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RESUMEN

En el desarrollo preimplantacional de ratén la primera
diferenciacian celular ocurre al formarse el blastocistos en
el 4que se distinguen dos tipos celulares: la masa celular
interna, que dard origen al embriéon prapiamente fal Y a
algunos tejidos exwtrasmbrionarios y ! trofoblasto, que
originara tejidos extraembrionarios solamente. La aparicidn
de estos dos tipos celulares 4 el posterior desarrollo de
los diferentes tejidos embrionarios podrian derivar 'de
componentes citoplasmaticos discretos que se encuentran
organizados espacialmente en el embrién desde el comienzo
del desarrollo. De ser asl, las alteraciones en la
organizacitn espacial del huevo podrian generar defectos
del desarrollo normal.

Para abtener una redistribucidim de los componentes
citoplasmaticos, hemos estratificade embriones de dos
cdlulas centrifugahdoios a 15.000 g9y 30.000 g, 50.000 g,
70.000 g, 90.000 g y 120.000 g, por una hora. El material
fue fijado de inmediato 9y chservado con microscopio de luz o
electrénico para estudiar el efecto de la centrifugacionm
sobre la estructura. Alternativamente los embriones
centrifugados fueron cultivado por distintos lapsos para
estudiar su efectoc sobre la regulacion y desarrollo.
Experimentos semejantes se realizaron utilizando inhibidores
de microttbulos 4 microfilamentos.

tos resultados obtenidos muestran que los embr iones

centrifugadeos a fuerzas cenitrifugas mayores que 30.000 g
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presentan una patratificacidn del citoplasma &n la que e
distinguen desde 1 polo centripeto al centrifugo los
siguientes estratos! material lipldico (reconocido con &acido
Gdemico o  Sudan). una zona de vesliculas y membranas (que
presenta actividad de fosfatasa adcida)y una zona homogénea
sin elementos figurados Yy un estrato en g2l que se encuentran
mitocondrias, complejos de Golgi, cuerpos maltivesiculares Y
abundante material fibrilar. El ntcleo no se desplaza de su
lugar si no que se deforma alargandnse desde el centro del
hueve hacia el pola cenirifugo. EI1 nuclénlo s@ ubica &n ese
extremo del ntcleo. Ytilizandeo fusrzas centrifugas
superiores a 70.000 g aparece Un nuevo estrato formado por
cuerpos cristaloides ubicado hacia el extremo centrifugo del
huevD. En todas las condiciones ensayadas se CONSErvas sin
aparente alteracidn, la capa cortical del huevo.

£1 cultivo de los embrienes cenitrifugados muestra que
&@stos logran formar blastocistos normales en un  porcentaje
adlo algo menor aue los controles, indepenﬁientementa de la
magnitud de la centrifugacidn. La recuperaciétn en el tiempo
@s muy rapiday reordenandose el citoplasma en menos de una
hora, antes aque el embridn alcance los estados 3 o 4. El
nuclaolo vuelve a su posicién original y los organelos son
redistribuidos en el citoplasmas solamente los lipidos
permanecen segregados mds tiempo g son casi indetectables en
@l estado de mérula avanzada.

l.as ohservaciones preliminares de embriones

centrifugados en presencia de Citgralasina D uy Colcemid
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semalan aue una estratificacion samejante se obtiene con
menos fuerza centrifuga y que la recuperacidn requiere mas
tiempo.

Aunque no se puede descartar una redistribucidn pasiva
de lps componentes citoplasmaticos, los resultados sugieren
la existencia de una estructura celular relativamente
elastica aque reubica los organelos en su posicidn original.
Esta hipotética estructura, aue podria corresponder al
citoesqueletoy, no serla esencialmente alterada por la fuerza

centrifuga y mantendria la organizacién espacial del embridn

!

qui es responsable de su desarrollo normal.




SUMMARY

The first cellular differentiation during mouse
preimplantational development occurs when the blastocust is
formed. At this time, two cell types are differentiated!
those of the inner cell massy which will- originate the
embryo and same extra-embryonal tissues, and those of the
trophoblast, which will originate extra-embryonic tissues
only. Apposition of these two cell types,y and their
posterior development into different embryonic tissues,
could proceed from discrete cytoplasmic components which are
spatially organized in the embryo gince the beginning of
developmenti. 1f this is true, alterations in the spatial
organization of the egg could generate alterations in normal
development.

In order to study the effect of centrifugation on ¢ell
structure, two—cell - embryos were stratified by

centrifugation at 13.000 g, 30.000 g9, 50.000 gy 70.000 o,

20.000 q and 120.000 g during an hour. After
centrifugation the material was immediately fixed and
abserved under light and electron microscopy. In addition,

some émbruos were further cultivated to study the effect of
centrifugation on their development. Similar e=xperiments
were also performed utilizing microtubule and microfilament
inhibitors.

Results indicated that embryos centrifuged at more than

20.000 g present a stratification of +he cytoplasm in which
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the fellowing sirata can be visualized, from the centripetal
to the centrifugal pole: lipid mateﬁial (recognized after
osmic acid and Sudan Black staining), zone of vesicles and
membranes (which show acid phophatase activity), a
homogeneous zone lacking structured e%ements, and a stratus
in which mitochondria, Golgi complexes, multivesicular
bodies and abundant Ffibrillar material are found. The
nucleus is not displaced but is deformed. edpanding  in
length from the center of the ege toward the centrifugal
pole. The nucleolus is located at that end of the nucleus.

By using centrifugal forces higher than 70,000 gy a new
layer formed by crustalleoid bodies appears located toward
the centrifugal end of the egg. in all +the conditions
tested, the cortical layer of the egg remains apparently
unchénged.

Independently of the magnitude of the centrifugal force,
cultured centrifused embruos show that they form normal
blastocysts at ratés slightly lower than the cuntrolg.
Recovery of centrifuged embryos is very fast, the cutoplasm
becomes recorganized in less than an hours that is before the
embryo reaches state 3 or 4. The nuclenlus goes back to
its original position and the organelles are redistributed
in the cytoplasm. Only the lipids remain segregaited for
longer time and are almost undetectable in advanced morulae.

Preliminary pbservations of embryos treated with
cytoskeletal inhibitors show, %that a similar stratification
je obtained with lower centrifugal forces and that recovery

reaquires a longer period of time.
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Results suggest +the exisience in the embryos of a
relatively elastic cellular structure which rearranges the
aorganelles into their original position after
centrifugation. The nucleus is the most firmly anchored
element and iz not displaced by the centrifugal force. This
hypothetic structure, that may correspond to the
cytoskeleton, would not be altered by the centrifugal force
and would maintain the spatial organization of the embryo

during normal development.




- INTRODUCCION

Estudiando gxperimentalmente la iniciacidn del
desarrollo en distintas especies animales, desde comienzos
del siglo se han distinguido dos clases extremas de
embrioness los determinadas ] en mosaico Yy los
indeterminados o reguladores. Se denomina determinados a
aquellgs que al iniciar la segmentacidn ya presentan  una
organizacion espacial fija w que por lo tanto al ser
perturbados experimentalmente se desarrollan en Forma
anormal. En cambio se denomina reguladores a los embriones
aue después de una periurbacion pxperimental son capaces de
reestablecer su  organizacion espacial y formar un animal
relativamente normal. Puesto en otros t&rminos: las partes
de wun embridn determinado tienen un destino normal o

3
significado prospective igual a su desarrollo potencial en
tanto que las de un embridn regulador tienen un desarrollo
potencial mayor que’ =1 destino normal o significadoe
prospectivo. Entre las clases exiremas asl definidas hay
un  sinntmero de clases intermedias de embriones cuyo
desarrollo es mas o menos afectado segin el modo de la
intervencitn experimental y el estado uel desarrollo en que
se practique. Vaase historia del problema en Raven, 19393
Kihn,s 19713 Davidson, 1976.

De lo anterior puede concluirse que la digtincidn entre
embriones determinados w embriones reguladores se funda en

resul tados experimentales y por lo +antos antes aue fuera

posible manipular 4 cultivar in vitro los embriones

~
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iniciales de mamifercs no habla cerieza respecto de su
capacidad o© incapacidad de regular. Por analogla con
embriones determinados de invertebrados marinos (especies
de protocordados, moluscos Y and&lidos) que revelan
localizaciones citoplasmaticas en sus huevos fecundados, se
supuso que ciertas propiedades citoquimicas del huevo de
mamlferos semalarlan un ordenamiento espatcial de Tactores
mor fogenéticos aque serlan distribuidos durante la
segmentacién w  determinarian  la diferenciacidn de masa
celular interna y trofoblasto (Dalcas 1937, 1945). Sin
embargn las observaciones citoauimicas relativas a la
distribucidn de RNA, de proteinas aue se determinan por la
reaccidn de Millon~Pollister, de fosfatasa adcida 9 de
adenosintrifosfatasa no fueron concluyentes (vaase
discusion en Cerisala & Izquierdo, 194692 Y S0mn
inconciliables con las observaciones de regulacidn | en
embriones de mamiferos publicadas por Tarkowski (1959),
Mintz (19464) y Mulnard (1965).

La normalizacidn gque se aprecia al aislar blastdmeros o
agregar mérulas parece incompatible con  una nrganizacibﬁ
espacial determinada, & menos que &sta sea muy labil. En
tal raspy, es necesario invocar un mecanismo de regulacidn
(vihase discusiédn en Izauierdoy 1977). El modelo mas
aceptado para explicar el desarrollo normal v la regulacidn
en embriones de mamlferos hasta el estado de hlastocisto es
@1 1llamado adentro—afuera, propuesto en  su forma mas

consistente por Tarkowski y Wrdblewska (1947). Este puede




resumirse en que la diferenciacidn hacia la masa celular
interna o el trofoblasto del blastocisto es consecuencia de
la posicién central o periférica aque tienen lag células &n
la mérula. Lo aue el modelo no especifica es que debe
entenderse en términos moleculares o suboelulares por
adentro gy atuera. En forma analdgica, cbmo "sabe" una
ceélula que se encuentra al centro o en la periferia de la
mérula? 4 en forma fisioldgica, comp las presumibles

diferencias de microambiente modifican la actividad

b~
f

bioquimica de las células?

Aun cuando se ignore el mecanismo de accidny el modelo
adentro-afuera explica en forma adecuada la regulacidn
embridnica de los mamiferos) sin embargo, no excluye la
existencia de una organizacién espacial intrinseca que
controale normalmente el desarrollo hasta blastocisto.
Ademds, &5 necesario tener presente las limitaciones del
modelo. Por una partey no parece posible genaralizavlﬁ a
rodas  las especies de mamliferos y no da cuenta ;E ciertas
observaciones de organizacidn espacials particularmente
evidentes en el embridén de rata (Izquierdo & WVial, 194623
Lois & Ilzauierdos 1984)% povr otra parte, no considera
suficientemente &1 factor tiempo e=presado por el relo)
morfogengtico Y se remite principalmente a interpretar el
resultado © de experimentos de aislamiento, agregacidn 4y
ranslpcacidn de blastdmeros. [Veéase revisiones criticas
en Izquierdn (1977) y Johnson (1981) 1.

la estratificacien del citoplasma por centrifugacidon es

un médtodo que se ha utilizado con buen  éxito desde los




albores de la embriclogla ewperimental. Boveri (189%9) lo

empled para desplazar localizaciones citoplasmdticas en el

huevo de Ascaris {nemdtodol ., demostrando que las
‘granulaciones polares" protegen los CromosSomas de 1la
disminucidn g determinan la linea germinal. Sus resultados

han sido confirmados mads tarde por otros autores, en
especial por Guerrier (1967). Tambigén en Xenopus (anfibio)
se ha desplazado povr centrifugacién  las “granulaciones
polares" evitando asi que la irradiaciédn del polo vegetativo
esterilice los embriones (Tanabe & Kotaniy 1974). Perc no
spleo ha sido posible centrifugar determinantes de linea
germinal sino también oftras localizaciones de valor
mov fogenéticoj por ejemplo, == ta inducido por
centrifugaciem el desarrollo de embriones bicefalicos 4
bicaudados del insecko Chironomus (Yajima, 1960).

No obstante dichos resultados positivos, desde que se
inicia la embriologla experimental también se ha observado
desarrollo normal de huevos centrifugados; de por ejemplos
el equinodermo Arbacia (Luom, 19073 Harveus 19546) Launque
resul tados posteriores no han sido muy clarosl (Anderson,
1970), &l celenterado Huydractinia (Peckwith, 1914), los
an&lidos Chastopterus y Nereis (Lillie, 1902), los moluscos
Phusa y Limnaea (Conklin, 19107, Cumingia (Morgan, 19273, .
Ilyanassa (Clement, 1968), Dentalium (Verdonk, 1968), el
crustaceo partenogenético Daphnia (Kaudewitz, 1950) gy el
tunicado Styela (Conklin, 1931). En atencidn a estos
resultados ¥ otros semejantes, 1a embrioclogla experimental

10




cl%sica concluuyd que la organizacion p91ar del huevo, sea
Bste determinado o regulador, nNO resfda en el ordenamiento
de componentes citoplasmaticos tiscretos que pueden
reconocerse con 8l microscopio de luz 9 wstratificarse por
centrifugacidn, sinoc en la arquitectura fundamental del
protoplasma y del cortex celular (vease Watterson, 1933).
Esta conclusidn tan generals =sin embargo, merece algunas
reservas. Primerod la centrifugacidn  ha demostrado
efectivamente que pueds desplazar localizaciones
citoplasmaticas como los determinantes de la linma germinal
y de la organizacion general, +*al cual se ha resumido mas
arriba. Segundo! es preciso tener en cuenta la magnitud del
campo gravitacionaly el tiempo que aste aplica y el medic en
que se suspende el materialy uva que estas condiciones son
muy variables de uno a oiro auntor 4 no tienen mas limite que
ja resistencia del husevo, la cual depende a su  vez del
estado del desarrollp, como lo demostraron los clasgcas
experimentos de Harvey (1932). Tercero: también debe
considerarse la velocidad con que se recupera el orden
espacial del huevo después de la centrifugacion W sQ
relaciédn con los planos de segmentacidni por ejemplo,  al

reordenarse el plasma polar despuas de la centrifugacidn del

huevo del an&lido Tubifex se normaliza el desarrollo, PErQ

si antes sobreviene la segmentacién ¥y dicho plasma no

alcanza a inpcorporarss a los somatoblastos, el embridn
resul ta defectunso (Lehmann, 1245).
La centrifugacidn de huevos no se ha usado solamente

para estudiar el efecto sobre. el desarrollo del

11
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desplazamiento de localizaciones citoplasmaticas que
pudisaran tener funcidn mor Fogen@hica, sino  también  para
analizar la estructura de las células (Harved, 19315 Gross
et al.i®s63) o para concentrar los componenites
citoplasmaticos en estratos homogéneas sagdn Su deridad L
analizar HUS propicdades. Es el Caso de las

investigaciones sobre granulaciones metacromdticas en los

huevos de los moluscos PBarnea d Gryphasa o de los
equinodermos Psammechinus 4y Arbacea {Mulnard, 19593
Mulnard, Auclair & Marsland, 19592, asi como  tambiéEn

“

aquellos estudios realirzados en Phycomicetes {Zalaokar,
12469) . En los mamlferos, se ha centrifugado los ovarios
de Rata, Hamster uy Topo con el propdsitc de distinguir
ritplédgica u citoauimicamente propiedades del citoplasma
gque  pudieran tener relacidn con una praesunta pnlaridad'del
pocito (Dalca & Van Egmond, 19233). La primera vy dnica
investigacidn en «que se ha combinado centrifugacidn
desarrolloc in vitro fue realizada por Mulnard (19270).
Centrifugando oviductos aque contenlan embriones de raton
con dos células, durante 20 minutos a 50,000 g, cbservd el
deptgsito en el polo centrifugo de un material abscuro oy
cuande cultivd los embriones centrifugados observd  un
dezarrollo relativamente normal hasta el estado de
hlastocisto. Pero s@ trata sile de algunas experiencias
preliminares que forman parhte de una investigacidn mas

prtensa dedicada a un andlisis cinematograftico del

desarvollo de embriones fusionados.

e




En el presente trabajo se estudia el problema de
regulaciomn en e1 embridn de ratdn por medio de la
centrifugaciédn, describiendo un ordenamiento espatcial de
componentes subcelulares u analizando @l efecto aque tiene la
estratificacian del citoplasma en el desarrollo. oe
propone! primero, centrifugar embricones de ratdn de dos
re@lulas w cestudiar por microscopla eleckrénica w técnicas

citoquimicas la composicion citoldgica de los estratost

segundo, analizar el reordenamients eventual de los
distintos componentes celulares después de la
centrifugacioms terceros relacionar magnitud del campo

centrifugn v estratificacidn, con regulacidn o desarrcllo in
vitro hasta el estado de blastocisto. El proyecto estd
acotado por ciertas limitaciones que impone el material,
entre las cuales debe destacarse la gran dificultad de
cultivar in vitro embriones de una célula y el riesgo de
ruptura de los blastémgros cuando se intenta emplear fue;zas
centrifugas elevadas.

lLa hiphiesis que fundamenta la investigacidn puede
resumirse asit la gran capacidad de regulacidn del embridn
de mamlferos perturbado experimentalmente podrla estar
ocultando la existencia de un patrdn morfogengiice espacial
que guie el desarrcllo normal Yy aue por ser previo a la
diferenciacitm adentro-afuera de la mbrula pudiera no
reconpcerse con experimentos de translocacidn celular pero

=i detectarse translocando los componentes celulares cuando

se inicia el desarrcllo.
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MATERIAL Y METODOS

Se utiliraron embriones de ratén cepa CF1  en estado de
dos c&lulas, de hembras superovuladas. La superovulacion se
pravocd con una inyecciédn de 5 unidades internacionales de
suern de yegua premada (PMS) u 44 horas mds tarde con 4
unidades internaciocnales de gonadoirofina coridnica humana
(HCG). Ambas drogas fueron adauiridas en Sigma. La edad de
los embriones se estimd considerando como momento de
iniciacidn del desarrollosy las D horas del dia en que
aparecid £l hapdn vaginal. Los embriones se obtuvieron por
perfusidn de los oviductos con un medio de cultivo descirrito
por Piggers (Piggers, Whitien & Whittingham, 19713,
conteniendo 4 mg/ml de albdmina de suero de bovino (BSA)

(Calbiochem).

Cenirifuaaciin de los embriones

Fue necesario reaiizar numerosos ensayos preliminares,
utilizando diferentes aradientes de concentracion Y
distintos tiempos de centrifugacidn para .establecer las
condiciones optimas.

Los embriones fueron centrifugados en  un gradiente
discontinua de dextran (PM 40.000) (Sigma) en medio de
cultivo Piggers, campuesto de cuatro capas de
concentraciones de 11%, 13%, 15% 4 174 P/V de 0.2 ml cada

a
unas a pH 7.2 — 7.4 4 a temperatura variable entre 13 C y
o

18 ¢ aproximadamente. Se whilizaron tubos de nitrocelulosa

de 0.8 ml y una ultracentrifuga Peckman modelo L, con  un

14




rotor SW 39. Laz fuerzas centrifugas usadas fuerons: 15.000
g, 25.000 g, 30.000 g, 40.000 g, 50.000 a, &0.6000 g4 70,000

g, 90.000 g, 120.000 g, durante &0 mina.

Microscoepla de luz

Para la observacién in toto w el reconocimiento del
material lipidico, los embriones fueron fijados
inmediatamente después de la centrifugacidn o luego de
diversos tiempns de cultivo in wvitro. Se utilizod
glutaraldehido al 3 % en tampdn cacodilato de sodio 0.1 M_QH
7.4y a temperatura ambienfe durante 1 h. Se lavaron en
tampdn cacodilato de sodio 0.05 M g se postfijaron durante 1
h en pscuridad con tetrécxido de Osmic al 1 % (v/v) en tampdn
cacodilato de sodio D.1 My luego se lavaron en el mismo
tampéin. Los embriones fueron montados en una gota de
glicerol y observados con un microscopio Zeiss.

Los lipidos se reconocieron por su maygor osmofilia H.pur
tinciones con "Red C!il.lI Y "Sudan Black" {Casselman; 1959).

El reconocimiento de la actividad de fosfatasa acida, se
realizd  procesando embriones segin el método de Gomori
modificado por Weissenfels, 1947 (Pearse, 1968).

Para el reconocimiento de DNA, se fijd el material con
aleohol-formol—-acido acético (B.9% 1 @ 0.5) u posteriormente

se empled el médtodo modificado de Feulgen (Pearse, 1968).

Microscopla eleckrinica
Se utilizd o1 mismo método de fijacién y  postfijacion

empleado para la observacidn con microscopio de lu=z. La

-
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deshidratacidn e realizd poniendo los embriones an
concentraciones crecientes de acetona desde 30 % a 100 %
{v/v) en agua. Luege fueron incluidos en acetona—-Spurr
(Polyscience) =il y 131 (v/V) durante 15 min cada vez 4 en
Spurrr sS0loy durante 3D min. Posteriormente fueron puestos
en capsulas de inclusidn con Spury Y dejados toda la noche a
70 DC para que éste polimerizara.

Con un ultramicrdtomo Sorvall Porier Plum MTZ-B se
hicieron cortes finos (entre &00 A& uy 800 A de espesor) Y se
recogieron e&n arillas de cobre de 200 mesh. Pmsteriaryante
=l material fue temido con aceltato de uranila al 4 %4 en
metanol por 90 seg. lavado con agua bidestilada w luego
tenido por 10 min en gotas de citrato de plomo al 0.25 %4
rodeadas de pastillas de KOH, lavado en agua bidestilada y

finalmente en metanol puro. Los cortes Fueron observados en

un microscopio electrdnice Philips 300.

CGuliivo in yiiro

El contenido del tubo de centrifuga fue aspirado por
capas con una micropipeta Y vaciado en  una capsula
embrinldgica de la cual fueron recogidos los embriones Y
lavados en medio de culitivo. Luego los embriones se
colocaron en gotas de medio de Piggers (Piggersy Whitten &
Whittingham, 1971) que previamente hablan sido depositadas
en ©1 fondo de una capsula bajo umna. capa de vaselina
ligquida. La capsula se puso en una camara de cultive a 37
]

C y el pH del medio fue llevado a 7.4 gasificando con una

mezcla de CO al 5 %4 en aire.
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Usg de inhibhidores del ciiogsauelelo

Come inhibidor de polimerizacian de microfilamentos &8
ukilize Citocalasina D v como inhibidor de polimerizacién de
microtibulos se uitilizd Colcemid. La. concentracidn
utilizada para ambos inhibidores fue de 0.5 pa/ml. Colcemid
fue adquirido en Sigma d Cutochalasin D fue donado por 2l
Dr. M. Flashner de la Universidad de Netw York. Los
embrionas fueron tratados con los dos inhibidores
simultaneamente u para esto fueron cultivados previamente an
medio de PRiggers con inhibidores 30 min con el fin de
asegurar que se encontraran bajo el efecto de las drogas en
@l momento de la centrifugacidn. Posteriormente f{fueron
centrifugados a distintos g, en presencia de los inhibidores
Y fijades inmediatamente o cultivados por diferentes
periodos de tiempo, en medio de Piggers con inhibidores.
Como control se sometieron embriones & las mismas

condiciones experimentales pero omitiendo el uso de

inhibidores.
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RESULTADOS

Descripcidn aengral de embriones centrifugadas

Lot embriones de 2 células fueron centrifugados durante
1 hora en un gradiente de dextran/Piggers aplicando fuerzas
centrifugas comprendidas entre 15.000 g » 120.000 9. Con
fuerzas superiores a 30.000 g se observdé estratificacién de
los componentes citoplasmaticos 9 con 120,000 g ya se
observd  fragmentacidn de algunos embriones. Luego de 1la
centrifugacidn los embriones fueron recuperados de 'la franja
correspondiente a la concentracion de 19% (p/v) de dexiran
en medio Piggers. De 32 experimentos exitosos de
centrifugacidn con 63 embriones, 40 embriones fueron
aexaminados detenidamente con microscopio de luz. La magorla
de los experimentos se han realizado centrifugando a 70.000
g o 20.000 g, porque en esas condicicones se pbtiene una
cztratificacion bien definida v no se afecta la integridad
del embridn.

Observando con microscopio de luz los embriones recié&n
cantrifugadosy se ven los blastédmeros alargados en el
sentida de la fuerza centrifuga, aplanados entre si Y
ocasionalmente algn acinturados. Con raras excepciones, los
embriones se orientan respecto de la fuerza centrifuga vy la
estratificacion del citoplasma es perpendicular al plano que
separa los blastdmeros. El polocito se ubica mas
frecuentemente en el poleo centrifugo.

Fn el polo centripeto se reconoce an cada blastdmero un

casquete de material homogéneo que Se tipe intensamente
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ruando el material es postfijado con osmio O cuando e
emplea  colorantes que se disuelven en llpidos, como *Sudan
Black" o "Red oil®. Pajo el casauete de lipidos se observa
una zona hialina y luego una de apariencia mas granulosa que
sp extiende hasta el polo centrlfugo. Usando aptica de
Nomarski se observa el ndcleo alaroado desde el centro del
blastdmero hacia el polo centrifugo, donde se reconoce el
nucidolo. Con el método de Feulgen no se oheervd fragmentos
nucleares que contuvieran DNa (figs. 1-33.

A diferencia del embridn centrifugados el estado de dos
cadlulas normal, tiene un ndcleo central con uno o mas
nuclgolons y  una distribucidn hompgénea de sus componentes
citoplasmdticos. Para mayores detalles de la citologia u
ultraestructura del embridn de dos celulas de ratdn, vease

@l trabajo de Calarco v Brown {1969).

Descripcidn de los esiratos

Luego de centrifugar se pueden distinguir con el
microscapio elechtronico, desde el pole centripeto  al
centrifugn, cinco estratos citoplasmaticos que contienen los

giguientes componentes: 1) material lipldico, 2) veslculas Yy

membrénas, 2y material homDgéneos 4) mitocondrias y
fibrillas, 5) ruerpos cristaloides. El primer estrato
corresponde al casquete de lilipidos observado con @l

microscopio de luz, los dos siguientes a la zona hialina 4
los dos #liimos a la zonad granulosa {(fig. 35). En esta parte
del texto también describiremos el cortex celular u el
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nlicleo. Se observé con el microscopin electrénico un total
de &1 embriones recién centrifugados.

Egtratn de makercial lieldicQ. Esta formado por la
acumlacién de nNUMErosas gotas de lipidos que no  SOD
digtintas de las que & encuentran normalmente esparcidas en
el citoplasma de embriones preimplantacionales. El espesor
del estrato es proporcional a la fuerza centrifuga aplicada,
observandose escasa acumulacidn a 25.000 g9 4 maxima
acumulacién a 70.000 g o mds (fig. &). No se encuentran en
eshte estrato otros elementos,.a excepcidn de algunas esCASAas
vesliculas ¥ mitocondrias vesiculadas tal como se pbserva en
embrimmes normales (Calarco & Broumn, 1969) {(figs. & uw 7).

Estrato de veslculas 4 membrapnas. Esta formado por

.veﬁiculas de diversos Lamanos, independientes o asociadas
en  unidades mauores u ademids, cisternas aplanadas que
parecen corresponder a reticulo endoplasmico liso (figs. 74
g). Con el microscopico de luz: se reconoce actividad de
fosfatasa écida‘(figu. 4) en la parte mas centripeta de la
zona hialina aque coincide con este estratoy lo tual sugiere
que algunas veslculas sean lisosomas o tompenentes del GERL.

Estraitn hompadngo. Se observa en este un material
granular fino uniformemente distribuido y con densidad
pleoctrénica mediana, gue No include elementos figurados
(fig. 82

Estrato de wmitocondrias W material fibrilar En este
estrato se obhservan las mitocondrias, complejos de Golai
vesiculas asociadas al Golgi de menor tamamo que las

acumuladas en el estrato de veslculas, ademds de cuerpos
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multivesiculosns U abundante material fibrilar (figs. % Y
1a).

Esiraio de cuerpos gcristaloides. Estos solo  san
evidentes cuando se centrifuga a 70.000 g o0 mMas. Estos
cuerpos nNo se encuentran o son muy escasns en embriones de 2
caélulas no centrifugados o al parecer se forman por la
apilaciém de material fibrilar durante la centrifugacion
{fig., 11, 12 gy 13).

Yol ke Mo parece estar alterado por. efecto de la
centrifugacisdn por cuanto presenta una densidad eie:trbnica
semejante a los  embriones normales Y conserva un grosor
uniforme en torno de cada blastomera. El material cortical
riene la apariencia de una malla aue en general excluge
organelos citoplasmaticos (fi;s. il gy 13}, Con fuerzas
centrifugas superiores a 20.000 = los blastbmeros
frecuentemente se observan acinturados o se fragmentan a
nivel de la zona homogénea {fig. 23}

Naclieo. Se encuentra en medio del estrato de
mitocondrias u material fibrilar pero se deforma por efecto
de la centrifugacidn y se alarga hacia el polo centrifugo
conteniende el o los nucléolos condensados en ese extremo.
£l euxtremo ceniripeto del ndcleo permansce en el centro del
blastdmero uy se pueten reconocer ahi digitaciones, que
parecen anclarlo (figs. 14 u 15). Esta regidén no la hemos

estudiado suficientemente para identificar los elementos de

citpesqueleto gque pudieran estar comprometidos.
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Reardenamieni despudés de la cenkrifuaacifn phseryvada

con micrescopla de luz

Después de la centrifugacién durante 1 hora a 70.000 g o
20,000 gy los componentes citoplasmaticos tardan 30 a 40
minutos en  recrdenarsay +al comn se infiere de la
desaparicién de los estratos observada can microscopla de
luz v pPor 1a recuperacién de la posicidbn central de]
nucléolo en el blastdmaro. £l rasquete de lipidos es la
tnica excepcidnsg permansce en posicidn polar. Durante el
clivaje el casquete de lipidos se redistribuye, entre los
blastdmeros hasta cue en la morula avanzada es casi
impe;ceptibla. Aungue los surcos de segmentacidn de 2 a 4
blastameros generalmente bisectan los casquetes de lipidos,
suele ocurrir que el plano de segmentaciém sea paralelo a
los casquetes y queden 2 de los 4 blastémeros sin &stos
(figs. 16, 17, 18 4 19). En total se cultivaron 66

enmbriones que fueron fijados entre 30 min Y 4 h después' de

centrifugarlios a 70.000 g9.

Efectp de la centrifugacion en gl desarrallo haskia

hilasiocisho

Cuando se cultivan in viitro los embriones centrifugados
se observa un desarrollo hasta el estado de blastocisto en
un porcentaje alao menor Que en tos controles, pero  sin
diferencias significativas en relacidn can  la fuerza
centrifuga (Tabla 1). Se distinguen embriones
centrifugados y controles en aue los primevros tardan

apra=imadamnente 8 horas mas en formar hlastocistos. No
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hemos ohservado retardo en la compactacion.

Efectn de inhibidores de miceoidbulos W microfilamenios:
obsgryaciones preliminares con micrascopla de luz

Cuando se centrifugaron embriones en presencia de
citochalasina D g colcemid, se observd una menor resistencia
a la fuerza centrilfuaa. Ohservaciones en 180 embriones
demuestran que a 70.000 g9 los embriones son deformados Y un
20% se fragmenta entre la zona hialina v la granulosa, en
tanto que a 90.000 g 1a deformacidn es magor W 1a
fragmentacisn alcanza el &0% del material. Para comparacian
tdngase en cuenta que embriones no tratadosy centrifugados a
120.000 g se fragmentan en un 10 % de los casos (figs. 20~
23). El orden de estratificacidn es semejante en embriones
tratades 4y no tratados, perc en los tratados es suficiente
una ecentrifugacién de 30.000 g para lograr resultados
similares a los obtenidos en embriones no tratados
centrifugadns a 50.000 g. En cuanto al reordenamiento
después de la centrifugacion, tarda mads de 2 horas para
completarse en embriones tratados con inhibidores, cuando

los controles solo requieren 30 min (figs. 24-27).
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TABLA 1% Efecto de la centrifugacidn en el desarrollo hasta blastocisto

% de blastulacitm centrifugados/

Fuerza centrifuga |Desarvollie de blastoristps/enbriones totales !
! % blastulacibn Controles

i
(60 min} i Centrifugados | Controles

!

]

i

{50,000 434103 §2/75 43.7/%6.0 = 78.0 ;
i 70.000 B1/116 38/43 75.0/98.4 = B4.8 1
i i
} 90,000 1287213 £3/97 59.5/79.4 = 78.9 H
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Figura 1 Embrion centrifugado 1 b a 70.000 9, fijado 10 min
después de 1a centrifugacidmn. Observe desde polo
centripeto a centrifugo los siguientes estratost
casquete de lipidos (L)y =zona hialina (H), zona
granulosa (G). Barra representas 3 pm

Figura 2 Embridn centrifugado 1 b a 20.0080 g4 fijado 10O

min despuds. Optica de Nomarski. En estrato
hialino s reconocen vesiculas coalescenées
(flecha) que sg observan con microscopla
electrénica (figs. 7 4 ). Se reconoce ndcleo

alargado hacia polo centrifugo, raegidin donde se
ubica el nucléolo (cabeza de flecha)l. Barra

reprasenta 5 pm

Figura 3 Embridn centrifugado 1 h & 70.000.9 y fijade 10
mirn desputs. Reaccidn de Feulgen revela
localizacien de DNA en nlcleo alargade 4 en
polocito, en polo centripeto. Barra representa:d 3

pim

Figura 4 Embrion centrifugade 1 h a 70.000 ¢ 4 fijado 20
min despuds. Reacci®n de Gomori revela fosfatasa
acida (flecha) en estrato de vesiculas y membrana
(ver microscopla elecirénica, figs. S9s 7 49 Bl

Parra representas 3 um







Figura

Figura

|

6

Embridn centrifugadeo 1 h a 903.000 9 v fijado 10
min después. Microscopla electrdnica panoramica.
Sa observa desde polo centripeto a centrlfugod
estrato de lipidos (L3 zona hialina (de
microscopia de luz) dividida es estrato ‘de
vesiculas w membranas (VM) u estrato  homogéneo
(H); =zona granulosa (de microscopia dé luz) que
corresponde a estrato de mitocondrias 4 material
fibrilar (MF). Se reconoce nidcleo alargado (n).
Parra representai Z pm

Iguales condiciones que &n fig. 3. En el polo
centripeto del huevo se observa el "cArtex" y el
estratoc de llpidos. Se reconoce zona peldcida

(zp) y coriex (co). PRarra representad 0.9 pm







Figura 7 Embrién centrifugado 1 h a 70.000 g 4y fijado 10
min después. Se observa zona peldcida (zp),
estrato de 1ip?dns (L) y estrato de vesiculas 4
membranas (VM) . Se reconocen cisternas aplanadas

{flechal. Barra representa: 1 pm

Figura 8 Iguales condiciones que en fig. 7. Estrato de
vesloulas y membranas. Se observa veslcula
circular coalescente {(flecha)l. Barra represental
1 jm

27




g e
. ;.;4; et
e S




Figura®?

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Iquales condiciones que en fig. 7. Estrato de
mitocondrias y material fibrilar. Se observa zana
peliicida (=p), material Fibrilar (), mitocondrias
(m)y sustancia de Golygil {g) y cuerpos
multivesiculares (¥). .Flecha indica el polo

centrifuan. Barra representail um

Iguales condiciones que en fige Ve Estrato de
mitocondrias y material fibrilar. Cbhsérvese
espacia interblastomérico (punta de flechal)s

mitocondrias (m), material fibrilar (). sustancia
de Golgi {g) Yy cCusrpos multivesiculares (%).
Flecha indica el polo centrifugo. RBarra

representa: 1 um

)
o

Embrién centrifugade 1 h & 70.000 g 9 fijado
min después. Parte centrifuga de estrato de
mitocondrias u material fibrilar 4 estrata de
cuerpos cristaloides. Obsérvese material fibrilar
(f)y cuerpos cristaloides () y "cohrtex’ (cod. CEl
corte es tangencial y en un sector se observa 1la
superficie del huevao con microvellosidades (punta
de fTlecha). Flecha indica @1 polo centrifugo.
Parra representar 0.5 pm

Iguales condiciones que en fig. 11. Se ohserva

material fibrilar (f). cuerpos cristaloides {(c) y

‘chrtex" {cod. El limite entre '‘cortex'y estrato de

cuerpos rcristaloides esta subravado por depdsito
de sustancia no identificada {cabeza de flechal.

Parra representad: 0.2 pm
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Figura 13 Iguales condiciones que é&n fig. 11. Corte
tangencial por polo centrifugo. Se ohserva
material fibrilar (f): cuerpos rristaloides (c)s
“artex' (co) w zona pelicida (=p). Flecha indi'ca
la direccidn de la fuerza centrifuga. Barra

representar 1 pm

Figura 14 Iguales condiciones que en fig. 7 Extremo
centripetao del ndcleo (N, en gstrato de
mitocondrias y material fibrilar. Obhsérvese
digitaciones. que sugieren su anclaje en el

citoesqueletn. PRarra repraesental 1 pm

e
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Figura 15 Embridn

min después. Nacleo
nuclédolo (nu)  en su extremo
representat 1 um

30

centrifugado 1 h a 90.000 g y

alargado

fijade 15
quie contiene

centrifugo. Rarra
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Figuras 16-19

Embriones centrifugados 1 h a 70.000 g 4

fijados

después de 10 min (146) 40 min (17 2 h (18) 4 & h

{19). En fig. 17 se observa recrdenamiento del

citoplasma 4 nuclenlos aunque se conserva porcidn

del casquete de lipidos. En fig. 18 se

segmenptacién de un blastémero que bisectara

observa

el

casquete de lipidos (L). En fig. 19, el planc de

segmentacion  es paralelo al casauete de

(LY. Barra representat 3 pm
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Figuras 20 gy 21
Embriones tratados simul taneamente con
citocalasina D y colcemidy, centrifugados a 70.000
g por 1 h y fijados 20 min después. Microscmpia
de Nomarski. Obs&rvese deformacién de blastomeros

y fragmentacidn de uno de ellos en fig. Z1. Barra

representat: 3 pJm

Figura 22 Embridn tratado con citocalasina D 4y colcemid,
centrifugado a 90.000 g por 1 h. Microscopla de
Nomarski. Obsérvesse fragmentacidn de blasitomeros.

Barra representa 3 pm

Figura 23 Embridn no tratado con inhibidores, centrifugado a
120.000 g por 1 h. Obsérvese iniciacién de

fragmentacidn. Parra representas 5 pm







Figuras 24 y 23
Embriones tratados simultaneamente con
citocalasina D y colcemid y cenirifugados 1 h» =}
70.000 g Fijados 1 h después (fig. 24) 4 2 b
despuls (fig. 29) de la centrifugacidn.
Microscopia de Nomarski. Obsérvese el cambic de

forma de los blastameros 9 1la redistribuacidn

parcial de sus componentes. Barra representat 5 pm

Figuras 26 gy 27
Embriones . tratados simul taneamente con
citocalasina D y colcemid y centrifugados 1 h &
90.000 g. Fijados 2 h despuds (fig. =26) u 4 h
después (fig. 27) de la centrifugacidn.
Microscopia de Nomarski. En fig. 26 todavia se
observa estratificacién g en fig. 27. el nlcleo

adn estid alargado. PBarra representas 5 pm
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DISCUSION

1. Estratificacion de componentes citoplasmalicos

1.1. Pplaridad del huevg

La observacidn en el polo centripeto del casquete de
1ipitos, con dptica de Nomarskis tinciones especiales Y
microscoplia electronicas revela aque el embridn de dos
calulas se orienta en el campo de tal forma que el vector
centrilfugo pasa siempre por el plano que Separa los
blastameros u la informacidn disponible no permite afirmar
que la orientacién corvesponda, aunque sea parcialmentes a
un eventual eje intrinsico de polaridad del hueve o que sea

solamente un efecto de la centrifugacidn, ga que el hitevo

padria seyr orientado al iniciarse una estratificacidn
paralela en cada blastomero. La megunda divisidn de
segmentacién  ocwrre en  un plano meridional vertical al

primero 4 por esta razén s6lo muy raras veces Se observa un
estadn de cliatro células en que ésitas presenten casquetes de
lipidos muy desiguales.

1.2. Ciiplosla de lps esiralos

Es facil distinguir un or den constante de
estratificacien cuando se centrifuga sobre 70.000 g pero es
may difieil la identificacion de los organelos prasentes en
cada estraktg poraue la citologla del embridm inicial de
maml feros presenta muchos vaclos a pesar de los frabajos
citoaquimicos con microscopla de luz publicados por Dalecq

1953, 1965)y Mulnard (1955, 1263), Irquierdo (1935, 12467).
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Rorghese (1957), Mintz (1964), Izquierdo & Raoblero (19265),
Cerisola & Izauierdo (19467), Izquierdo & Marticorena (1970,
1975), Izquierdo & Ortiz (1975), Ishivyama & Izauierdo (1977)
y los trabajos con microscopio electrdnico publicados por
Sotelo & Porter (1259), Izquierdo & Vial (1962), Schlafke &
Enders (1967)y Calarca & BEroun {(19469)y Hillman & Tasca
(1969), Enders {1971), 8Szollosi (1971)s Van Blerkom, Manes &
Daniel (1973), Panigel, Kraemer, Kalter, Smith & Heberling
(1975), Calarco & Mclaren (1576), Ducibella (1977}
Tzauierdo (1977), Grant, Milsson & Bergstrom (197?),
Vorbrodty, Konwinski, BSolter & Koprowski {1977); Mulnard &
Huygens (1978), Izquierdo, Lopez & Marticorena (1980),
Izquierdo & Ebensperger (1782), lois & Izquierdo (1984).

La difirultad radica en que los organelos y componentes

figurados del citoplasma se han definido en tejidos

diferenciados 4 no siempre presentan rasgos morfoldgicos o

wna ubicacidn tan evidente que sea posible reconocerlos en
cualquier tipo celulér y particularments, én células
embrionarias. El principal problema de clasificacidmn, en
los primeros estados de desarrcllo de mamiferos, se refiere
a la familia de cuerpos multivesiculares que SsSoOn  maY
npumerosos, S€ encuentran en todas las regiones de la ciklula
y adoptan formas muy variadas. LLa centrifugacidm ha
permitido distinguir aqui por densidad al menos dos clases
de cuerpos multivesiculosos: una clase &e cuerpos livianos
que se disponen bajo el casquete de lipidos 4w comprende,

entre olros, elementos que presentan actividad de fosfatasa

Arida Y otra clase de cuerpos mas pesados que se encuenitran
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entremezclados con mitocondrias yY complejos de Golai.
Gracias a la estratificacidén serila posible distinguir mas
precisamente @stas w otras clases de cuerpos vesiculares por
sus propiedades citoquimicas. En general, combinandeo los
métodns de estratificacién y citoquimica se podria conocer
mejor la citoloola de los embriones iniciales de mamiferos.

1.3. Cristalpides u makerial fibrilar

Com el microscopio electrénico se ha descrito en
embriones preimplantacionales de diversas especies de
mamiferos, cuerpos que miden generalmente menos de 1 um.
presentan estruétura paracristalina, dan reaccién positiva
para proteina y frecuentemente para fosfatasa alcalina 4 se
observan en morulas avanzadas asociados al reticulo
endoplasmico rugoso {(Hadek & Swifit, 19407 Calarco & Browrn,
19695 Moskalewski, Sawicki, Gabara & Koprowski, 19723 Van
Blerkom, Manes & Daniel, 19733 Izauierdo, Lopez &
Marticorenas 1980). En huevos de dos células de ratdn estos
cuerpos cristaloides son muy escasos pero aumentan cuando se
log cultiva en presencia de citocalasina B (Moskalewski,
Sawickis Gabara & Koprowski, 19725 Perrg & Snow, 1975) y
también durante el desarrollo normal hacia el blastocisto.

El material fibrilars aque es abundante desde el comienzo
del desarrollo, se caracteriza por su estriacidn transversal
(Heakley, 1946835 Calarco & PBroun, 1?&9; Van Blerkom & Runner,
19786) . Se observa en el ratdn pero no en otras especies
comp  conedjo u ovejla, ni tampoco en }05 primates (Baker &
Franchi, 194673 Van Blerkom, Manes & Daniel, 19733 Panigel,
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Kraemer, Kalter, Smith & Heberling, 19754 Calarco & McLaren,
1976). Los estudios citooqulmicos, aue revelan un contenido
en RNA w proteinas, asi como la observacidn de extendidos
con el microscopio electrdnico, sugieren que el material
fibrilar podria corresponder a polirribosomas almacenados
para ser utilizados durante @l clivaje (Weakley, 19673
Schlafke & Enders, 194673 Purkholdery Comings & Okada, 19713
Pachvaraova & De Leon, 1977).

Pasandose en la existencia de cuerpos cristaloides
descompactadosy gQue aparentemente se continuan en maﬁer%al
fiprilar, u también en el andlisis de la periodicidad se ha

propuesto que se trata de dos formas de organizacién de una

misma estructura (Doggenweilet, Campos. Monasterio &
Seplilvedas 1780) . Los resultadns del presente trabajo
apoyan esa interpretacidn PO cuanto revelan la

concentracidn de material fibrilar en el polo centrifugo del
huevo donde forma grandes estructuras semejantes a la~ de
cuerpos cristaloides,r aunque estos son poco frecuentes en
este estado de desarrollo del ratén. Serla posible con este
mdtodd un an&lisis citoguimico y ultraestructural acucioso

del depdsito de material que parsgce muy homogeneo.

1.4. Nigclep 4 pugleaolo

La disposicidn del nticleo entre el centro de la celula y
el polo centrifugo podrla interpretarse ;nmu un ordemamiento
de sus componentesy paralelo a 1la gstratificacion del

citoplasma. de acuerdo con diferencias de densidad.’ Sin

embargoy la alta densidad del material nucleolar y la forma
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irregular del extremo centripeto, sugieren que el ndcleo se
alarga al ser traccionado por el nuclénlo v estar anclado en
@l citpesqueleto. En muy diversos otros tipos celulares se
ha podido apreciar que los microtidbulos se extienden desde
el "coritex" hasta la zona nuclear Ppero es muy probable que
los microfilamentos (Tucker, 1981) W lu% filamentos
intermedios, en especial vimentina (Lazarides, 1982) estén
comprometidos en la mantencion de la forma celular Yy la
disposicidn espacial de los organelos.

Utilizando inmunof luorescenciay &n ambriones
preimplantacionales de rvatdn se ha localizado tubulina en
tode el citoplasma aunque mas concentrada en torno del
nheleos acktina v alfa-actinina especialmente concentradas en
el citoplasma periférico (Lehitonen & Badley, 1980). hNo se
ha reconocido filamentos intermedios {Jackson, Grund,
Sehmids  Blrki, Franke & Illmensee, 1980) excepto al parecer
de queratina {(Lehtonen,. Lehto, Vartioc, Badley & Virtanen,
19@83). En consecuencia, es posible que el nlicleo esté
insertado en el andamiaje de microtibulos, pero serla
necesario un estudio mas especializado del citoesqueleto de

v

huevos centrifugados para considerar esta conJetura.
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. Reordenamienio espacial despudés de la cenirifuwgacion

#.1. Casauele de llpidos

Este (1= el ftnico estrato aue despues ”de la
centrifugacidn conserva su lugar y la paulatina desaparicion
podria atribuirse, no tanto a un reordenamiento en funcidn
de 1la densidad relativa, como a su uktilizacieon metabbdlica.
Durante el desarrollo preimplantacional, los embriones de
ratédn pierden alrededor de 25 % de su peso Y contenido
proteico (Brinster, 1947) tal como podia presumirse de una
etapa de activa multiplicacidm 4 diferenciacidn celular,
pero no se sabe que contribucidn hacen los fosfolipidos al
metabplismo energético. En el mismo periodo, la cantidad
total de colesterol aumenta fHres veces 4 2 aunque astd
demostrado aue los embriones de ratdn desde el estado de dos
cédlulas sintetizan ¥ modifican los esteroles de la membrana
plasmatica, no se conoce el pool interno de Precursores
(Pratt, Keith & Chakraborty, 19803F Prati, 1982). Es posible
que @1 casquete de lipidos contenga parte de dichas
Precursores. Conviene tener en cuenta, sin embargo, que 1a
redistribucidn entre las células del material contenido en
el casaquete,; durante el clivaje, impide estimar Ffacilmente

su disminucidn de voldmen.

2.2. El lcbriexl '

Hemos observadeo que @@l "cortex’ no parece ser afectado
por la cenitrifugacién uy «que tanto el espesor comd la
densidad eleckrénica de ésie son aproximadamente seme.jantes
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en ambos polos. Estos resul tados confirman las
observaciones clasicas citadas en la Inlroduccibn gy tambié&n
otras algno mas recientes y particularmente detalladas como
las que fueron realizadas en &1 molusco Lymnae (Raven &
Aretschneider, 19425 Raven, 19393 Clamenty 1968). Sin
embargos la funcidn morfogenética del "cdriex" es todavia
poco definida y tambig&n lo es su relacidn estructural con la
membrana plasmatica por una parte y con el resto del
citopsqueleto por obra (véase revisidn en  Jacobson, 1983) .
Pero se Phan descrito bien precisamente algunos cambios
corticales que ocurren en el desarrolleo inicial de diversas
egpecies (revisidn en Vacquier, 19281). Algunas de estias
propiedades también han sido observadas recientemente en el
husve  de mamlfeross entre ellas conviene destacar lla
loealizacion de miosina u su modulacion por los  contactos
celulares (Scbel, 1983a, 1983b) y la actividad cortical
autanoma (Waksmundzka, Krusiak, Karasiewicz, Czolowska &
Tarkowski, 1984). Ei conjunto de estas observaciones
sugiere fusrtemente la existencia de una organizacion
integrada del citoesqueletos un andamiaje fundamental que
conservaria su organizacidn espacial en las condiciones del
presente trabajo. |

2.3. Lps oraanelos

El reordenamiento de los organelos despues de terminada
la centrifugacidn podria interpretarse c;ma 2]l resultado de
una difusién pasiva, al azar, de acuerdo con su densidad,

tamaro u el medio en que estan inmersos o @1 resultado de

una asociacidn selectiva por atinidad reversible de los
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componentes citoplasmdticos. Otra interpretaciém de las
observaciones es que esta redistribucidn sea un retorno
activo de los organelos a su posiciéan original. Bi'se trata
de un retorno pasivao por difusion o por afinidad selectiva
de los compomentes citoplasmaticos, serilia necesario explicar
por qué no ocurre lo mismo con 1os lipidos aue contiene el
casquete. En el caso de un retorno active, es necesario
postular un sistema de comportamiento elastico al cual los
organelos se encuentran ligados o asociados permitiendo asi
su  pronta redistribucidn en el citoplasma. La diferencia
observada para los llpidos poderia deberse a que dstos no Sse
encuentran rodeados de una membrana, por lo que no =ON
comparables a los obtros componentes citoplasmdticos,
especialmente para el caso de un vretorno activoy mediado por
una eatructura elastica, que podria corresponder al
citoesqueletn de alguna forma anclado a la superficie del
aorganelo.

La matriz citoplasmdtica efectivamente no es solamente
viscosa si no que tiene también un comportamiento elastico,
comn fue deterninado por medio del metodo de particulas
magnd&ticas en fibroblastos de pollo (Crick & Hughes, 1%50).
En ese entonces, Crick descartd la posibilidad de un
citoesqueleto, asumiendo Aque la elasticidad encontrada por
&1 indicaba la existencia de una estructura establecida por
relaciones temporales producidas por  fuerzas caloidales

entre los camponentes citoplasmaticos. Actualmente la

existencia de un citoesqueleto es evidente v aunaque’
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establerzca relaciones espaciales en la celulay no es

neresario considerarlo comno un sistema rigido y permanente.

Por el contrarios el citoesqueleto tiene suficiente’

plasticidad. modulada por la presencia de proteinas

regulatorias asociadas rgspnndiendo a los cambios internos 4
externos & los que estd sometida la célula, Y HUS
propiedades corresponden bien a un sistema de relaciones
temporales, como 1o entendid Crichk. Fatas asociaciones
temporales noe necesariamente se pueden entender cComo
aleatorias y efectivamentey se han descrito en muchas
cédlulas, centros o puntos fijos a partir de los cuales se
organiza el citopesquelelo, al menos para el caso de
microttbulosy en determinados momentos del ciclo celular
(Brooks & Richmond, 1983). )

No podemos por consiguiente excluir ninguna de las
alternativas propuestas para explicar la redistribucion de
los componentes citoplasmaticos, ni estas son exclugentes

entre si. Cualquiera cea el mecanismo o los mecanismos

comprometidos en el reovrdenamiento despuds de la
centrifugacidn, serla necesario que dieran cuenta de

situariones tan opuestas como la del casquete de lipidos aue
pErman&Ce desplazado 4 la del nldcleo aue na se desplaza.
et Efecto de citocalasina D v coleemid
Aunaue esta serie experimental sea muy preliminar y sdlo
se haya utilizado microscopia de luz sugiere que embr iones
tratados con citocalasina D y colcemid experimentan la misma
estratificacién observada en embriones no tratados con

menores fuerzas centrifugas g que el reordenamiento requiere
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mas tiempo. Sin embargo, no es posible  adelantar
conclusiones por diversas razones. Primero, no se ha
ensagade mads aue Colcemid 4 Citochalasina D. Segundo, se ha
empleado concentraciones de ambas drogas que 50N
aproximadamenie semejantes & las utilizadas por

atros autores (Siracusa, Whittingham & De Felici, 1980%

Pratiy Chakraborty & Suranii 19813 Kimber &
Suranis, 19813 ITzquierdo, lopex & Panuncio, 1984) pero
1o se ha estudiado 1la relacion dosis-efecto. Terceroy

con estas dosis es posible impedir la segmentacidn pero no
desaparecen los microfilamentos de las microvellosidades
{(Pratt, Ziomek, Reeve & Johnson, 19828 Izquierdo,.prez &
Panuncio, 1984) y auncue no sg observea microttitbulos, dosis
semejantes e Colcemid no son suficientes para suprimirlos
&en las células 3T3 (Prooks & Richmand, 1283) . En
consecuencia nuestros experimentos sugieren una
participacién del citvesqueleto en el reordenamiento del
citoplasma. Ademas se puede afirmar que el uso de
inhkibidores de distintos componentes del citeoesqueleto Y la
demcripciém morfoldaica de éste en embriones cenitrifugados
SON aproximaciones realistas al analisis de 1a
estrafificacién %) reordenamiento de los componentes

celulares.

3. Desarrollo de embriones centrifugados
El desarrollo hasta el esitado de blastocisto parecerla
indirar que la estratificacidn de cumbmnentes celulares es

-
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regulable 8 no altera gl plan mor fogendético. Annaue  los
embriones centrifugados que alcanzan el estado de
blastocisto san menos  que 1los controles igualmente
cultivados in  vitrps, no  se observa proporcidn entre la
magnitud de la fuerza centrifuga y el porcentaje de

blastulacidne. Por lo tanto es razonable atribuir el menor

desarrollo de los esmbriones centrifugados a la manipulacidn

mas prolongada y al aﬁbiente gaseonso no controlado durante
la centrifugacidn que podria produciv una discreta
alcalinizacitdn del medio de cultivo.

Por optra parte. ol rapido reordenamiento de los
componentes celulares sugiere la existencia de uTia
estructura fundamental que no es magormente modificada por
la centrifugaciéni sin embargo, se ha observado que en los
embriones centrifugados la blastulacidn estd algo retardada.
Es posibley inclusas que en esta etapa del desarrollo no
ewista todavia un plan morfeogengtico uy aue este solo
aparerca mas tarde cﬁmn una diferencia enltre las células
internas u periféricas de la morula (viase introduccion).
5i este fuera el caso, el reordenamiento de los componentes
celulares’ na tendria relacién directa con el fenbmeno de
regulacidn.

Finalmente, el desarrcllo de blastacistos a partir de
embriones centrifugados no representa necesariamente una
regulacidn completa o normalizacitn del desarrollo. No se
ha demositrado en Tforma indiscutible la lncafizacibn de

determinantes citoplasmiaticos mas que de la linea germinal.

coma el citoplasma polar de insectos (Mahowald et. al,
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1979 pera en varias otras pspecies se ha destrito
determinantes andlogos, incluse en mamlferos (véase Eddy,
1975). Si la centrifugacidn hubiese traslocado
irreversiblemente determinantes citoplasmdticos que =1
expresan en estados mas avanzados aque 1 blastocisto,
hubiera sido necesario para reconocer  su efecto haber
inyectado los embriones en una hembra pseudoprenada y haber
psperado el desarrollo de la cria hasta la pubertad antes de
fener una razonable certeza de qué la regulacién fTue
completa.

Los resultados expuestos no responden, ™~ por lo tantoy en
forma irredarg®ible & la hipdotesis que dio origen a este
trabaljo. .

Aunaue se ha revelado una organizacion espacial gque
mantiene el orden de los componentes celulares, no es
posible demostrar que esta organizacion sea responsable _te
la regulacidn y solo puede afirmarse que los embriones
centrifugados regulans en cuanto se defina regulacidn como

desarrollo hasta =21 estado de blastpcisto.
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