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RESUMEN

Blastdmeros aislados de embriones de B8 y 16 células
muestran una superficie 1lisa en el contacto con otros
blastdmeros uy una superficie libre microvellosa. Las
microvellosidades reaparecen completamente sobre la
superficie libre del 52 % de 1los 1/8 de embridn y
parcialmente sobre el 88 % de los 1/16 de embridn si son
cultivados in vitro por & h. Cuando embriones de 2 a 8
células son agregados a embriones de 8 células y separados
después de 1-3 hy la superficie de contacto de los embriones

de 8 c&lulas se vuelve lisa. Embriones fijados de 8 células

son también capaces de inducir 1la desaparicidn de
microvel losidades sobre 1la superficie de contacto de
embriones de 8 células. Agregados de mdrulas avanzadas no

muestran desaparicidn completa de microvellosidades en sus
superficies de contacto si no mds bien un aflojamiento de
sus blastémeros periféricos.

Nuestros resultados muestran que 1/8 y 1/16 tienden a
recuperarse de la regionalizacidn, que el proceso de
agregacidn de embriones con 8 células o menos es similar a
la compactacidn y que embriones con mas de 8 células parecen
agregarse por reordenamiento celular. Mostramos que la
regionalizacidn de blastémeros, que depende del contacto
celula—-célula puede ser la base espacial de 1la regulacién
embridnica y de la diferenciacidn normal adentro—-afuera de

embriones tempranos de raton.




SUMMARY

Blastomeres isolated from 8- and 146-cell embruos show a
smooth surface at their contact with other blastomeres and a
microvillous free surface. Microvilli reappear completely
on the smooth surface of 52 % of 1/8 embryos and partially
on B88% of 1/16 embryos if cultured in vitro for & h. When
2- to 8-cell embryos are aggregated to B-cell embryos rand
forced apart after 1-3 hy the contact surface of the 8-cell
embryos has become smooth. Fixed 8-cell embryos are also
able to induce complete disappearance of microvilli on the
contact surface of a living 8-cell embryo. Embruyos having
more than B cells do not induce complete disappearance of
microvilli on the contact surface of 8-cell embruos.
Aggregates of late morulae do not show complete
disappearance of microvilli at their contact surfaces but
rather a loosening of their peripheral blastomeres.

Our results show that isolated 1/8 and 1/146 embryos
tend to recover from regionalization, that the process of
aggregation of embryos having 8 cells or less is similar to
compaction and that embryos having more than 8 cells seem to
aggregate by cell sorting. We submit that blastomere
regionalization, which depends on cell-cell contact, mau be
the spatial basis of embryonic regulation and of the inside-

outside normal differentiation of early mouse embruos.




INTRODUCCION

La propiedad que algunos organismos tienen de
desarrollar formas completas a pesar de la perturbacidn
esperimental de sus estados embrionarios, conocida como
regulacidn embridnica, es notable en los mamiferos.

Blastdmeros aislados de embriones de ratédn de 4 y 8
ceélulas tienen el potencial de desarrollar pequenos
blastocistos completos aunque 1/8 de embriones forman, mas
frecuentemente, vesiculas trofoblasticas. Esto altimo, sin
embargoy no implica una restriccidn de potencialidad puesto
que las células, siendo pocas, podrlan estar todas situadas
en la periferia de la mdérula cuando ocurre la blastulacién y
asi diferenciarse en trofoectodermo, como lo predice el
modelo adentro-afuera (Tarkowski & Wrablewska, 19675
Hillman, Sherman & Graham, 1972). De estas observaciones se
ha inferido que 1la posicidn interna o externa de los
blastdmeros en la mdrula determina su diferenciacidn en masa
celular interna y trofoblasto del blastocisto,
respectivamente. La totipotencialidad de 1/8 de embridn
también ha sido revelada por su agregacidn a embriones
completos del mismo estado, donde se desarrollan
diferenciandose en diversos tejidos;i estas observaciones son
consistentes con aquellas de mdrulas tempranas agregadas,
que se desarrollan sin entremezclamiento de células (Garner
& McLaren, 197435 Kelly, 1977).

Los resultados descritos, por supuestos, no excluyen el
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desarrollo gradual de un patrdn espacial en embriones no
modificados. Realmente, en el estado de 4 células, el
pPrimer blastdmero que se divide estara localizado
preferencialmente en la masa celular interna del blastocisto
(Kelly, Mulnard & Graham, 1978) y en el mismo estado, partes
centrales y periféricas de los blastdmeros ua son diferentes
como puede reconocerse por la actividad enzimatica
regionalizada de sus membranas plasmdticas (Izquie~do,s Ldpez
& Marticorena, 19805 Izquierdo & Ebensperger, 1982).

En el estado de B células los embriones se compactan
(Ducibella & Anderson, 19750 Hasta entonces los
blastdmeros eran aproximadamente esféricos, solo presentaban

contactos puntuales entre si y el acoplamiento idnico entre

las células se debla a 1los puentes citoplasmaticos
remanentes de la divisidn celular (Lo & Gilula, 1979).
Durante la compactacidn 1los blastdmeros aduacentes se

aplastan unos contra otros, extendiéndose asi las areas de

contacto Yy reduciéndose considerablemente los espacios
intercelulares; las uniones celulares especializadas
comienzan a establecerse (Ducibella, 19773 Lo & Gilula,
19793 McLachlin, Caveney & Kidder, 1983) y las

microvellosidades desaparecen de las membranas plasmaticas
en aposicidn. Esta @ltima caracteristica servird en este
trabajo como una definicidn operacional de compactacién.

Los mecanismos involucrados en la compactacidn no son
conocidos Yy las investigaciones hasta ahora muestran que el
proceso ocurre tanto in vivo como in  vitro, que es

reversiblemente inhibido por ausencia de calcio o por




tratamiento con citocalasina B (Ducibella & Anderson, 1975)
Y4 que no es inhibido por la depolimerizacidn previa de 1los
microtdbulos (Ducibella, 1982). Ademas anticuerpos
preparados contra tumores embrionarios inhiben la
compactacidn en su forma Fab (Kemler et al., 1977) o en su
forma completa (Ducibella, 1980).

En el estado de 16 células pueden ser identificadas 2
poblaciones celulares distintas: una consiste de pequernas
células internas con microvel losidades escasas Y
uniformemente distribuidas; 1a otra consiste de células
grandes externas con microvellosidades concentradas en su
polo apical (Johnson & Ziomek, 1982). Estos distintos
linajesy sin embargoy; estadn adn indeterminados y se puede
observar experimentalmente gque cé&lulas internas pueden
diferenciarse en trofoblasto mientras que c2lulas externas
pueden contribuir a masa celular interna (Rossant & Lis
19793 Rossant & Vijh, 1980).

Aunque se pierda la capacidad de regulacidn embridnica
de los blastdmeros aislados de mdrulas compactadas de 16
células, no se pierde la capacidad de regular de las propias
mdrulas, las cuales fusionadas constituyen blastocistos
gigantes aque se desarrollan como quimeras (Mintz, 1965).
Puesto que por agregacidn de médrulas se producen quimeras
viables hasta unas pocas horas antes de 1la blastulacidn
(Burgoyne & Ducibella, 1977) es posible que en estas
condiciones células externas en el sitio de contacto lleguen

a ser masa celular interna. Alternativamente es posible gque



las células externas se extiendan sobre la superficie
mientras las cé&lulas internas de ambos embriones se juntan.
Aunque ambos casos revelarilan regulacidn embridnica, el
reordenamiento no implica totipotencia de las células, es
decir regulacidn de blastédmeros individuales.

En la bdsqueda del mecanismo que provoca la regulacidn
embridnica en blastdmeros desagregados ] embriones
agregados,s antesy durante y después de la compactacidn, una
aproximacidn razonable es estudiar las modificaciones de la
superficie celular. Aqui nos proponemos estudiar con el
microscopio electrédnico de barrido la superficie de 1los
blastdmeros para observar que modificaciones ocurren en las
zonas de contacto cuando se desagregan blastdmeros antes,
durante y después de la compactacidn 4 las modificaciones
que ocurren en zonas de contacto artificial cuando se
agregan embriones del mismo o de distintos estados.

Si la desagregacidn de blastdmeros causara una
modificacidn de la superficie distinta de la causada por la
agregacidn, 0 siy las modificaciones fueran semejantes pero
su cinética fuera diferente, seria posible comparar los
mecanismos que gatillan la regulacidn embrionaria por
pérdida 4y por adquisicidn de contactos.

Los resultados, especialmente los que se refieren a
modificaciones de la superficie por contactos, contribuiran
no solo a comprender mejor la regulacidn embridnica si no,

tambi&n la compactacidn durante el desarrollo normal.
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MATERIAL Y METODOS

1. Obtencidn de embriones

Se utilizaron 867 embriones Preimplantacionales
obtenidos por ovulacidn espontdnea de ratones hembra de 1la
cepa Suizo-Rockefeller y 17464 embriones obtenidos por
superovulacidn de hembras de ratdn de la cepa CF 1.
Resultados con ambos métodos y cepas fueron idénticos y no
se presentan separadamente.

Para la superovulacidmn, las hembras fueron inyectadas
con 5 wunidades internacionales (UI) de suero de uyuegua
premada (PMS) (Sigma) y, 44 horas mds tarde, con 4 Ul de
gonadotrofina coridnica humana (HCG) (Sigma).

La cépula se reconocid por la presencia del tapdn
vaginaly, y la edad de los embriones se estimd tomando como
momento de iniciacidn del desarrcollo las O horas del dia en
que se reconocid el tapdn. Las hembras fecundadas se
sacrificaron por dislocacidn cervical y se extrajeron los
oviductos. Los embriones se obtuvieron por perfusidn con el
medio descrito por Riggers (Piggers, Whitten & Whittingham,
1971) conteniendo 4 mg/ml de albfimina de suero de bovino

(BSA) (Calbiochem).

1.1 Composicidn del medio de Pigoers (Riggers et al.y 1971)

NaCl 94.5%9 mM, KCl 4.78 mM, KH PO 1.19 mM, MaS0 7H20 1.19
Z 4 4
mM 4 NaHCO 25.07 mM, Piruvato de Sodio 0.25 mM, Lactato de
3



Calcio 1.71 mM, Lactato de Sodio 21.58 mM, Glucosa 5.5&6 mM,

Penicilina 100.000 UI/ml, Streptomicina 0.050 mg/ml.

2. Eliminacidn de la zona pelficida

lLa zona peldcida de los embriones fue digerida por
incubacidn en solucidn de pronasa (Calbiochem) al 0.5 %
(p/v) en medio Piggers sin albdmina por 5 a 7 minutos o por
incubacidn en medio salino a&cido (pH 2.8) descrito por
Ducibella (Ducibella, 1980) durante 15 a 20 segundos.
Luego, los embriones se lavaron varias veces en medio

Biggers con albfimina.

2.1 Composicidn de la solucidn &cida {(Ducibella, 1980)

NaCl 140.0 mM, NaH PO .1 H O 0.73 mM, Na HPO 0.8&6 mM, KCl

2 4 2 Z 4
4.8 mM, MgS0 .7 H O 1.2 mM, CacCl 1.7 mM, Polivinil-
4 2 2
Pirrolidona 0.4 %.
3. Desagregacidn de mdérulas para obtener blastdmeros

aislados

Nomenclatura: PRlastdmeros aislados de embriones de 2,
4, 8 uy 16 células serdn llamados 1/2, 1/4, 1/8 u 1/16,
respectivamente.

Para obtener 1/2 o 1/4y embriones de 2 o 4 cé&lulas
luego de la postfijacidn (véase mas adelante), se pipetearon
enérgicamente. En algunas series experimentales se procedid

igualmente con embriones de 8 c&lulas para obtener 1/8.




Para obtener 1/8 y 1/16 se colocaron embriones de 8 y
16 c2lulas sin zona peldicida en medio Piggers a 3700, libre
de Calcio y Magnesio, los que fueron reemplazados por Sodio
(Cloruro de Sodio). Despuds de 5 a 10 minutos de incubacién
los blastdmeros fueron separados por pipeteo, lavados en
medio Biggers normal, fijados o cultivados por intervalos de
tiempo que variaron de 5 minutos a 16 horas y finalmente
procesados para microscopla electrédnica de barrido. El
namero de cdlulas se precisd en embriones desagregados y la
integridad de 1los blastdmeros, luego del cultivo, se
determind por su resistencia a 1la tincidn con eosina

amarillenta (yellowish eosine) al 0.5 % (p/v) en solucidn de

Biggers.

4, Agregacidn de embriones

4.1 Embriédn vivo mds embridn vivo

Embriones sin zona pelidcida fueron apareados,
utilizando para ello una micropipeta de vidrio pulida a 1la
llama. Se formaron pares en distintas combinaciones: 2+2,
2+8, 4+8, 4+14, B8+8, 8+14, B+PRlastocisto (Rl), 1&6+16. Los
pares fueron cultivados en contacto por intervalos de tiempo
que variaron entre 15 minutos y 3 horas. Los embriones que
no se adhirieron en ese lapso de tiempo fueron descartados y
los otros fueron separados por pipeteo antes o despuds de 1la

fijacidn.




4.2 Embridn vivo mas embridn fijado

Se procedid al apareamiento igual que en 4.1 pero uno
de 1los embriones fue previamente fijado. Para esto se
empled glutaraldehido al 3 % (p/v) o paraformaldehido al 2.5
% (p/v) en buffer fosfato 0.1 M pH 7.4 por tiempos que
variaron entre 15 y 60 minutos a temperatura ambientej; luego
el embridn fue lavado varias veces en buffer y en medio

Biggers durante al menos 1 hora.

s [ Cultivo

Los blastdmeros aislados o los pares de embriones
fueron cultivades en gotas de medio Biggers con albdmina,
bajo aceite mineral, a 37 OC, en una atmosfera de CO al 5 %

2
en aire himedo. Los tiempos de cultivo se especifican en

las diferentes series experimentales.

&. Microscopla electrdnica de barrido

Las muestras fueron fijadas en glutaraldehido al 3 %
(p/v) en buffer cacodilato de sodie 0.1 M pH 7.4 a
temperatura ambiente por 30 minutos. Luego fueron lavados
en el mismo buffer 0.05 M y postfijados en tetréxido de
osmio a. 1 % (p/v) en el buffer cacodilato de sodio por 90
minutos a temperatura ambiente en obscuridad. Después de un
lavado en buffer cacodilato 0.05 M e£]1 material fue montado
bajo acetona al 30 % (v/v) en planchetas de aluminio
cubiertas con gelatina al 1 % (p/v) en agua. Se deshidratd

pasando por una secuencia de acetonas de concentracidn




creciente y luego se procedid al secado por punto critico en
Co segin el método de Anderson (Anderson, 1951). Las
mugstras fueron cubiertas con una capa de oro de 30 nm de
espesor en un equipo Polaron E 5000 4y examinadas con la
unidad de barrido instalada en un microscopio electrdnico
Philips 300, En el curso de este trabajo se empled

indistintamente placas Polaroid 52 o pelicula de 35 mm

Panatomic.



RESULTADOS

Microvel losidades en la superficie de blastdmeros

desagregados de embriones de 2 a 146 cé&lulas

Treinta 4y cinco embriones de 2 4 4 cé&lulas fueron
fijados y postfijados antes de la desagregacidn y el mismo
procedimiento fue aplicado a 40 embriones de 8 células.
Sobre la superficie de blastdmeros desagregados de embriones
de 2 o 4 células las microvellosidades estaban uniformemente
distribuidas (fig. 1 mientras que sobre embriones de 8
ceélulas, comenzando la compactacidn, las areas de aposicidn
celular eran aplanadas y presentaban microvellosidades muy
cortas (fig. 2). En estados avanzados de compactacidén esta
regionalizacidn de la superficie celular fue mas evidente
puesto que las Aareas de aposicidn eran mads grandes Yy su
superficie era totalmente lisa (fig. 3, 4, 5, &6).

Blastdmeros de 150 embriones de 8 cé&lulas compactados,
que fueron desagregados y cultivados in vitro, recuperan una
forma esférica despuds de unos pocos minutos (fig. 7). Una

a cuatro horas mas tarde se reconocen relieves en la zona

lisa que estuvo en contacto, los que por su grosor
parecerian microvellosidades haciendo eminencia en la
membranaji mas hacia la periferia de la zona, se observa

microvellosidades tendidas sobre la superficie (fig. 8, 9) y
después de 6 h en cultivo, la superficie celular que estuvo
en aposicidn se vela casi tan microvellosa como la

superficie que era libre (fig. 10). Esta recuperacién total,




e =
e

sin embargo, fue observada en el 52 % de los blastdmeros

mientras que el resto no mostraba recuperacidn o solo una
recuperacidn parcial de las microvellosidades (tabla 1). No
seguimos la reaparicidn de microvellosidades sobre 1/8 mas
alld de 6 h en cultivo.

Noventa y cuatro embriones de 16 cé&lulas fueron
desagregados. Los blastdmeros externos de 20 embriocnes
fueron fijados despugs de minutos y los blastomeros de 74
embriones fueron cultivado in vitro por 3 a 16 h antes de la
fijacidn.

Plastdmeros desagregados de la periferia de embriones
de 16 células y cultivados in vitro por 10 minutos muestran
una superficie lisa que es proporcionalmerte mds grande que
la de 1/8. Esta superficie lisa esta rodeada por un anillo
de microvellosidades, que se observan mas largas Y en mador
densidad que las de la superficie libre (figs. 11, 12%.
Durante el cultivo in vitro de 1/1&6 las microvellosidades
reaparecen gradualmente sobre la superficie lisa pero
despuéds de 16 h en cultivo, cuando la mavorla de los 17146 se
han dividido en 2/3Z2, la superficie celular gque estuvo en
aposicidn todavia es menos microvellosa que la superficie

que era libre (fig. 13, 1435 tabla 1).

Microvellosidades en el sitio de contacto de embriones

agregados

Embriones de 2 c&lulas que fueron agregados Y lueago

separados muestran que las microvellosidades en el

Py
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contacto se han colapsado sobre la superficie celular ﬁfig.
15). Una descripcidn similar se aplica a la superficie de
contacto de embriones de 2 o 4 células que han sido
apareados con mérulas de 8 c&lulas (fig. 16). El efecto es
completamente diferente sobre la superficie de mbdrulas de 8
cédlulas, precompactadas o compactadas, que fueron apareadas
con embriones de 2, 4 u B células. Las microvellosidades en
el sitio de contacto sobre estas mdrulas han desaparecido y
la superficie es lisa, semejante a las Areas de aposicidn
celular normal entre blastdmeros de mbérulas compactadas
(figs. 17, 18, 19). Tenemos dudas sobre cuales son los
estados mas tempranos de desarrollo que responden a la
agregacidn por la desaparicién total de microvellosidades en
el sitio de contacto porque no hemos examinado embriones con
mads de 4 y menos de 8 células.

La agregacidn de embriones de B8 células con embriones
con mas de 8 células revela que la superficie del embridn de
8 c2lulas se vuelve lisa parcialmente, cuando se ha apareado
con una mirula de 16 células y menos adn cuando se ha
apareado con un blastocisto temprano (fig. 21). Por otra
parte, la superficie de contacto de mdrulas de 16 células no
se vuelve lisa cuando se agrega con embriones de 4, 8, 16
cdlulas o blastocistos (fics. 22, 23). En cambio, la
agregacidn por 3 horas o mas, de embriones de 16 células,
muestra wun aflojamientoc de las células periféricas que
permiten visualizar las cé&lulas internas (fig. 24).

Resumiendo: la capacidad de inducir por agregacidn la

desapariciéin de microvellosidades en la superficie de




contacto de un embridn de 8 ceélulas no cambia
apreciablemente desde el estado de 2 células hasta el estado
de 8 células y declina en estados mas avanzados mientras que
la capacidad para responder a la agregacidn por la
desaparicidn de microvellosidades en el sitio de contacto es
notable en embriones de 8 células y mas reducida en estados
mas tempranos o tardios (tabla 2).

De 785 pares de embriones cultivados por 1 a 3 h, sbdlo
alrededor de la mitad se agregd. El éxito en la agregacion
no depende del tiempo de cultivo y aun 30 min bastan para
causar agregacidn. Estados tempranos sincrdnicos se
agregan mas frecuentemente que estados asincrdnicos Yy que
mdrulas avanzadas o blastocistos tempranos (tabla 2)

Por microscopla de barrido hemos examinado 333
embriones en diferentes estados que fueron agregados Yy luego

separados (tabla 2).

Microvellosidades en el sitio de contacto de embriones

vivos agregados con embriones fi jados

Estos experimentos fueron hechos por apareamiento de
embriones de 8 cé&lulas vivos con embriones de 8 células que
hablan sido previamente fijados y lavados. Para distinguir,
durante el experimento el embridn vivo del fijado, usamos
mdrulas en compactacidn. Como en estas condiciones el
embridn vivo completaba este proceso durante el cultivo, era
facil distinguirlo del fijado con el microscopioc de luz.

La respuesta de los embriones vivos en el sitio de contacto




fue notablemente similar a 1la respuestay, ya descrita,
inducida por embriones vivos (fig. 20). En la mdrula
fijaday obviamentes no se reconocen modificaciones de las
microvellosidades. Apareamos 371 embriones fijados con
embriones vivos y después de 2 h, sdlo el 35 % de los pares
se agregd. No se reconocen variaciones significativas en
este porcentaje cuando se comparan diferentes tiempos de

cultivo y distintos fijadores.




Tabla 1

libre

de

(1/8 y 1/184).

iNimero de
iblastdmeros
iobservados

isin
irecuperacién
|
irecuperacién
iparcial

]
irecuperacidn

icompleta

iHoras de
icultivo
iin vitro

aislados

de

Porcentaje de reaparicidn de microvellosidades (#)
blastdmeros

embriones de

(#) Blastémeros sin recuperaci6n son ilustrados en la fig.
parcial en la fig. 9; con recuperacién completa en la fig. 10.

17

sobre la superficie
8By 16 células

}
i 1716 1 1/8B 1 2/32)
i i H ;
P16 Y -1 24}
: i H H
i H : !
P13 TF -1 4% |
1] ] 1 1
i i H :
i 8BL 1 -- 1 981}
H : | H
i oL 1 --1 o%}

H
] ; 16 :

con recuperacién
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Tabla 2 Efecto de la agregacién sobre la superficie de contacto en
diferentes combinaciones de embriones

H i { num.embriones! num.de | X agreg. !
(]
]

iCombinacioni Superficie (#) observados i pares | (#%) H
LI i microvellosa H 56 ' 75 1 80 H
H 2 H H i i H
i 2 i microvellosa : 28 : i H
!+ e e L DL L P fmm e e e : 85 i 33 ]
: 8 i lisa H 34 i : i
i 4 i microvellosa o i H i :
LI i parcialmente microvell.! 9 i H i
] T | Smm e s — H 15 | 60 i
i 8 i lisa H 4 i ' i
! 4 i microvellosa o H : : i
I i parcialmente microvell.! 20 i H H
: | Sesas s et e S s s [RE S eSS ns S H 88 H 50 {
: 16 i parcialmente microvell.! 27 i H :
: 8 i H H H !
P+ i lisa i 57 1170 H 77 |
i 8 H ' i ' i
i 8 i lisa o H : H H
i+ i parcialmente microvell. ! b i i !
i e e e i i eSS Rs s H 41 i 43 H
! 16 i parcialmente microvell. ! 7 H H H
! 8 i parcialmente microvell.! 13 H | H
P+ e e e e e e T e e Vi e e i i 49 H 40 H
! Bl i microvellosa o ! : H i
| i parcialmente microvell.! 14 i H i
H 16 i H H : :
T+ 1 parcialmente microvell.! 58 ! 262 | 35 H
H 16 : ' i H H

*# GSuperficie microvellosa es ilustrada por fig. 15 o 16; parcialmente
microvellosa por figs. 21-23 y lisa por figs. 17-19,

¥x Corresponde al numero de pares {columna 4&) que resiste al pipeteo
después de haber sido cultivado por 1-3 h.
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Figura 1

Figura 2

Figuras 3,

RPlastdmero de un embridén de 2 células desagregado
después de la fijacidn. La superficie de contacto
con el otro blastdmero (sc) y con el polocito
(punta de flecha) presentan microvellosidades como
en la superficie libre.

Parra representa: 10 um

RPlastdmero de una mdrula de 8 células en
compactacidn desagregado después de la fijacidn.
Se observa 3 zonas de contacto celular como
superficies aplanadas con microvellosidades
reducidas. EL resto de 1la superficie esta
cubierto de microvellosidades.

Barra representa: 5 um

4, 5 y &

Cuatro blastdmeros de una misma mbérula compactada
de B8 células que fue fijada y luego desagregada.
Se observa zonas de contacto celular, de forma
aplanada y carentes de microvellosidades. Estas
zonas son de mador extensidn que las que se
observan en la fig. Z. El resto de la superficie

esta cubierto de microvel losidades.

Parra representa: 5 um







Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Plastdmero desagregado de una mdrula compactada de
8 células que fue fijado aproximadamente después
de 10 min en cultivo. Ha recuperado la forma
esférica y se observa una zona lisa que
corresponderla a mads de un contacto.

Barra representa: 5 um

RBlastdmero desagregado de una mdrula compactada
de 8 células que fue cultivado por 1 hora, antes
de ser fijado. La membrana correspondiente a la
zona de contacto muestra relieves semejantes a
microvellosidades y ya no es tan facil
distinguirla de la zona libre (flechas).

Barra representa: 5 um

Plastdmero desagregado de una mdrula compactada de
8 células que fue cultivado por 4 horas antes de
la fijacidn. Obsérvese en la periferia de la zona
que estuvo en contacto, microvellosidades de
longitud uy didmetro normal arlicadas contra la
superficie (puntas de flecha) y hacia el centro de
la zona de contacto, relieves que sugieren
microvellosidades emergiendo.

(flechas).

Barra representa: 5 um

Plastdmero desagregado de una mérula compactada de
8 células que fue cultivado por & horas antes de
la fijacidn. Se ve toda la célula cubierta de
microvellosidades.

Barra representa: 5 um







Figuras 11

Figuras 13

y 12

Blastdmeros aislados de mdrulas de 16 células y
fijados después de 10 min de cultivo. Entre la
zona libre y la zona de contacto, se observa un
anillo caracterizado por una magor densidad de
microvellosidades, las que se observan mas largas
que en la zona libre (flechas).

Barra reperesenta: 2 um

y 14

Blastédmeros aislados de mdrulas de 16 células y
cultivados por 11 y 146 horas respectivamente antes
de la fijacidn. Ambos blastdmeros se han dividido
y se observa recuperacidn parcial de las
microvellosidades en la =zona que estuvo en
contacto (asteriscos).

Barra representa: Z um







Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Superficie de contacto entre 2 embriones de 2
ceélulas gque fueron agregados por 3 h u separados
despuéds de la fijacidn. Se observa la superficie
cubierta de microvellosidades aunque algo
colapsadas.

Parra representa: S5 um

Superficie de contacto de un embridn de Z células
que fue agregado con un embridn de B células por 3
h y separado después de la fijacidn. Las
microvellosidades se observan como en la fig. 15.
Barra representa: 5 um

Dos mbrulas de 8 células que fueron agregadas por

1 h uy ceparadas después de la fijacidn. Ambas
morulas presentan superficies de contacto
complementarias lisas que comprenden varios

blastdmeros (puntas de flecha).

Barra representa: Z0 um
Aumento de la mirula inferior de la fig. 17. La
diferencia entre la superficie de contacto y 1la
superficie libre es evidente.

Rarra representa: 5 um

Superficie de contacto de una mdérula de B células
que fue agregada con un embridn de Z células por 3
Fig fijada 4y separada. Obsérvese carencia de
microvellosidades.

Barra representat 5 um

Mérula de B cé&lulas que fus agregada con  una
mdrula de a8 celulas previamente fijada
{glutaraldehido al 3 % por 1 h) U separada despuégs
de 3 h en cultivo. La superficie de contacto
(puntas de flecha) es lisay como en las figs. 17—
19,

BParra representat 10 um






Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Dos blastdmeros de un embridn de 8 células
que fue agregado con un blastocisto Yy separado
después de la fijacidn. La superficie de contacto
{(sc) sobre uno de los blastdmeros se observa
parcialmente microvellosa.

Barra representa: 2 um

Embridn de 16 células que fue agregado con un
embridn de 4 células por 3 h y separado después de
la fijacidn. La superficie de contacto {(puntas de
flecha) es parcialmente microvellosa.

Parra representa: 10 um

Embridn de 16 células que fue agregado con otro
embridon de 16 células por 2 hy fijado y separado.
La superficie de contacto {(sc) se observa
parcialmente microvel losa.

BParra representa: 2 um

Superficie de contacto de un embridn de 16 células
que fue agregado con otro embridn de 16 células
por 3 hy fijado 4y separado. Los blastdmeros
periféricos (pe) estan desplazados y los
blastdmeros internos (in) son visibles.

Parra representa: Z um

-







DISCUSION

Los resultados muestran que blastdmeros desagregados de
embriones de B8 cé&lulas y de la periferia de embriones
tempranos de 16 c&lulas, esto es 1/8 u 1/16 de embridn,
presentan una polarizacidn de microvellosidades ua que estas
eztan presentes sobre la superficie libre y ausentes sobre
las superficies celulares que estaban en aposicidn. Después
de & horas en cultivo, las superficies lisas de
aproximadamente la mitad de los 1/8 han recuperado las
microvellosidades caompletamente mientras que las superficies
lisas de 1/16 se han recuperado solo parcialmente despuds de
146 horas en cultivo. Cuando se agrega embriones de 8
celulas, las microvellosidades sobre 1la superficie de
contacto desaparecen en menos de 1 hora 4y la membrana
celular se torna 1lisa como en las superficies entre
blastdmeros de una mérula compactada normal. La superficie
de contacto de embriones de 2 4 4 celulas, en cambio,
permanece microvellosa cuando ellos son agreagados con
embricnes del mismo estado o con mdrulas de 8 células. La
superficie de contacto scobre dichas médrulasy sin embargo, se
alisa rapidamente, swugiriendo asi gque embriones de 2 a 8
c&lulas son igualmente capaces de inducir la desaparicidn de
microvellosidades mientras que solo mdrulas en compactacidn
o recién compactados responden a la agregacidn con  la
desaparicidn de microvellosidades en su sitio de contacto.
lLa existencia de una "sewmal de compactacidn" es sugerida

también por e=zperimentos en que embriones fijades inducen la




desaparicidn de microvellosidades sobre mbrulas vivas.

Blastdmeros desagregados

Nuestra descripcidn de microvellosidades sobre la
superfice de blastdmeros que fueron desagregados 4y fijados
inmediatamente, es muy similar a la mostrada antes por Reeve
y Ziomek (1981) pero la descripcidn de la superficie de
blastdmeros que fueron cultivados in vitro antes de la
fi jacidn, es diferente a lo informado por Ziomek y Johnson
(1980, 1981).

La reaparicidn de microvellosidades sobre la superficie
lisa de 1/8 estd de acuerdo con el vasto potencial de
di ferenciacidn atribuido a ellos (véase Introduccidn).
Resul tados expuestos aqul sugieren que la regulacidn
embridnica podria ser provocada por la pérdida de contactos
celulares que permiten la reaparicidn de microvellosidades y
como resultado, la pérdida de regionalizacidn que puede
haber informado a los blastémeros sobre su posicion en el
embridn. En 1/16 la regionalizacidn disminuye durante el
cultivo in vitro sin regresar completamente y no conocemos
casos de blastémeros aislados de embriones de 16 cé&lulas que
lleguen a diferenciarse en blastocistos. Esta afirmacidn no
implica gue los 1/16 estén ua determinados puesto que Jrupos
de cé&lulas internas o externas de una mdrula de 16 células
pueden formar blastocistos completos (Rossant & Lis, 197935
Rossant & Vijh, 19805 Ziomek, Johnson & Handyside, 198Z).

Las observaciones sobre blastdmeros aislados parecen

ectar en conflicto con resultados de Ziomek u Johnson (1980,




1981) puesto que ellos informan que los 1/8 se polarizan en
cultivo y que los 1/16 mantienen su polarizacidn, reconocida
por la distribucidn de ligandos fluorescentes sobre su
superficie. Esta discrepancia podrla basarse en que el
patrdn de tincidn que ellos detectan con ligandos
fluorescentes estarla correlacionado con la alta densidad de
microvellosidades (Reeve & Ziomek, 1981) por lo tanto, 1lo
que ellos llaman polo microvelloso serla recilproco a lo que
aqui se 1llama superficie lisa. En efecto, el campo
microvelloso que observamos es mas grande que el polo que
ellos describen y ademas, Ziomek y Johnson (1980, 1981)
describen polarizacidn del 55 %L de los 1/8 después de 67 h
en cultivo y la mantencién de la polarizacidn en el 100 %
de los 1/1& despuds de 9-10 h mientras que nosotros
observamos recuperacidn completa de las microvellosidades en
el 52 % de los 1/8 y recuperacidn parcial en el 88 % de los
1/16 después de 6 h en cultivo. Diferencias en porcentajes
reclprocos, por supuesto, podrlan ser ignorados en vista de
diversos criterios uy métodos, sin embargo, es dificil
reconciliar la descripcidn que ellos hacen de una tendencia
a la polarizacidén durante el cultivo in viftro con® nuestras
observacionesy en condiciones similares, de una tendencia
definida a 1la reaparicidon de microvellosidades sobre las
superficies lisas, lo cual corresponde a una

despolarizacidn.




Agregacidn de embriones tempranos

Segdtin Johnson y Ziomek (1981) los 1/8 polarizan cuando
son puestos en contacto con otro blastdmero del mismo estado
y algo menos cuando son puestos en contacto con blastdmeros
aislados de estados mas tempranos. Nuestros resultados con
embriones agregados confirman los suyos sobre blastdmeros
agregados Y considerando lo que hemos observado en 1/8 y
1/16 aislados,; concluiriamos que la desaparicidn y la
reaparicidn de microvellosidades depende, en estos estados,
del contacto celular. Agregando embriones en diferentes
combinaciones observamos que la desaparicidn de
microvellosidades en el sitio de contacto es completa y deja
una superficie lisa, solo en embriones de 8 cé&lulas mientras
que la capacidad para inducir esta respuesta es mostrada
claramente por embriones de 2 a 8 células y menor en estados
mas avanzados. El estado de 8 células revela una capacidad
maxima para responder y probablemente también para emitir
"sermales de compactacidn®.

Trabajos de este laboratorio han mostrado una
regionalizacidn de la membrana plasmatica que es reconocida
por la demostracidn citoquimica de fosfatasa alcalina y 57—
nucleotidasa sobre las membranas celulares en contacto desde
el estado de 4 células tardio hacia adelante u por lo tanto,
precediendo la compactacidn (Izquierdo, Ldperzr & Marticorena,
19803 Izquierdo & Ebensperger, 1982). Esta precedencia es
observada también cuando se uwusa inhibidores de microtdbulos
y microfilamentos para detener el clivaje (Izquierdo, Lopez

& Panuncio, 1984) 3 ademas, observaciones preliminares

-
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nuestras (no publicadas) muestran que la agregacidn de dos
embriones de 8 células provoca actividad de fosfatasa
alcalina entre ellos en menos de 1 h. En consecuencia,
pensamos que el proceso de compactacidn comienza en el
estado de 4 células cuando el contacto entre blastémeros
induce su regionalizacidn y continla en el estado de 8
celulas cuando las microvellosidades desaparecen sobre las
superficies en contacto. Esto sugiere que la agregacidn de
embriones con B8 células o menos procede en una forma

similar a la compactacidn normal.

Adhesidn 4y compactacidn
El mecanismo de compactacidn es aun poco claros aungque

un aumento en la adhesividad célula-célula durante el

desarrollo ofrece una explicacidn razonable. Diversos

autores han descrito mecanismos de adhesidn celular
++

dependientes e independientes de Ca en una variedad de

tejidos embridnicos tumorales y diferenciados (Takeichi,
Atsumi, Yoshida, Uno & Okada, 19815 Magnani, Thomas &
Steinberg, 19815 Thomas & Steinberg, 19813 Thomas, Thomson,
Magnani & Steinberg, 19815 Grunwald, BPBrombergy, Crowley &

Lilien, 19815 Grunwald, Pratt & Lilien, 19825 Ogou, Okada &

Takeichi, 1982). La compactacidn es reversiblemente
++

inhibida por bajas concentraciones de Ca (Ducibella,

19277). Por otra parte, anticuerpos monoclonales contra

células de teratocarcinoma han sido usados exitosamente para

detectar antligenos de superficie involucrados en el efecto
++

del Ca sobre la compactacién (Hyafil, Babinet & Jacob,




19815 Shirayoshi, Okada & Takeichi, 19835 Yoshida—Noro,
Suzuki & Takeichi, 1984). Estos anticuerpos, sin embargo,
también inhiben 1la adhesidn de diversos tipos de células
epiteliales diferenciadas y el fragmento Fab anti-TC-F9 es
igualmente efectivo sobre la agregacidn de embriones de 8

ceélulas o menos (Ogou, Okada & Takeichi, 1982). Por 1lo

++

tanto, la adhesidn célula-célula mediada por Ca podrila

ser una causa necesaria pero no suficiente de la
compactacidn.

Semales de induccidn Y respuestas especificas de

ciertos estados de desarrollo también merecen ser

analizadas. Ya que embriones con md3s de B células presentan
una capacidad reducida para inducir 1la desaparicién de
microvellosidades se puede sugerir la existencia de una
semal especifica. Esta podrila investigarse por la
extraccidn selectiva de componentes de 1la superficie de
embriones fijados que, como hemos demostrado, retienen su
capacidad inductiva. Por otra parte, una respuesta
especlifica a esta semal hipotética, podria ser investigada
tratando embriones con inhibidores de diferentes elementos
de su sistema contractil (Siracusa, Whittingham & De Felici,
19805 Pratt, Chakraborty & Surani, 19815 Kimber & Surani,
19815 Izquierdo, Ldpez & Panuncio, 1984). Otra aproximacidén
al problema es el reconocimiento espacial de los componentes
del sistema contractil. Capas corticales de actina y alfa-
actinina han sido descritas en blastédmerocs de ratdn

(Lehtonen & BRadley, 1980) y la miosina cortical decaparece

f-J
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coﬁo consecuencia del contacto célula-célula (Sobel, 1983).
Obviamente, receptores en la superficie celular, especificos

de estado de desarrollo tambi&n podrian estar involucrados.

Agregacidn de mdrulas avanzadas

Nuestras observaciones sugieren que la agregacidn de
embriones con mds de 8 c&lulas no se desarrolla similarmente
a la compactacidni en lugar de eso las céluias externas
comienzan a aflojarse y probablemente se extiendan sobre la
superficie mientras las células internas de ambos embriones
llegan a juntarse. El tiempo requerido para la agregacién
de mdrulas avanzadas es mads largo que para mérulas Jovenes
(Burgoyne & Ducibella, 1977) y no se tiene informacidén
suficiente sobre el grado de entremezclamiento de células
como para alcanzar una conclusidn. La extensién y el
reordenamiento celular podrian depender de una adhesividad
diferencial (Kimber, Surani & Barton, 1982; Kimber & Surani,
19825 Surani & Handyside, 1983). Si los blastdmeros de
mamlfero presentaran dominios adhesivos y no—adhesivos, como
se describe Para blastdmercos de anfibios (Roberson,
Armstrong & Armstrong, 1980), la adhesividad baso-lateral de
los blastdmeros periféricos y la adhesividad en todo el
contorno de los blastdmeros internos podria ser la clave
para su reordenamiento.

Finalmente, proponemos que la regionalizaciédn de 1la
membrana plasmdtica de 1los blastdmeros, reconocida por
actividad de fosfatasa alcalina y 3’ -nucleotidasa, la

desaparicidn de microvellosidades y probablemente la
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adhesividad, aparecen epigengticamente como una consecuencia

del contacto célula-cé&lula y puede ser la base espacial de

la regulacidn embridnica y de 1la diferenciacidn normal

adentro—-afuera de embriones tempranos de ratdn.
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