodermo: procede de las células que se deslizan por la
linea primitiva situdndose entre el ectodermo y el

endodermo.

Endodermo.

Corion: constituye una lamina compuesta por msesodermo y
ectodermo coridnicos. Contribuye a 1limitar 1la cavidad

ectoplacentaria.

Endodermo parietal: originado a partir del ectodermo

extraembrionario.

Inmunohistoquimica.

-El1 anticuerpo antiBCl tife el borde libre de las células
de endodermo visceral embrionario. El endodermo parietal
no fija el anticuerpo. Tampoco se observa tincidn del

ectodermo embrionario (fig. 23).
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-E1 anticuerpo antiBSl1 se fija intensamente en el borde
libre de 1las células del endodermo visceral. No se
observa tincién del borde libre de las células del
ectodermo embrionario ni extraembrionario que miran a la
cavidad amnidtica. E1 endodermo parietal queda terido

notablemente (figs. 24, 25).
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FIGURA 24. Embridn de 7 dias. Tincidén con anti BS1. x400.
Leyenda como en figs. 19, 21. Las flechas rojas sefnalan el borde
libre de las células que rodean la cavidad amnidtica.

. %, v
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FIGURA 25. Embridn, tincidn, aumento y leyenda como en la
figura 24.
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Embridén de ratéon de B dias de edad.

Tincidn hematoxilina-eosina.

Aparecen las primeras estructuras que conducen a la

formacidn del feto. En las figura 27, 28 y 29 distinguimos:
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FIGURA 2&6. Embridon de 7 dias. Tincidn hematoxilina-eosina.
x400. Leyenda como en la figura 19.
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FIGURA 27. Embrién de B dias. Tincidén hematoxilina-eosina.
x100. 1 cavidad exocelédmica, 2 cavidad ectoplacentaria, 3 corion,
5 mesodermo, & endodermo visceral, B endodermo parietal.
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1. Embridn de ratdn.

2. Cavidad amnidtica.

3. Amnios.
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FIGURA 28. Embridn de 8 dias. Tincidn hematoxilina-eosina.
x100. 1 cavidad exoceldmica, 3 corion, 4 amnios, 5 ectodermo
embrionario, 6é somitos, 7 cavidad amnidtica, 8 endodermo
parietal, 9 endodermo visceral.

FIGURA 29. Embridn, tincidn, aumento y leyenda como en la
figura 28.
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Cavidad exoceldmica.

Saco vitelino: constituido por mesodermo y endodermo.

Endodermo parietal.

Somitos.

Alantoides.

Inmunohistoquimica.

—Con el anticuerpo antiBCl se marca el linaje celular del
endodermo visceral del saco vitelino, el cual se origina
a partir del endodermo primitivo. No se observa tincidn

de la alantoides (fig. 30, 32).
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FIGURA 30. Embridn de 8 dias. Tincidn con antiBCl. x100. 10
alantoides. Resto de la leyenda como en la figura 28.
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FIGURA 31. Embrién de B8 dias. Tincidn con antiBS1. x100.
Leyenda como en la figura 28B.
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-Con el anticuerpo antiBS1 se tifen derivados de las tres

ho jas embrionarias (fig. 31, 33).
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FIGURA 32. Detalle de la fig. 30. x200. Se observa la tincidn
del endodermo visceral (9) netamente diferenciada del resto de
linajes celulares. Leyenda como en la figura 28.
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FIGURA 33. Detalle de la figura 31. x200. Leyenda como en la
figura 28.
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Embrién de ratén de 9 dias de edad.

Tincidn hematoxilina-eosina.

De manera esquemdtica, la numeracidn empleada es (figs.

34, 35, 36):

1. Medula espinal. 1’ Vesicula encefalica.

2. Somitos.

3. Esbozos de los miembros.

4. Amnios.
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FIGURA 34. Embridn de 9 dias. Tincidén hematoxilina-eosina.
x40. 1 médula espinal, 1’ wvesicula encefalica, 2 somitos, 3
esbozo de miembro, 4 amnios, 5 cavidad exoceldmica, 6 islotes

sanguineos en mesodermo, 7 endodermo visceral, 8 endodermo
parietal, 9 coricalantoides.

FIGURA 35. Corte perpendicular al anterior. Embridn,

tincidn,
aumento y leyenda como en la figura 34.
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Cavidad exoceldmica.

Islotes sanguineos en mesodermo.

Endodermo visceral.

Endodermo parietal.

Coriocalantoides.

184



FIGURA 3&. Detalle figura 35. x100. Leyenda como en la figura
34.
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Inmunochistoguimica.

-Con el anticuerpo antiBCl se observa la tincidn del
endodermo visceral del saco vitelino nitidamente separado
del mesodermo componente de esta capa. Este mesodermo no
queda tenido; tampoco quedan teridos amnios, somitos ni

otras estructuras embrionarias (figs. 37, 39).
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FIGURA 37. Embridn de 9 dias. Tincién anti BCl. x40. Leyenda
como en la figura 34.

FIGURA 38. Embridn de 9 dias. Tincién antiBS1. x40. Leyenda
como en la figura 34.
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~Con el anticuerpo anti BS1 se observa un intenso marcaje
de estructuras nerviosas, endodermo y mesodermo del saco
amnios ni derivados

vitelino visceral. No se tinen

somiticos (fig. 38, 40).
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FIGURA 39. Detalle de la figura 37. x80. Leyenda como en la
figura 34.

FIGURA 40. Detalle de 1la figura 38. xBO. Leyenda como en la
figura 34.
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En resumen,; la distribucién de intensidades de tincidn

en embriones de 6 y 7 dias se expone en esta tabla:

antiBCl1 antiBSl1

ectodermo extraemsbrionario neq. +
ectodermo embrionario neg. neqg.
endodermo visceral extraembrionario + ++
endodermo parietal neg. ++
cono ectoplacentario 4 +

La distribucidn de intensidades de tincidn en embr iones

de 8 y 9 dias se resume en esta tabla:

antiBC1 antiBS1

endodermo embrionario /- ++e
mesodermo embrionario neg. +
amnios neqg. neq.
islotes sanguineos neg. ++
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alantoides

cono ectoplacentario y corion
endodermo del saco vitelino
mesodermo del saco vitelino
endodermo parietal

somitos

tejido nervioso

antiBC1

antiBS1

++

+++

4t

En las dos tablas el numero decreciente de cruces

una menor intensidad de marcado.
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DISCUSION
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El estudio de 1la superficie celular es de interés
considerable debido a la posicién que ocupa la superficie en
la interfase entre una célula y su ambiente externo. En
particular es importante en la comprension de 1la
diferenciacidn y de la morfogénesis para individualizar los
cambios que se presentan en los componentes de la superficie
celular durante el desarrollo. La informacidn actual
referente a la composicién de 1la superficie celular en
embriones de postimplantacidn precoces es fragmentariaj;
aunque se ha descrito 1la distribucidn de algunos antigenos

glicosilados en tejidos embrionarios murinos (Randle 1983).

Muchas de las moléculas de matriz extracelular asociadas
con superficies celulares son también glicoproteinas vy
proteoglicanos (Aplin, Hughes 1982). Algunas de ellas se han
detectado durante el periodo postimplantatorio precoz
localizadas en membranas basales (Wu y cols. 1983); la
individualizacion de la composicién de tejidos vy esbozos de
6rganos durante el desarrollo precoz puede proporcionar
indicios referentes a las macromoléculas que toman parte en
la comunicacidn intercelular vy en los cambios en el

comportamiento celular.
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El ciclo de células embrionarias en algunos casos se
parece mas al ciclo de células tumorales que al de células
adultas normales, especialmente con respecto a las
propiedades de la superficie celular o al papel atribuido a
la funcién de la superficie celular. De manera consecuente,
uno de los objetivos colectivos de estudios previos ha sido
comparar la expresidn de antigenos de superficie celular por
células embrionarias con la expresion de antigenos

superficiales por células normales o tumorales.

Hay diversos estudios con esperma o0 componentes del
mismo como immundgenos para sintetizar anticuerpos contra el
esperma. En su mayoria con el objetivo de controlar la
fertilidad. En uno de los estudios (Menge y Fleming, 1978) se
produjeron Ig6 sérica e IgA calostral contra esperma de
raton, en conejos. Los anticuerpos IgG detectaron antigenos
en ovocitos y en todos los estados de preimplantacidon. La
absorcidn de este antisuero con tejido ovarico murino extrae
toda 1la actividad contra todas las etapas de 1la
preimplantacidén, con excepcién hecha de las fases de 4 y 8
células y blastocistica. La IgA calostral de los mismos
cone jos reacciond unicamente con las etapas de 4 y 8 células
y blastocistica. Estos resultados llevaron a la conclusién de
que estos anticuerpos estaban detectando los antigenos de
superficie celular expresados por embr iones de

preimplantacidn wmurinos; uno ya expresado en huevos no
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fertilizados y el otro expresdndose por vez primera después

de la fertilizacidn.

Investigaciones anteriores de isocanticuerpos antiesperma
de conejo (Menge y cols. 1974) habian demostrado por
inmunofluorescencia que los blastocistos de conejo fijan
anticuerpos IgA del liquido uterino pero no IgG uterina ni
IgG ni IgA séricas. Ademas sdélo 1la IgA uterina inhibiéd "in
vitro® 1la formacidén de blastocistos. Por lo visto los
antigenos de trasplante no estan implicados en estas
reacciones puesto que la absorcién con linfocitos paternos no

extrae los efectos antiembrionarios.

También se ha elaborado un antisuero xenogénico (en
conejos) preparado contra células germinales fetales murinas
de 13,5 dias post coitum que reacciona con células germinales
fetales, células germinales adultas murinas y células de
carcinoma embrionario de lineas celulares de teratocarcinoma.
No se observd reactividad con embriones de preimplantacidén
con la posible excepcién de la masa celular interna de

blastocistos de 3,5 dias.

En contraste con el esperma, hay muy pocos intentos
divulgados de emplear huevos de ratén como inmundgeno, debido
principalmente a la dificultad de obtener grandes cantidades

de huevos de rataén.
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En la primera de estas experiencias divulgadas, se
elabord un suero antihuevo inyectando huevos no fertilizados
de ratén a hembras de conejos de indias. El1 inmundgeno se
traté con hialuronidasa (para extraer células foliculares) y
con Pronasa (para extraer 1la zona pelucida). Este antisuero
era citotéxico para huevos no fertilizados tratados con
Pronasa y para fibroblastos murinos transformados mediante el
SV40 no tratados con Pronasa. No fue citotdxico para
fibroblastos de otras especies sometidos al mismo tipo de
tratamiento (Baranska y cols., 1970). Fue también citotdxico
para embriones wmurinos de preimplantacidn; la masa celular
interna era algo menos susceptible a la lisis que el
trofectodermo. Este antisuero no 1isé ninguna porcidén del
huevo cilindro murino de seis ni de siete dias; tampoco lisé
células sanguineas adultas murinas, ni espermatozoos
(Moskalewski y Koprowski, 1972). El1 problema para interpretar
los resultados obtenidos con este antisuero es el empleo de
Pronasa sobre el inmundgeno junto con la omisidn de probar el
antisuero sobre células tratadas con Pronasa. Aunque las
pruebas demostraron que el suero antihuevo podia lisar huevos
con la zona pelucida integra, 1la lisis disminuyd mucho y
podria haber sido inespecifica puesto que no se absorbid el
antisuero de ninguna manera (Moskalewski y Koprowski, 1972).
La Pronasa puede alterar profundamente las propiedades de la

superficie celular; y en particular, la antigenicidad de los
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huevos murinos y de los embriones de preimplantacidn (Wiley y
Calarco, 1975). Sin embargo, es necesario extraer la zona
pelucida de 1los materiales empleados como inmundgeno.La
elevada inmunogenicidad de 1la zona wmurina probablemente
impediria una respuesta inmune originada por antigenos
embrionarios mas débiles de 1la superficie celular debido a

competicidn inmunoldégica.

Para evitar los problemas provocados por 1la Pronasa, se
intentd conseguir un suero antihuevo administrando a ratones
machos blastocistos cuya zona pelucida se habia extraido
mediante pipeta bucal (Hiley y Calarcao, 1975). Las
inmunizaciones repetidas con un total de tres mil huevos por
conejo no consiguieron producir un antisuero que reaccionara
con huevos murinos no fertilizados tras 1la absorcidn con
tejidos adultos murinos. Esta observacidn planted la cuestidn
de si 1la superficie celular del huevo no fertilizado
expresaba antigenos especificos de huevo que eran

inmunogénicos normalmente.

Hay un éxito divulgado de un antisuero obtenido usando
embriones murinos de preimplantacién como inmundgeno. El
antisuero se consiguid inyectando a cone jos machos
blastocistos cuya zona peliucida se habia extraido mediante
pipeta bucal (Wiley vy Calarco, 1975). Este antisuero

reacciond débilmente con huevos murinos no fertilizadaos y con
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cigotos tras su absorcién con tejidos murinos adultos
(higado, rifén y bazo). La reaccidn aumenté con cada mitosis
hasta llegar a un maximo en la etapa de oche a doce células;
a partir de ahi, la reactividad disminuyé con las etapas
sucesivas, estando ausente en los blastocistos. El suero
antiblastocisto no reacciond con cerebro ni espermatozoos ni
can células ovaricas murinas. Este antisuero provocaba una
inhibicidn dependiente de la concentracidn del desarrollo de
preimplantacidén in vitro cuando los cultivos se comenzaron en

la etapa de dos células (Wiley y Calarco, 1975).

Hay dos antisueros distintos contra placentas murinas
probados sobre embriones de preimplantacidn. Ambos se

consiguieron en conejos.

El primero (antiplacenta A) se elabord con vistas al
control de la fertilidad (Kometani y cols., 1973). Tras su
absorcidn con higado, rifén y bazo murinos, el suero
antiplacenta A reaccionaba con placenta y embriones precoces
empezando en la etapa de dos células; los huevos no
fertilizados y los cigotos fueron negativos. La reaccidn se
conservd en la etapa de blastocisto y tenia lugar tanto en la
masa celular interna como en las partes trofoblasticas de
embriones precoces de postimplantacién. El suero antiplacenta

A inyectado en hembras murinas embarazadas provocaba pérdida
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del embrién en el cuarto dia de la gestacidn, antes de la

implantacidn.

El segundo suero de conejo antiplacenta (antiplacenta B)
se obtuvo especificamente para wusarlo en estudios del
desarrollo de la preimplantacidén (Wiley y Calarco, 1975). El
suero antiplacenta B reacciond con y lisé los huevos murinos
no fertilizados y todas las etapas del desarrollo de la
preimplantacidén tras su absorcién con higado, rifdn y bazo de

ratén adulto.

Es sorprendente la reaccidén positiva con huevos no
fertilizados a la luz de la reaccidn negativa con huevos no
fertilizados del suero antiplacenta A descrito. La masa
celular interna y el trofoblasto de blastocistos precoces asi
como el endodermo de saco vitelino reaccionaron con el suero
antiplacenta B; no asi el ectodermo embrionario de masas

celulares internas en cultivo.

A pesar de todo, el suero antiplacenta B no tuvo efecto
alguno sobre el desarrollo in vitro de ratones de

preimplantacidn.

Searle y Jenkinson (1978) han descrito un antisuero de
conejo empleando como inmundgeno cono ectoplacentario de

ratén de 7,5 dias. Usando una técnica de inmunoperoxidasa
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indirecta estos investigadores no detectaron reaccién alguna
sobre huevos no fertilizados ni cigotos; si se observaron
zonas de tincidn peroxiddsica en las Areas externas de
blastémeros de embriones de ocho células. La intensidad de la
tincién aumentd en mdrulas y trofectodermo de blastocistos
formando una capa continua. Sin embargo, las masas celulares
internas aisladas inmunoquirurgicamente sélo se tikeron
ligeramente. Las células gigantes trofoblasticas y el
ectodermo extraembrionario en el embrién de postimplantacidn
mantuvieron 1la actividad fijadora de anticuerpo. Los
antigenos reconocidos por este suero anticono placentario
posiblemente estén confinados a 1las poblaciones celulares

trofoblasticas.

Se prepard un antisuero de conejo (antiNS-4) contra
cerebelo de raton de cuatro dias; reacciond con
espermatozoos, huevos fertilizados y no fertilizados vy
embriones en la etapa de morulacién. La maxima reactividad se
observd contra masas celulares internas y células
trofectodérmicas de blastocistos (Solter y Schachner, 1976).
También se prepard un antisuero alogénico (antiNS-5) contra
cerebelo de ratén de cuatro dias (Zimmerman y cols., 1976).
Se fija en embriones de preimplantacidn a partir de la etapa
de dos células hasta la etapa de blastocisto. Los

espermatozoos maduros y las células renales postnatales del



cuar to dia, pero no las adultas, expresan antigenos

detectados por el antiNS-5.

Otro antisuero contra celulas cerebelosas murinas de
seis a ocho dias de edad (Seeds, 1975) presenta una
reactividad parecida con las etapas de preimplantacidn

murinas.

Solter y Schachner (1976) han demostrado también que un
antisuero de conejo contra esplenocitos murinos presenta una
actividad citotéxica progresivamente creciente entre las

etapas de cigoto y de blastocisto.

Una ventaja muy util de la investigacidn seroldgica de
la superficie celular es que los anticuerpos proporcionan son
un instrumento muy Gtil para aislar moléculas transportadoras
de los antigenos de diferenciacidn en los embriones murinos.
Varios de 1los anticuerpos mejor caracterizados detectan
determinantes glicidos. Los embriones murinos mads precoces
expresan el antigeno I; pero no el antigeno i (Knowles y
cols. 1982); mientras que en la diferenciacidn a endodermo,

se expresan tanto el i como el I (Kapadia y cols. 1981).

Los diversos antigenos glicidos transportados por
glicolipidos y que muestran expresidn especifica de etapa,

contienen wuna estructura glicida comin consistente en

201



unidades repetidas de N-acetil-lactosamina, los glicolipidos
de la serie lacto. Se supone que la transicién en la
expresion de estos antigenos observada durante la
embriogénesis ocurre mediante la modificacidn externa,
aradiendo unos pocos glicidos a la estructura nuclear interna
(Gooi y cols. 1981). Se ha demostrado la expresién especifica
de etapa secuencial de glicolipidos de la serie globo en el
embridn de preimplantacidn; asi se permite el reconocimiento
de las estructuras interna y externa de 1los antigenos

glicolipidos por los anticuerpos (Stern 1984).

Estos ejemplos de antigenos glicidos que varian durante
la diferenciacidén sirven para subrayar la posible funcién de
las partes glicidas en el desarrollo. Estos determinantes
antigénicos pueden ser muy comunes (p. ej.: los grupos
sanguineos) y la expresidén de los mismos sobre diversos tipos
celulares especificos puede sencillamente ser el reflejo de
modos distintos de trasladar 1la wmolécula antigénica en la
membrana (Shinitzky vy Souroujon 1979). Esto es, la molécula
antigénica puede encontrarse mds o menos "“inmersa" en los

fosfolipidos y colesterol de la membrana.

Ha sido muy dificil comprobar la funcidn de numerosos
antigenos definidos mediante antisueros convencionales sobre
la superficie de células embrionarias murinas. Unicamente se

han obtenido resultados positivos con antisueros xenogeénicos
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que impiden la compactacién (Kemler y cols. 1977; Johnson y
cols. 1979). Tales experimentos identificaron la uvomorulina
que interacciona con iones Ca** en 1la regulacidén de los
contactos celulares (Hyafil y cols. 1980, 1981). Debe todavia
determinarse la funcién bioldgica de las diversas estructuras
glicidas transportadas por proteinas o lipidos. La mayoria de
los antigenos embrionarios parecen ser de naturaleza glicida
y ésto ha dirigido 1la atencidn a este tipo de molécula de
superficie. Posiblemente hay otros tipos de moléculas
inmunogénicas de las que pueden aislarse anticuerpos vy

realizar estudios similares.

Los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad
son importantes en la determinacidn de las estructuras de la
superficie celular. La expresidn de 1los antigenos de
histocompatibilidad puede ser importante en las interacciones
celulares de 1la morfogénesis (Bennett y cols. 1971; Jacob
1977). Debido al interés de 1las relaciones inmunoldgicas
entre el feto y 1la madre durante el desarrollo de los
mamiferos se han realizado numerosos estudios dirigidos al

estudio de la expresién antigénica del embridn precoz.

La mayor parte de los investigadores no han podido
detectar antigenos H-2 en embr iones mur inos de
preimplantacién (Heyner y cols. 1969; Muggleton—-Harris y

Johnson 1976; Palm y cols. 1971). Por lo visto los antigenos
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H-2 aparecen después de la implantacidn y estan limitados a
tejidos derivados de la masa celular interna (Searle y cols.
1975). La inmunoprecipitacién revela que 1la sintesis de
proteinas con especificidades antigénicas H-2 no tiene lugar
hasta hasta la dltima etapa de blastocisto y sucede
principalmente en la masa celular interma y no en el
trofoblasto (Webb y cols. 1977). Sin embargo, otras
investigaciones indican que los antigenos H-2 pueden

expresarse muy débilmente en blastocistos.

Hakansson y cols. (1975) detectaron antigenos paternos
H-2 en blastocistos con la implantacidén retrasada
experimentalmente. La activacidn hormonal de estos
blastocistos retrasados provocd la desaparicidn de estos
antigenos coincidiendo con el comienzo de la implantacidn.
Estudios inmunohistoquimicos (Searle y cols. 1976) demuestran
que las células trofectodérmicas expresan concentraciones
bajas de antigenos H-2 que se pierden con motivo de la
implantacidn. También se ha detectado beta-2-microglobulina,
subunidad del complejo de histocompatibilidad principal vy de
otros antigenos de superficie celular, en blastocistos

murinos (Hakansson, Peterson 197&6).

Las lineas celulares derivadas de blastocistos murinos
de cuatro dias también expresan antigenos H-2 aunque algunas

especificidades se desvian de 1la expresidn esperada. Esto



puede indicar la presencia de antigenos H-2 incompletos o
modificados en la superficie celular embrionaria (Johnson,

Calarco 1980).

Sin embargo, se han detectado antigenos de
histocompatibilidad secundarios (p. ej.: H-3, H-46) en mdrulas
y en blastocistos (masas celulares internas y trofectodermo)
mediante técnicas seroldgicas y de aloinjerto (Palm y cols.
1971; Searle vy cols. 1974). Estos antigenos no H-2 pueden o
no (Sellens 1977) limitarse a las masas celulares internas o
en blastocistos in vitro. La presencia de antigenos
secundarios de histocompatibilidad en embriones es
interesante pero no proporciona indicio alguno repecto a su

funcidén durante el desarrollo.

Se ha postulado que los alelos salvajes de una serie de
haplotipos recesivos t en el complejo T/t del ratén
especifican componentes de la superficie celular que
funcionan en etapas de desarrolle identificadas por

desarrollo anormal en los mutantes homocigotos

Uno de los haplotipos T/t (t*® o t=3=) g5 mortal en
homocigotos en 1la etapa de mérula a blastocisto (Hillman y
cols. 1970), aunque t=== puede actuar en un momento
ligeramente distinto del desarrollo que t*= (Hillman, Hillman

1975).



Los antigenos de superficie estan codificados y por lo
visto, por alelos t mutados. Se han detectado varios
haplotipos mutados en espermatozoos (Bennett y cols. 1971).
Kemler y cols., (1976) han demostrado antigenos t*®® (mortal
en la preimplantacidén), t==, t° y t~1® (mortales en la
postimplantacidn) en embriones de ocho células. Por lo tanto
aunque distintos haplotipos t pueden impedir el desarrollo en
diversos momentos del desarrollo, sus antigenos respectivas

no se expresan de manera secuencial durante el desarrollo.

Hay diversas analogias entre el complejo T/t vy el
complejo principal de histocompatibilidad (H-2) del ratén
(Artzt y Bennett 1975). Estos dos complejos genéticos estan
unidos en el cromosoma 17, y sus productos pueden ser
parecidos en peso molecular; ambos estdn asociados con un
componente similar a la beta-2-microglobulina (Vitetta y
cols. 1975) aunque quizd sean immunoldgicamente distintos
(Dubois y cols. 1976). Ademids, un mutado concreto t y todos
los componentes de ese grupo t estan asociados a un haplotipo

H-2 dado (Levinson y McDevitt 1976).

Cada vez hay mas pruebas de que el cadncer se acompana de
anomalias en la regulacién genética expresadas en miltiples

moléculas en la superficie de las membranas celulares. La
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regulacion genética anormal puede dirigir un bloqueo o0 un
desvio en la sintesis y organizacidn de moléculas de la
superficie celular que intervienen en interacciones
celulares, el desarrollo y la diferenciacién (Hakomori,

1981). La enzimologia clasica descubrid paralelismos en las

desviaciones enzimaticas, especialmente en los patrones
isozimicos, entre tejidos embrionarios Y cancerosos
(Weinhouse 1982); Y la inmunologia clasica reconocid

parecidos antigénicos entre ambos tipos (Coggin y Anderson
1974). Los cambios dependientes de 1la diferenciacién o
asociados a tumores de clases quimicamente bien definidas de
moléculas de membrana como glicolipidos, polisacaridos y
glicoproteinas, apoyan la idea de una expresidn "oncofetal”™ o

de “"oncodiferenciacidén" de moléculas de superficie celular.

La cantidad y la organizacidn de estas macromoléculas en
las membranas y su reactividad con ligandos especificos no se
definen Junicamente segun su origen genético; se encuentran
también bajo control epigenético y varian de acuerdo con el
ciclo celular y el contacto celular. Su expresidn global
refleja la etapa de la diferenciacién y 1la transformacién

oncogénica.

Puesto que cada tipo celular posee un perfil especifico
de macromoléculas de superficie, el cambio de este perfil

tras la transformacidn en cada tipo celular difiere mucho; a
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menudo como resultado de la detencidn del desarrollo o de la
regresidén. Los cuatro tipos bdsicos de cambio son: bloqueo de
la sintesis; neosintesis; pérdida de 1la "respuesta de

contacto” y cambios en la organizacidn.

El bloqueo de la sintesis de macromoléculas en tumores,
a menudo, se acompaia de una acumulacidn de sus precursores;
la neosintesis provoca 1la aparicién de una macromolécula
nueva. Cualquiera de ambos procesos comporta una acumulacidn
de una macromolécula caracteristica de células tumorales;
pero ausente o escasa en células progenitoras no
transformadas. Estos marcadores macromoleculares a?ena5 son
inmunogénicos para el huésped y se comparten con varios tipos
de tumores. Son, por 1lo tanto, distintos de los clasicos
“antigenos asociados a tumores” y es mas apropiado el término
"marcador tumoral”. Su presencia se ha determinado mediante
un sistemdatico andlisis quimico de tumores y de tejidos y

células normales.

Diversas observaciones demuestran que las proteinas de
membrana afectan la expresidn imnmunoldgica de antigenos
glicolipidos. La reactividad de globdsido en eritrocitos
humanos y de algunos ganglidsides en linfocitos murinos
(Stein y cols. 1978) aumentd muchisimo cuando se trataron las
células con proteasas. Otros resultados (Gahmberg y Hakomori

1975) indican que 1la sialidasa vy ciertas lectinas pueden
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provocar una reorganizacién de las proteinas de membrana y
pueden causar un aumento de la exposicién de glicolipidos de

membrana.

Otras experiencias indican que 1la reactividad de un
glicolipido en la superficie celular podria quedar afectada
por la interaccién con un segundo o tercer glicolipido

(Stellner y cols. 1973).

Otro factor importante para determinar la reactividad de
antigenos de wmembrana es el contenido de colesterol.
Shinitzky y cols. (1979) observaron que la inmunogenicidad
tumoral puede provocarse eficazmente por la incorporacién de
colesterol incubando las células con hemisuccinato de
colesterol. Su hipdtesis es que un antigeno tumoral latente
puede convertirse en accesible al aumentar la rigidez de la

capa lipida de la membrana.

Ciertos determinantes antigénicos, como los del grupo
sanguineo ABH, son transportados por estructuras
polilactosaminil de diferentes longitudes de cadena. La
reactividad de dos determinantes en una estructura ramificada
es mucho mayor que la del mismo determinante en una
estructura no ramificada. Tal estructura recibe el nombre de

"bivalencia mondgama" (Klinman, Karush 1947).



Las diferencias en composicién de ceramidas afectan el
estado de organizacidén de los glicolipidos en las membranas
de la superficie celular de modo que alteran la reactividad
de los glicolipidos a sus anticuerpos y ligandos. En tejidos
y células normales, la composicidn de ceramidas se encuentra
estrictamente requlada. También se encuentra regularidad
entre la composicidén de ceramidas y la estructura de los
glicidos (Kanmnagi y cols. 1982). En células y tejidos
tumorales, se observan alteraciones en la regularidad normal
entre composicidn de ceramidas y estructura de glicidos. Tal
discordancia puede provocar un cambio drdastico en la
estabilidad glicolipidica de 1la capa lipidica y puede
potenciar la antigenicidad glicolipida (Hakomori y Kannagi

1983).

La reactividad de los glicolipidos de membrana depende
mucho de 1la naturaleza de 1los 1ligandos vy del tipo de

inmunoglobulina.

¢Por qué las células tumorales varian su cadena glicida
tanto en los glicolipidos como en las glicoproteinas? La
cuestidén se relaciona con 1la funcién general basica de las
cadenas glicidas en la superficie celular. La tendencia de
algunos estudios es intentar entender cédmo formaciones

glicidas aberrantes pueden impedir el reconocimiento
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intercelular. La ausencia de respuesta de contacto en la
sintesis glicolipida puede reflejar el fracaso del
reconocimiento celular (la respuesta de contacto es el
aumento en la sintesis de moléculas en cultivos confluentes

de células).

Un perfil aberrante de macromoléculas superficiales,
como consecuencia del bloqueo de la sintesis o de
neosintesis, puede provocar un fracaso de la interaccidén
celular mediado por una proteina reconocedora de glicidaos
(cognina) en la superficie de células congéneres; aunque la
cognina no se altera con la transformacidn. La cognina podria
ser una glicosiltransferasa (Shur 1982), wuna hidrolasa
(Rauvala y Hakomori 1981), o una le:tiﬁa animal (Barondes
1981). Aunque se han realizado descubrimientos sorprendentes
de receptores de superficie celular para glicoproteinas
séricas en hepatocitos vy para enzimas lisosdmicas en
fibroblastos y aunque ha aumentado mucho el conocimiento de
la endocitosis mediada por receptores (Neufeld y Ashwell
1980) no se han aplicado estos conocimientos a una posible

funcién de la interaccidn glicido-cognina en la oncogénesis.

Una fase del reconocimiento celular conlleva el anclaje
celular mediante matriz adhesiva (Culp 197B), placa adhesiva
(Geiger 1979) ©o matriz insoluble con detergentes (Carter

Hakomori 1981). Recientemente se ha prestado mucha atenciodn
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en los procesos moleculares asociados a estas formaciones,
puesto que una pérdida de adhesividad celular se acompafa de
transformacidn oncogénica, acumulacién del producto del gen
src (p&0src) en el volumen citopldsmico de placas adhesivas
focales (Rohrschneider 1980) y fosforilacidn de grupos
tirosinicos de la vinculina en el lugar de adhesién (Septon y
cols. 1982). Un grupo de proteinas de membrana (140K, 170K,
250K), la fibronectina y los componentes citoesguéleticos
vinculina y actinina cooperan de manera muy organizada (Chen,
Singer 1982). Aunque no se considera que los ganglidsidos
sean componentes funcionales de la placa adhesiva, podrian
desempernar funciones importantes en 1la adhesién celular
puesto que: 1) los ganglidsidos se encuentran tanto en la
matriz substrato del anclaje como en la matriz insoluble con
detergentes (Hagmann, Fishman 1982) y 2) los ganglidsidos
pueden inhibir la adhesividad sobre substrato recubierto de
fibronectina (Kleinman y cols. 1979) asi como sobre otros

substratos de manera inespecifica (Rauvala y cols. 1981).

Puesto que se considera que las moléculas de 1la
superficie celular tienen funciones de mediacidn en la
expresidon genética diferencial que caracteriza el desarrollo
embrionario precoz, se emplean cultivos de células de
teratocarcinoma como modelos de la superficie celular
embrionaria. Como podria esperarse, los numerosos parecidos

de células de carcinoma embrionario con células embrionarias
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normales incluyen 1la expresién de moléculas comunes de la

superficie celular.

Muchos de estos estudios se refieren al antigeno F9.
Dicho antigeno es detectado mediante anticuerpos contra la
linea celular de carcinoma embrionario murino F9. E1 antigeno
F9 aparece pocas horas después de la fertilizacidn y aumenta
de cantidad en 1la superficie celular del embridén en
desarrollo hasta 1la etapa de mérula. En el blastocisto se
encuentra tanto en el trofectodermo como en la masa celular
interna y, tras la implantacién, se expresa en el ectodermo
embrionario. Desaparece del embriédn alrededor del noveno dia
del desarrollo y no parece que sea expresado por ninguna otra
célula adulta con excepcidén de las células germinales

masculinas (Jacob 1977).

El cultivo de embriones de ratén en la presencia de
suero antiF? singénico o suero antiF9 xenogénico de conejo no
inhibe el desarrollo preimplantatorio murino (Kemler y cols.
1977). Se ha sugerido que 1los antigenos F9 pueden estar
relacionados con el calcio y con la formacidn de uniones
intercelulares (Kemler y cols. 1977) puesto que los efectos
del Fab antiF? de conejo son similares a los observados
cuando se incuban embriones en medios con poco Ca++. Kemler y
cols. (1977) observaron asimismo que los fragmentos Fab de

anticuerpos de conejo contra F9 pueden inhibir de manera
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reversible la compactacion celular y 1la blastulacidén
posterior en embriones murinos de preimplantacién; aunque
este anticuerpo por 1o visto tiene pocos efectos sobre la
divisidon celular. Los fragmentos Fab de este anticuerpo
inhiben, también, la adhesividad de células en las masas
celulares internas aisladas de blastocistos precoces asi como
de las células en cultivos de carcinoma embrionario, sin

inhibir su divisidn (Jacob 1977).

Se ha indicado que el antigeno de célula tallo detectado
mediante antisueros contra F? es el producto de un gen o
genes en el locus T/t (Kemler vy cols. 1976). Este complejo
genético afecta a la embriogénesis precoz, como se demostrdé
al observar que los embriones homocigotos mutados para
ciertos T/t mueren en etapas concretas de desarrollo precoz
(Sherman, Wudl 1977). La hipdtesis de que los productos del
complejo T/t son antigenos de superficie celular que
participan en pasos criticos del desarrollo precoz fundamenta
el concepto de que el antigeno F? puede estar codificado por
el complejo T/t. Aunque algunos datos indican que los genes
en el locus T/t especifican antigenos de superficie celular,
y apuntan que el antigeno F? puede estar entre ellos, las
pruebas no son concluyentes (Dewey y cols. 1977). También se
ha sugerido que productos codificados por T/t, inc luyendo
posiblemente el antigeno F?, forman parte de un sistema de

reconocimiento embrionario homdlogo bioquimicamente del
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complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (Artzt, Bennett
1975). La observacién de que las ceélulas que expresan el
antigeno F9 generalmente no expresan antigenos del MHC
(antigenos H-2 del ratén) y viceversa concuerda con esa idea
(Solter, Knowles 197%9). Aunque otros estudios indican que una
homologia estructural grande entre los antigenos F? v H-2 es

improbable (Muramatsu y cols. 1978).

Edidin y cols. (1971) consiguieron un anticuerpo de
conejo contra cuerpos embrioides de una sublinea ascitica
multipotencial (402AX) del teratocarcinoma de la cepa murina
129. Esta sublinea se desarrolla en cuerpos embrioides. Este
anticuerpo era citotdxico para huevos de ratdn no
fertilizados tratados con Pronasa; también era citotéxico
para fibroblastos murinos transformados por el SV40. Este
anticuerpo también se fijaba en la masa celular interna de
blastocistos murinos y en el endodermo embrionario de
embriones murinos de seis dias. Estos autores sugieren que
los antigenos detectados pueden ser caracteristicos de
antigenos superficiales presentes en células embrionarias
antes de 1la aparicidn de antigenos de histocompatibilidad
principales (H-2). Cuando este antisuero se absorbid con
tejidos mur inos normales, conservd su positividad
(inmunofluorescencia) para el teratoma vy presentéd reacciones
cruzadas con antigenos de huevos murinos no fertilizados.

Estos antigenos de teratoma no se observaron en células
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murinas normales (Gooding, Edidin 1974). Los estudios
adicionales de absorcidn demostraron que este antisuero
detectaba, por 1lo menos, tres antigenos distintos. Uno de
ellos (antigeno III) era especifico de teratoma (Gooding,
Edidin 1974), wmientras que los otros dos (antigenos Iy ID
explicaban la reactividad del antisuero con huevos murinos Yy
embriones (Gooding y cols. 1976). El1 antigeno I, que se
expresa en primer lugar en huevos no fertilizados, se
restringe a 1la masa celular interna en blastocistos antes de
la implantacién. El1 antigeno 1I, que se expresa en el
trofectodermo mural del blastocisto, se extiende para incluir
el trofectodermo polar y posteriormente se restringe a la

masa celular interna de embriones de postimplantacidn.

Stern vy cols. (1975) han descrito un anticuerpo
singénico contra una linea celular de teratocarcinoma
pluripotente (SIKR). Este anticuerpo reacciona con embriones
surinos de cuatro a treinta y dos células, diversas células
de carcinoma embrionario, espermatozoos, rifédn y cerebro;
pero no con higado, timo, varias lineas celulares
indiferenciadas o células endodérmicas de cuerpos embrioides.
Artzt vy cols. (1976) han descrito, asimismo, un antisuerao
hiperinmune murino contra un carcinoma endodérmico derivado
de teratoma (Endo), que define antigenos superficiales sobre

embriones wmurinos de ocho células, higado embrionario,
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espermatozoos, células tumorales endodérmicas y una pequena

proporcidén de tumores no endodérmicos.

Otro antisuero singénico contra teratocarcinoma murino
pluripotente (PCC4) detecta antigenos en espermatozoos
adultos y en la masa celular interna de blastocistos recién
implantados; pero no detecta antigenos en células murinas
durante la etapa de preimplantacién (Gachelin vy cols. 1977).
Las masas celulares internas de blastocistos cultivados in
vitro no presentan una reactividad semejante en pruebas de

inmunofluorescencia.

Calarco y Linney prepararon un antisuero de conejo
heterdlogo contra 1la forma indiferenciada de wuna linea
celular derivada de la PCC4 (PCC4-Aza-1). Las investigaciones
preliminares usando inmunofluorescencia demostraron que este
anticuerpo reacciona con masas celulares internas aisladas
inmunoquirdrgicamente de blastocistos cultivados in vitro

(Solter, Knowles 1975).

un antisuero singénico preparado contra cuerpos
embrioides multipotenciales de la forma ascitica del
teratocarcinoma trasplantable OTT4050 reconoce antigenos de
superficie celular sobre embriones murinos desde la etapa de
dos células hasta la etapa de blastocisto (Dewey y cols.

1977). Tanto la masa celular interna como el trofectodermo de
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blastocistos son positivos aunque los huevos no fertilizados
son negativos. Los embriones de preimplantacién resultado de
uniones de heterocigotos +/t:= son positivos de modo
uniforme. Este antisuero también reacciona con varios tejidos
adultos normales, incluyendo ovario vy tresticulo, pero no

espermatozoos.

Un antisuero de conejo contra una linea celular de
teratocarcinaoma nulipotencial (Nulli-SCC-1) detecta los
antigenos superficiales siguientes: en ovocitos foliculares
murinos, huevos no fertilizados, cigotos, todas las etapas de
preimplantaciodn, masas celulares internas aisladas
imfmuniquirdrgicamente Y blastocistos de uniones de
heterocigotos +/t*® (Calarco, Banka 1979). E1 suero anti N-1
reacciona también con ovocitos primarios de 15% dias; pero no
con espermatogonias de 15% dias ni con espermatozoos maduros.
El cultivo en suero anti N-1 inhibe el desarrollo normal de
una manera dependiente de la concentracién. Sin embargo, el
suero no es citotdxico para los embriones de preimplantacidn

en pruebas de citotoxicidad mediada por complemento.

Las fases del desarrollo embrionario estudiadas en esta
tesis estan dominadas por 1la formacidn y la migracidén del
meseénquima del surco primitivo y su diferenciacién en
alantoides, partes del saco vitelino y amnios asi como

derivados mesodérmicos embrionarios como los primeros
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der ivados mesodérmicos embr ionarios como los primeros
somitos. Estos tejidos difieren en sus perfiles fijadores de
los anticuerpos empleados; no sdlo respecto al mesénquima de

la linea primitiva sino también uno respecto al otro.

La tincién a menudo fue intensa en la superficie
celular; especialmente en las células que se relacionan con
una cavidad. Con microscopio dptico no es posible determinar
si los anticuerpos se fijaron a la membrana celular y a sus
componentes extrinsecos o a estructuras por debajo de la
membrana celular o a ambos. Puede ser significativo el hecho
de que ambos anticuerpos tifen el endodermo visceral; éste es
un tejido muy fagocitico conteniendo muchas vesiculas
membranosas. El marcaje intenso de la superficie externa del
endoder mo visceral Yy las superficies de 1las células
limitantes de la cavidad proamnidtica puede reflejar la mayor

cantidad de membrana en estas superficies celulares.

Hay ciertos parecidos en los patrones tintoriales de
estos anticuerpos que tienen especificidad por derivados
mesodérmicos. Sin embargo existen también diferencias en el

marcado.

Un ejemplo de parecido en el patrén tintorial es la
unidn con el endodermo visceral que fue mas intenso para el

antiBS1 que para el antiBCl. Por el contrario, el endodermo
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parietal no quedd terido por el antiBCl; pero si fue marcado
por el antiBS1 aunque, incluso en este ultime caso, la

intensidad disminuyd a los B dias.

Esto sugiere que los grupos receptores para el antiBSl1
se encuentran en densidad decreciente en este tejido. Es de
notar asimismo que la unidn del antiBCl no queda restringida
a la superficie celular. El marcado de la superficie celular
fue mas intenso que el del citoplasma. Estos patrones de
reaccidén indican la presencia de grupos reactivos en células
del endodermo visceral, especialmente en las estructuras
superficiales. La superficie de la cavidad amnidtica es rica

en grupos reactivos receptores para el antiBCl.

El antiBC1 no tife la porcidn apico-basal limitante del
endodermo embrionario visceral; por el contrario, el antiBS1
si tife la superficie limitante con el ectodermo primitivo.
El antiBS1 tife también la superficie limitante del endodermo
con el ectodermo; el antiBCl no marca esta estructura.
Obsérvese, ademds, que las células del endodermo visceral de
6 dias son mas cuboideas en comparacidn con las de 7 dias;
las células del endodermo visceral de 7 dias son mas

columnares.

Esto concuerda con lo publicado en la literatura

respecto al antigeno F9. Este antigeno se ha definido
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mediante un antisuero singénico murino; aparece en embriones
de preimplantacidn y se expresa hasta el 8° dia de
desarrollo. Este antigeno presenta asimismo una relacidn
reciproca interesante en cuanto a expresidn con los antigenos

H-2 (Jacob 1977).

Sin embargo, los antisueros antiF? contienen muchas
clases de anticuerpos que difieren en su especificidad
concreta; el empleo de diversas técnicas lleva a detectar

distintas estructuras antigénicas (Stern 1984).

Se han descrito otros antigenos, como la brochina. Esta
no se expresa en los embriones de preimplantacidn, aunque si
en la superficie externa de la MCI de un blastocisto tardio.
En embriones de &6 dias, la brochina se detecta unicamente en

el endodermo visceral (Sato y cols. 1985).

Es importante, por lo tanto, saber a qué tipo de células
embrionarias precoces se parecen las células de carcinoma
embrionario. Durante la embriogénesis precoz, la poblacidn
celular pluripotencial en el embridn normal sufre muchos
cambios morfoldgicos y bioquimicos. Ya se ha visto que las
diferencias entre células pluripotenciales en varias etapas
del desarrollo quedan reflejadas en los tipos celulares a que

dan lugar. Algunas lineas de células de carcinoma embrionario
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dan lugar a células parecidas a las del endodermo primario

(Martin 1980).

Esto sugiere analogias entre células de carcinoma
embrionario y células de 1la MCI embrionaria. Los cuerpos
embrioides son el mejor ejemplo del patrdn de diferenciacidn
mostrado por las células de carcinoma embrionario. Con todo,
es dificil establecer una equivalencia de potencialidades
entre las células de carcinoma embrionario y algun linaje

celular del embridn precoz.

Esta dificultad en seleccionar una poblacidn equipotente
a las células embrionarias concuerda con 1la dificultad de
establecer una homogeneidad de potencia dentro de una misma

poblacidn embrionaria.

Asi, Cockroft (1984) demuestra que las células del
endodermo parietal de diferentes regiones en un mismo embridn
presentan una heterogeneidad morfoldgica notable. Las ceélulas
cercanas a la placenta mantienen el mismo aspecto bulloso
durante el periodo estudiado; pero a medida que el embridn
crece y por lo tanto se desarrolla el saco vitelino, las
células distales suavizan la superficie y adquieren una forma
redondeada. También presentan heterogeneidad las células del
endodermo parietal de embriones de edades distintas. Se

desconoce la significacién funcional, si existe, de la
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diversidad en la forma de las células del endodermo parietal.
Hogan vy Tilly (1981) habian demostrado previamente que,
cuando el endodermo visceral de ratones de 7 dias se cultiva
en contacto con ectodermo extraembrionario se diferencia
hacia endodermo parietal. E1 endodermo parietal sintetiza
grandes cantidades de laminina y de procolageno tipo IV
(proteinas caracteristicas de 1la membrana de Reichert).
Ademas, Gardner (1982), ha demostrado que las células de
endodermo visceral, tras su inyeccidn dentro de blastocistos,
contribuyen casi exclusivamente al endodermo parietal de las

quimeras resultantes.

Las potencialidades de los cuerpos embrioides BC1 y BS1
son distintas como se advierte comparando los patrones de
electroblotting obtenidos con los antisueros. Asi, el antiBC1
reacciona con una unica proteina en todos los tejidos
analizados; mientras que el antiBS1 reacciona con diversas
proteinas en cada tejido. Esta amplitud de reaccidn permite
pensar que las células componentes de los cuerpos embrioides
BS1, vy en concreto las de carcinoma embrionario, se
encuentran ya comprometidas en diferenciaciones somaticas
concretas. Las dos diferenciaciones embrionarias presentes
son el endodermo visceral y el parietal (Damjanov vy cols.

1987).
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El anticuerpo antiBSl tife derivados de las tres hojas
embrionarias; el antiBCl tine principalmente derivados del
endodermo visceral. En definitiva, a partir de los patrones
de marcado descritos, parece claro que los dos anticuerpos se
fijan de manera predominante en la superficie de las celulas
del embridm murino de postimplantacidn. Hay patrones
especificos de fijacidén de anticuerpos caracteristicos de
cada tipo celular en una etapa dada del desarrollo, aunque no
parece haber reaccidn especifica de linaje para los

anticuerpos empleados.

El conocimiento de las propiedades tintoriales serd util
en el seguimiento de la diferenciacidn divergente de tejidos
embrionarios y de células de carcinoma embrionario o de
lineas celulares derivadas directamente de embriones en

cultivo.

No esta clara todavia la importancia embrioldgica de la
presencia o ausencia de estos antigenos en algunos tejidos.
Los estudios experimentales, como la perturbacidén del
desarrollo embrionario emp leando anticuerpos, pueden
proporcionar pruebas acerca de la funcién de estos antigenos
como receptores y en la adhesidn y comunicacidn entre las
células. Pueden, asimismo, aportar pruebas referentes a los

posibles procesos de diferenciacidn de las células.
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CONCLUSIONES
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Las células del teratocarcinoma OTT4050 procedente de la
cepa wmurina 129/Sv pueden aqgreqarse formando cuerpos

embrioides.

Los gradientes discontinuos de Ficoll 400™ permiten
aislar diversos tipos morfoldgicos e inmunoldgicos de

cuerpos embrioides del teratocarcinoma DOTTA4050.

Los antisueros obtenidos a partir de cuerpos embrioides
(poblacién BCl), que son semejantes a embriones de ratdn
de 3% dias, reaccionan con embriones de & y 7 dias. Estos
antisueros antiBCl, marcan el ectodermo extraembrionario

vy el endodermo visceral del embridn.

Los antisueros obtenidos de cuerpos embrioides similares
a embriones de 6 dias (BS1), reaccionan con derivados de
las tres hojas embrionarias. Esta reaccidn, se observa en

todos los embriones del periodo estudiado.

La técnica de ELISA permite comprobar la menor actividad
del antisuero preparado contra los cuerpos embrioides BC1
comparada con la actividad del antisuero preparado contra

los cuerpos embroides BSl1.
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Como consecuencia deducimos que el antisuero obtenido
contra los cuerpos embrioides BS1l, posee una mayor
diversidad de anticuerpos cuando se compara con el

antisuero obtenido contra los cuerpos embrioides BCl1.

La técnica del insunoblotting permite comprobar la
reactividad del antisuero elaborado contra los cuerpos
embrioides BCl. Esta reactividad, se expresa frente a

proteinas de peso molecular elevado de tejido testicular.

Empleando la misma técnica, el anticuerpo obtenido a
partir de cuerpos embrioides BS1 da lugar a una amplia
gama de reacciones con proteinas de pesos moleculares
diversos. Las proteinas reaccionantes se encuentran en
intestino, testiculo, cerebro, higado, misculo y rifén de

ratén adulto macho de la cepa 129/Sv.

Las conclusiones precedentes indican la existencia de
potencialidades distintas en los cuerpos embrioides BC1
comparadas con las potencialidades encontradas en los
cuerpos embrioides BSl1. Asi, las células de los cuerpos
embrioides BC1 son mds pluripotentes que las células de

los cuerpos embrioides BS1.
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11.

12.

13.

Los cuerpos embrioides BS1 tienen células determinadas
hacia diferenciaciones concretas. Estas determinaciones
corresponden presumiblemente al endodermo embrionario y

extraembrionario, al ectodermo y al mesodermo.

Las células de carcinoma embrionario indiferenciadas de
los cuerpos embrioides BC1 iniciarian su diferenciacién
de forma similar a las primeras fases de la embriogénesis
murina normal. Esta diferenciacidn derivaria
principalmente hacia la linea germinativa. Este hecho,
concuerda con la hipdtesis de Snow y Monk relativa a la
estirpe germinativa. Sequn esta hipdtesis, parte de las

células del ectodermo primitivo embrionario estarian ya

determinadas hacia la linea germinativa.

Los cuerpos embrioides siquen un proceso de
diferenciacidn de tipo ontogénico semejante al que ocurre
en las primeras fases de la embriogénesis murina normal.
Este hecho, facilita su empleo como modelo para el
estudio diferenciacidn de células cancerosas Y
embrionarias, poniéndose de manifiesto las relaciones

existentes entre células cancerosas y embrionarias.

En consecuencia, 1los cuerpos embriocoides derivados del
teratocarcinoma OTT&6050 son de gran utilidad para el

estudio de los linajes embrionarios ya que nos permiten
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14.

obtener antisueros que reaccionan con etapas especificas

de la diferenciacidn embrionaria.

El modelo presentado, en definitiva, permitiria en
futuros trabajos obtencidn de anticuerpos monoclonales
que serian de gran utilidad tanto para la obtencidén de

marcadores embrionarios como tumorales.
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