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RESUMEN
i

En el embrién de ratén, desde el estado avanzado de 4
células se puede demostrar citoquimicamente la actividad de
st'-nucleotidasa (SNUCS y de fosfatasa alcalina (FAL) en las
regiones de contacto celular y su ausencia en las regiones
1ibres de contacto. El objetivo general de esta Tesis es
estudiar la funcién que tiene el contacto celular sobre la
regionalizacién de la membrana plasmatica que se reconoce
por la actividad de SNUC Y de FAL. Especificamente, se
plantean los siguilentes objetivos: 1) demostrar gque los
contactos celulares establecidos experimentalmente inducen
regionalizacién en las superficies que eran libres y que la
regionalizacién puede anticiparse del estado de ; células al
de 2 células; 2) investigar los mecanismos comprometidos en
la induccién de regionalizacidn e jidentificar componentes de
superficie celular dque pudieran estar invelucrados; 3)
estudiar la via de transmisidén de la sefial desde el contacto
artificial hasta la superficie que se regionaliza; 4)
describir otros efectos morfogenéticos posibles que sean
inducidos por el contacto celular y por la simulacidn de
contactos o por componentes de la via de transmisidn de la

sehal.

Agregando embriones con 8 0 mas células se induce
actividad de S5NUC o de FAL en la regién de contacto
artificial y cuando se agregan embriones de 2 células se

reconoce actividad de estos en el contacto artificial y en




los contactos naturales. Estos resultados confirman que el
contacto celular genera regionalizacidn y gue
experimentalmente puede anticiparse el ©proceso en

aproximadamente 12 h respecto de su ocurrencia normal.

En los agregados de embriones de 2 células se observa
que los contactos naturales se regionalizan antes que el
artificial, lo cual interpretamos suponiendo que el contacto
artificial genera una sehal que se transmite a los contactos
naturales y que estos se regionalizan en poco tiempo porque
en ese lugar las ceélulas han estado largo tiempo en
contacto. Esta ultima suposicidn se confirma puesto que el
porcentaje de contactos naturales regionalizados en la
unidad de tiempo es mayor cuando se agregan estados de 2

células mas avanzados.

La regionalizacidn inducida por contacto no es inhibida
por cicloheximida de donde se infiere que el contacto Yy la
transmisién de la senal no requieren de sintesis de
proteinas y que la demostracién citoguimica revela una

activacién de la enzima.

La regionalizacién puede ser inducida en embriones de 2
células libres utilizando algunas lectinas (Con A, WGA, SBA
pero no UEA I) en solucién o unidas a esferas de agarosa, lo
cual sugiere gque habria carbohidratos comprometidos en la
recepcién de la senal generada por el contacto en las

guimeras.




También puede inducirse el efecto de regionalizacién
con agonistas de segundos mensajeros del sistema
fosfatidilinositol 1lo cual sugiere que dichos mensajeros
podrian estar comprometidos en 1la transmisién de la senal
inducida por contacto, desde el contacto artificial al

natural.

La estimulacién con WGA Y agonistas de diacilglicerol
no sélo induce regionalizacién en embriones de 2 células
sino también procesos morfogenéticos mas avanzados dque

simulan la compactacién y blastulacién.




SUMMARY

Since the 4-cell late stage 5t-nucleotidase (5NUC)
and alkaline phosphatase (FAL) activities can be
cytochemically 'demonstrated on cell contact regions of
the mouse embryo. Here we submit that cell contact

causes the regionalization of these enzyme activities.

Embryos having 8 cells or more when aggregated
reveal 5NUC and FAL activity on the region of artificial
contact and aggregated 2-cell embryos show these enzyme
activities on those contacts but more frequently on the
natural contacts. We ascribe . this result to the longer
cell apposition on the natural contact as it is shown

when advanced 2-cell embryos are placed in contact.

AResults suggest that a signal generated at the
artificial contact is transmitted to the natural contact
where the enzyme activity is demonstrated. The
artificial contact can be replaced by several lectines
(Con A, WGA, SBA but not UEA I) either in solution or
attached to agarose spheres. The transmission of the
contact signal can be simulated by :second messengers of
the phosphoinositides pathway. The reception of the
signal by the effector at the natural contact activates

the ‘enzymes but does not require their synthesis.




stimulation of 2-cell embryos by WGA and by

diacylglycerbi agonists anticipate not only their

regionalization but also a compaction and blastulation

that mimic these normal morphogenetic events.




ABREVIATURAS

4aPDD 4-a-forbol 12, 13-didecanoato

BSA Albumina de suero de bovino

ccD Citochalasina D

CHX Cicloheximida

Con A Concanavalina A

db-cAMP Dibutiril-cAMP

DMSO Dimetilsulfoéxido

FAL Fosfatasa alcalina

H7 17(5—isqquinolinasu1fonil)-2metil-
piperazina

hCG Gonadotrofina coridénica humana

5NUC 5'-nucleotidasa

OAG 1-0leoil 2-acetil glicerol

PKC Proteina quinasa C

PMA Forbol 12-miristato 13-acetato

PMSG Gonadotrofina de suero de yegua prefnada

PVP Polivinilpirrolidona

SBA Aglutinina del poroto de soya

Tris Hidroximetilaminoetano

UEA I Aglutinina de aulaga

W7 N- (6-aminohexil)-5-cloro-1-
naftalensulfonamida

Ul Unidades internacionales

WGA Aglutinina de gérmen de trigo




INTRODUCCION

El desarrollo inicial de los mamiferos se extiende
desde la fecundacién hasta la implantacién del embrién en el
endometrio. Esta etapa culmina con la formacién del
blastocisto, en el cual se distinguen por primera vez dos

tipos celulares, la masa celular interna Yy el trofoblasto.

Durante este periodo del desarrollo se plantea el
problema de cémo explicar la diferenciacién celular
observada en el blastocisto a partir de un huevo, en el que
no se distinguen regiones citoplasmaticas bien definidas Yy
cuya segmentacién genera células constituidas por
citoplasmas semejantes que rodean nucleos supuestamente
iguales. Ademas, durante estas etapas, hay normalizacién
del desarrollo (regulacién embriénica) 1luego de 1la
desagregacion de células o de la agregacién de embriones
(Tarkowski & Wroblewska, 1967) y de otras operaciones mas
controladas como la destruccién de ciertos blastdémeros
(Matte et al., 1987) Y la estratificacién del citoplasma por
centrifugacién (Téllez et al., 1988). Por lo tanto, la
diferenciacién celular que se manifiesta en el blastocisto
no podria atribuirse a un desarrollo estrictamente
determinado sino a una organizacién intrinseca labil y/o a
factores extrinsecos, como SOn las diferencias generadas
durante la segmentacién en cuanto a contactos celulares Y

quizas también, en cuanto a microambiente celular




(Izquierdo, 1986) .

DESCRIPCION AD HOC DEL DESARROLLO PRBIHPLAHTACIONBL DEL
RATON

El desarrollo preimplantacional del ratén comprende
divisiones <celulares (segmentacidn), regionalizacidn
celular, compactacién Y la diferenciacion celular del
plastocisto. Durante este periodo se mantiene el tamano del
embrién, que mide aproximadamente 70 pm de diametro. La
fecundacién ocurre en la ampulla y desde alli el embridn es
impulsado hacia el extremo uterino del oviducto. Este
transito dura 3,5 dias y durante é1 se realiza 1la
segmentacion. La primera divisién se produce 24-27 horas
después de la fecundacién y 1las siguientes divisiones
ocurren aproximadamente cada 10 a 12 horas (Luthard &
Donahue, 1975). Sin embargo, no son sincrénicas y por 1lo
tanto, se encuentran diversos numeros de blastdémeros aungue
sean mas frecuentes las potencias de dos (Graham & Deussen,

1978) (fig. 1).

Desde la primera divisién de segmentacioén se observa
una regionalizacién de 1los componentes celulares Y
simultéaneamente hay una jntensa actividad génica, que se
manifiesta tempranamente después de la fecundacidén Yy Sse
caracteriza por una rapida sustitucién del mRNA materno del

oocito, por el propio del embrién (West & Green, 1983).




Figura 1

Desarrollo preimplanta-
cional del raton.

En la columna iz-
quierda observaciones
por microscopia de luz
con o6ptica de Nomarski.
En todos los estados el
embrién esta rodeado
por la zona pelucida
(zp). En 1la columna
derecha observaciones
por microscopia elec-
trénica de barrido, en
gque la zona pelicida ha
sido eliminada para
observar la superficie.
a, b: embridn de 1 cél.
c, d: embridn de 2 cél.
e, f: embridn de 4 cél.
g, h: embridén de 8 cél.

no compactado.
i, j: embridn de 8 cél
compactado.
k, 1l: blastocisto, mc=
masa celular interna,
cb= cavidad blastocéli-
ca, t= trofoblasto.
Aumento: 290 X




cuando el embrién se ha segmentado en 8 células se
inicia el proceso de compactacién (Ducibella & Anderson,
1975). Hasta ese estado de desarrollo los blastémeros son
esféricos, presentan solo contactos puntuales entre ellos ¥y
el acoplamiento idnico se debe a la presencia de puentes
citoplasmaticos entre blastémeros hermanos (Lo & Gilula,
1979) . En la compactacién los blastémeros adyacentes se
aplanan unos contra otros, extendiéndose asi las areas de

contacto intercelular (fig. 1).

Durante la compactacién se producen cambios en 1la
adhesividad de los blastdmeros gque corresponden a la
expresién de una glicoproteina denominada uvomorulina que es
analoga a caderina E, antigeno arc-1 Y antigeno rr-1.
Ademas se han descrito en otros sistemas glicoproteinas que
corresponden a uvomorulina tales como L-CAM de pollo y CAM-
120/180 de humanos (revision en Fleming & Johnson, 1988). La
funcién de uvomorulina depende de la presencia de ca*tt en el
medio (Hyafil et al., 1981; Shirayoshi et al., 1983;
Ringwald et al., 1987). En esta etapa no se reconoce una
matriz extracelular estructurada, pero Yya se observa la
presencia de laminina, heparan-sulfato y nidégeno (Wu et al,

1983;: Dziadek & Timpl, 1985: Dziadek et al., 1985).

Los cambios descritos en la compactacioén son
dependientes del citoesqueleto, puesto que los agentes que
alteran la estabilidad de microtubulos y microfilamentos

interfieren con la compactacidn (Ducibella, 1980; Pratt et

10




‘1', 1982) -

El proceso de compactacién esta acompanado, ademas, por
el establecimiento de las primeras uniones intercelulares
especificas. En las regiones de contacto entre los
blastémeros aparecen puntos de fusién de membranas dque
impiden el paso de la emulsién de lantano Yy corresponden a
ntight junctions"; ademas, hay contactos que dejan un
espacio de 40 A delineado por el paso de la emulsién de
lantano, que corresponden a "gap junctions” (Ducibella &
Anderson, 1975). Estas tltimas son las uniones responsables
del acoplamiento iénico entre los blastémeros del embridn de
8 & mas células (Lo & Gilula, 1979; McLachlin et al., 1983;

Goodall & Johnson, 1984; Lee et al., 1987).

Al finalizar el paso por el oviducto, el embrion de
ratén es una mérula compuesta de aproximadamente 24 células
(Fernandez & Izguierdo, 1980}. En los blastdmeros
periféricos se estableéen vtight junctions zonulares"
sellando asi los espacios entre las células externas, dueé
constituiran el trofoblasto. Desde estados méas tempranos,
ya en algunos blastémeros de la mdérula se observa la
acumulacién de material en ei citoplasma que luego se vacia
a los espacios interblastoméricos (Izquierdo et al., 1976).
El sellamiento impide la difusidén del material intercelular
hacia el espacio extraembrioﬁario, formandose asi la cavidad

blastocélica.
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De esta manera, la moérula compuesta de un sélo tipo de
células se transforma en un blastocisto, en el cual puede
reconocerse la diferenciacidn de los blastémeros en dos
tipos celulares. Los blastémeros periféricos constituyen un
epitelio aplanado de células estrechamente unidas entre si,
denominado trofoblasto o trofoectoderma y los blastomeros
centrales, alrededor de un tercio del total, constituyen la
masa celular interna que queda desplazada hacia un polo. La
masa celular interna o brote embrionario, dara origen al
embrién propiamente tal y el trofoectoderma darad origen a la
mayor parte de 1los anexos embrionarios. Resumiendo, 1la
primera diferenciacién celular reconocida en el desarrollo
preimplantacional de mamiferos se manifiesta en 1la
transicién del estado de mérula al estado de blastocisto y
el trofoblasto es el primer tejido determinado. La
determinacién se demuestra por experiencias de microcirugia:
la masa celular aislada regenera una capa periférica de
trofoblasto, mientras que el trofoblasto aislado no regenera

masa celular interna (véase Fernandez & Izquierdo, 1983)

REGIONALIZACION DURANTE EL DESARROLLO INICIAL

El pfoceso de regionalizacién o de especificaciodn
regional se reconoce cuando los componentes celulares, que
tenian en cada célula una distribucidn espacial
relativamente homogénea Y dispuesta en un campo centro-

periferia, se redistribuyen constituyendo regiones

12




distintas. Ia regionalizacién es una étapa decisiva del
desarrollo inicial por cuanto implica la ruptura del
equilibrio, en este caso de la simetria esférica, y el

conienzo de un proceso morfogenético irreversible.

Desde las primeras etapas del desarrollo, se han
detectado signos de regionalizacion de algunos
componentes citoesqueléticos, utilizando técnicas de
inmunofluorescencia. En el embrién de 2 células, la miosina
cortical se concentra en las regiones alejadas del contacto
celular (Sobel, 1983), mientras gue espectrina Yy fodrina
aparecen en las regiones de contacto celular (Sobel &
Alliegro, 1985; Reima & Lehtonen, 1985; Schatten et al.,
1986). Los microfilamentos corticales, gue son detectados
en todos los estados del desarrollo preimplantacional
(Lehtonen & Badley, 1980), se concentran en las regiones
alejadas de los contactos celulares durante el estado de 8
células (Johnson & Maro, 1984) y los microtidbulos
corticales se localizan de acuerdo a un patrén similar

(Lehtonen & Badley, 1980; Houliston et al., 1987).

Ia regionalizacidén (o polarizacién) de los componentes
de la membrana celular se detecta desde el estado de 2
células con anticuerpos, lectinas y andlogos de lipidos, ¥
la proporcién de células polarizadas aumenta durante la
segqmentacion (Handyside et al, 1987). Asinismo, se ha
reconocido una regionalizacidén de la superficie celular,

desde el estado de 4 células hacia adelante, por la
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demostracién citoquimica de las actividades de fosfatasa
alcalina (FAL) Y 5'-nucleotidasa (5NUC), cuyos productos de
reaccién marcan exclusivamente las zonas de contacto
celular, (Izquierdo, 1977; Izquierdo et al., 1980; Izquierdo

& Ebensperger, 1982, Lois & Izquierdo, 1984). (fig. 2).

El proceso de regionalizacién del cortex Yy 1la
superficie celular es particularmente notable durante 1la
compactacién de la mérula de 8 células, cuando desaparecen
las microvellosidades en las regiones de contacto celular

(Reeve & Ziomek, 1981; Sepulveda et al., 1985).

SNUC Y FAL: DOS ECTOENZIMAS MARCADORAS DE LA REGIONALIZACION
DE LA MEMBRANA PLASMATICA

En esta Tesis nos interesan especialmente dos
ectoenzimas de membrana plasmatica, 5NUC Yy FAL, porgque de
acuerdo con observaciones realizadas en este laboratorio
pueden ser usadas COmO marcadores de regionalizacidn
(Izquierdo et al., 1980; Izquierdo & Ebensperger, 1982). Se
cree gque ambas enzimas estan unidas covalentemente a
fosfatidilinositol glicosilado, por el lado externo de la
membrana (Low & 7zilverdsmith, 1980; Cross, 1987; Low, 1987;

Cross, 1987).

Ectoenzimas son proteinas integrales de membrana
plasmatica que tienen su sitio activo situado sobre 1la
superficie externa de la célula. Se han planteado

diversas hipétesis para explicar la funcién de las
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Regionalizacicén

Demostracidén citogquimica de |
la actividad de 5NUC durante !

el desarrollo preimplantacio-
nal del ratdén. Aumento: 260 X

a: embrion de 2 células dque
no presenta actividad.

b: embrioén avanzado de 4 cé-
lulas, donde aparece activi-
dad en las zonas de contacto
celular (flecha).

c, d: embriones de 8 y 16 cé-
lulas, respectivamente, con
todos sus contactos celulares
marcados.

e: blastocisto con notable

actividad en la masa celular

_

interna (mc).
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ectoenzimas. La mas simple propone gque ellas metabolizan
sustratos, disponibles extracelularmente, como parte de una
via metabélica extracelular. Una segunda hipétesis, es que
las ectoenzimas funcionan como partes integrales de procesos
de transporte celular, siendo el efecto neto el de asegurar
un transporte vectorial de sus productos a través de la

membrana plasmatica (Stanley et al., 1982).

Las ectoenzimas también podrian funcionar como
receptores, aungue no se sabe como las sefiales de superficie
celular podrian ser transducidas en respuestas celulares.
Sin embargo, se han propuesto interacciones de ectoenzimas
con el citoesqueleto, como por ejemplo entre 5NUC y actina

(Carraway et al., 1979).

Otra caracteristica notable de muchas ectoenzimas es la
gran fluctuacidén de su concentracién en 1lugares de
crecimiento y diferenciacién celular (Berman et al., 1980).
Por lo tanto, se ha considerado la posibilidad de que esten
involucradas en los mecanismos que gatillan la

diferenciacién (Stanley et al., 1982).

5'-nucleotidasa (EC 3.1.3.5) es una glicoproteina
intrinseca de membrana que se encuentra en diversos tipos
celulares (Stanley et al., 1980). Aungque no se le ﬁa
asignado ningun rol fisiolégico, se han sugerido algunos,
por ejemplo, la degradacidn de nucléotidos y la produccién

de adenosina (como una "hormona local" segun Baron et al,,

16




1986).

SNUC es ampliamente usada como un marcador general de
membrana plasmatica, aungue la enzima parece estar
concentrada (regionalizada) en ciertos dominios de células
epiteliales polarizadas, tales como hepatocitos (Wisher &
Evans, 1975) y células del epitelio intestinal (Baron et

al., 1986).

La enzima existe principalmente como un homodimerco de
subunidades o« de un peso molecular aproximado de 70.000
(Bailyes et al., 1982, 1984). Alrededor del 20 % de la
enzima se encuentra como un heterodimero de subunidades a Y
g. La subunidad B tiene un peso molecular aproximado de

38.000.

Se denomina Fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1) a una
familia de isoenzimas con propiedades cataliticas similares,
que hidrolizan una variedad de fosfomonoésteres en un rango
de pH alcalino. La mayoria son proteinas diméricas en gque

el peso molecular de cada subunidad varia entre 64.000 ¥

72.000. son altamente glicosiladas conteniendo lacido
sidlico como carbohidrai:o terminal (Fishman, 1974). Son
metalo-enzimas que en su forma nativa contienen cuatro
Atomos de 2zinc; dos ‘estian asociados a la actividad
catalitica y dos contribuyen a la integridad estructural de

la molécula.
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La funcién fisiolégica de FAL se desconoce, aungue su
actividad ha sido asociada a 1a formacién de proteinas
fibrilares y también al pasaje de metabolitos a través de la
membrana celular (Burstone, 1962; Fishman, 1974; Hertz,

1985) .

FUNCION DEL CONTACTO CELULAR EN LA REGIONALIZACION Y EN LA
DIFERENCIACION HACIA BLASTOCISTO

Tarkowski y Wréblewska (1967) estudiando el desarrollo
in vitro de blastémeros de ratén aislados en diferentes
estados de segmentacién, observaron que blastémeros aislados
de un embrién de 2 ceélulas producian mas blastocistos que
vesiculas trofoblasticas, mientras que los aislados de
embriones de 8 células producian menos blastocistos que
vesiculas trofoblasticas ("blastocistos" sin masa celular
interna). Estos resultados fueron interpretados suponiendo
que al tiempo de la blastulacién las ceélulas se diferencian
de acuerdo a su posicién: las externas hacia trofoblasto y
las internas hacia masa celular. Puesto que el blastocele
aparece en funcion de la edad del embrién y no del numero de
células (Fernandez & Izquierdo, 1980), mientras mas avanzado
es el embrién del cual se aisla un blastémero menos probable
es que éste alcanée a segmentarse un suficiente numero de
veces como para tener células internas cuando sobreviene la
blastulacién. Esta interpretaciodn epigenética del

desarrollo se ha denominado modelo adentro-afuera,
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invocandose la diferencia de posicién como la causa de 1la

diferenciacién celular.

Pero estas diferencias posicionales generan también un
microambiente distinto para las células internas y externas
de la mérula, el cual podria ser causante de 1la
diferenciacién celular. Sin embargo, es improbable gque se
trate solamente de un microambiente gquimico, porgue
produciendo un blastocisto quimérico gigante e introduciendo
una mérula en su cavidad blastocélica se observa que ésta se
desarrolla como un blastocisto normal (Pedersen & Spindle,
1980) . En conjunto, las explicaciones invocadas para la
diferenciacién celular del blastocisto son, a nuestro
parecer, incompletas porque no explican los mecanismos por
los cuales las células reconocerian su posicién dentro del

embridén.

Pensamos que la diferenciaciodn celular se inicia con la
regionalizacién, y ésta con los contactos celulares, los
cuales aportarian informacién posicional mediante receptores

especificos que transducirian la sefal de posiciodn

Los contactos celulares estarian involucrados en 1la
regionalizacién Yy eventualmente en la diferenciacidn
célular, como lo sugieren experimentos de agregacién Yy
desagregacién de embriones. Por ejemplo, poniendo en
contacto embriones iniciales de ratén se ha observado una

redistribucién de componentes citoesqueléticos corticales
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(miosina, espectrina), formacién de uniones hendidas ("gap
junctions") y desaparicién de microvellosidades en las zonas
de contacto; ademas, estos procesos de redistribucién
espacial, se revierten al separar los blastémeros, lo cual
significa que se requiere contacto celular para mantener la
regionalizacién (Sobel, 1983a, b; McLachlin et al., 1983;

Sobel & Alliegro, 1985; Sepulveda et al., 1985).

De acuerdo con los antecedentes antes citados
proponemos que el contacto celular seria la causa eficiente
que provocaria la regionalizacién de la membrana plasmatica,
generando la primera asimetria gque ocurre durante el
desarrollo inicial de los mamiferos y que seria un requisito
para la morfogénesis y la diferenciacién celular. Es
decir, la regionalizacién durante el desarrollo de mamiferos
comenzaria tan temprano como el primer contacto, producido

por la primera divisiodn.

Ya hemos estudiado el efecto del contacto celular en la
distribucién de las microvellosidades (Sepulveda et al.,
1985) y en esta Tesis se pone a prueba tal hipdtesis
estudiando la regionalizacidén de dos enzimas de superficie
celular - 5'-nucleotidasa y fosfatasa alcalina - que se
observa durante la segmentacidn del embrién de ratén y de
otros mamiferos (Ishiyama & Izquierdo, 1977) y gque en
condiciones normales precede la desaparicion de
microvellosidades gque ocurre durante la compactacién.

Ademés, se estudia 1la induccién de dos eventos
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morfogenéticos que normalmente suce
!

- compactacién y blastulacién -

ja observacién in vivo.
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OBJETIVOSB

OBJETIVO GENERAL o
El objetivo general de esta Tesis es estudiar el efecto
que tiene el contacto celular sobre la regionalizacidn de la
membrana plasmatica, reconocida por 1la demostracién

citoquimica de 5NUC Y FAL, y sobre otros eventos

morfogenétios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Los objetivos especificos principales de esta Tesis

son:

1) Demostrar gue 1lo0s contactos celulares experimentales
causan regionalizacién de las enzimas marcadoras y que este

proceso puede anticiparse, en relacidn al desarrollo normal.

2) Investigar los mecanismos que participan en la induccidén
de la regionalizacién causada por el contacto celular e
identificar los componentes de superficie gue pudieran estar

involucrados.

3) Estudiar la via de transmisién de la senal jnducida por
el contacto, desde el contacto artificiai hacia 1la

superficie celular que se regionaliza.

4) Describir otros posibles efectos morfogenéticos
provocados por la estimulacién artificial de la superficie
celular o por componentes de la via de transmisién de 1la

sefial inducida por el contacto.
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MATERIALES Y METODOS

1. OBTENCION DE EMBRIONES

Se utilizaron embriones preimplantacionales obtenidos
del cruce de hembras de raton superovuladas de la cepa CF 1,

con machos de la misma cepa.

Para la superovulacién, las hembras fueron inyectadas
con 5 unidades internacionales (UI) de suero de yegua
prehada (PMS) (Sigma) Y 44 horas mas tarde, con 4 UI de

gonadotrofina corisénica humana (hCG) (Sigma).

La cdpula se reconocié por la presencia del tapodn
vaginal. Las hembras fecundadas se sacrificaron por
dislocacién cervical, se extrajeron 1los oviductos y 1los
embriones se obtuvieron por perfusién con el medio descrito
por Biggers (Biggers, Whitten & Whittingham, 1971)
ajustando la concentracién de albumina de suero de bovino
(BSA) (Sigma) a 4 mg/ml. La edad de los embriones se

expresa en horas post inyeccién de hCG.

En los resultados designaremos a los embriones de 2
células como tempranos, cuando al comienzo de 1los
experimentos tienen 42 h post hCG y como tardios, cuando al

comienzo de los experimentos tienen 48 h post hCG.
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1.1 Composicién del medio de Biggers (Biggers et al., 1971)

NaCl 94.59 mM
KC1 4.78 mM
KH2P04 1.19 mM
MgsSO, x 7 H,0 1.19 mM
NaHCO, 25.07 mM
Piruvato de Sodio 0.25 mM
Lactato de Calcio 1.71 mM
Lactato de Sodio 21.58 mM
Glucosa 5.56 mM
Penicilina 100.000 UI/ml
Estreptomicina 0.05 mg/ml
Rojo fenol 5 mg/1l
2. ELIMINACION DE LA ZONA PELUCIDA

La zona pelucida de los embriones fue digerida por
incubacién en medio salino 4cido (pH 2.8) descrito por
Ducibella (1980) durante 15 a 20 segundos. Luego, 1los
embriones se lavaron varias veces en medio Biggers con
albumina y fueron cultivados por al menos 1 h para
recuperarlos del tratamiento 4&cido. Se ensayaron
recuperaciones de hasta 6 horas, pero no variaban 1los

resultados.

En ciertas series experimentales, la zona pelucida

fue digerida por incubacidén en solucién de pronasa
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(calbiochem) al 0.5 $ (p/v) en medio Biggers sin albumina,
por 5 a 7 minutos. Luego, se realizaron 5 lavados en

Biggers y se cultivé durante 1-2 h antes de la agregacion.

2.1 Composicién de la solucion &cida (Ducibella, 1980)..

NaCl 140.0 mM
NaH,PO, 0.73 mM
Na,HPO, 0.86 mM
KC1l 4.8 mM
MgsSO, x 7 H,0 1.2 mM
cacCl 2 1.7 mM
Polivinilpirrolidona 0.4 %

(PM: 40.000)
3 CULTIVO

Los embriones fueron cultivados en gotas de 5 a 10 ul
de medio Biggers bajo aceite mineral en una atmésfera de 5 %

(v/v) de CO, en aire humedo y a 37 °C.

En otras series experimentales, que se indican, en
las cuales las sustancias utilizadas eran solubles en
vaselina, los cultivos fueron hechos en capsulas especiales,
Falcon 3031, en un volumen de 400 a 600 pl. Para evitar la
evaporacioén se agregdé agua en la camara externa de la

capsula.
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3.1 control de la viabilidad de los embriones.

La viabilidad de los embriones al finalizar 1los
cultivos en 1las diferentes series experimentales fue
controlada colocando los embriones en eosina amarillenta
(Merck) al 0.5 % en Biggers y los embriones que se tifieron

fueron descartados.

4. AGREGACION DE EMBRIONES

Pares de embriones sin zona pelucida fueron colocados
en gotas de medio Biggers, puestos en contacto con una
pipeta pulida a la llama Yy cultivados, como se describe
arriba, por diferentes lapsos, que variaron entre 1 y 6 h.
Embriones que no se agregaban durante el periodo de cultivo
o gque se disociaban durante 1la manipulacién eran

descartados.

se formaron pares en diversas combinaciones de
distintos estados de desarrollo, gque en este trabajo
denominaremos, de acuerdo con el numero de células de los
embriones, como 2+2, 2+4, 2+8, 2+blastocisto (bl), 4+8, 8+8,

8+bl, etc.

En los resultados designaremos dos tipos de
contactos: contactos naturales, es decir, aquellos entre
células de un mismo embrién y contactos artificiales, es
decir, aquellos entre células de embriones diferentes qﬁe

resultan de la agregacion.
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5. TECNICAS CITOQUIMICAS

Al describir 1los resultados, nos referiremos a
embriones no regionalizados Yy a embriones regionalizados.
En los primeros, las actividades de 5NUC © FAL no son
detectadas con nuestros métodos citogquimicos y en 1los
embriones regionalizados estas actividades enzimaticas son
detectadas en los contactos celulares. Como se explicé en
1a Introduccién, hasta el estado de 4 células, los embriones
no estan regionalizados y todos los embriones con mas de 4

células estan regionalizados.

5.1 Deteccidén de la actividad de 5'-pnucleotidasa (5NUC).

Para la demostracién de la actividad de 5NUC, 1los
embriones se procesaron segun el procedimiento de Izquierdo
& Ebensperger (1982) adaptado de Uusitalo Yy Karnovsky
(1977). Se fijaron en una solucién de glutaraldehido al 1 %
en amortiguador tris-maleato 0.1 M a pH 6.0 durante 1 h a
temperatura ambiente. Luego se lavaron en amortiguador
tris-maleato 0.1 M a pH 7.2 tres veces Yy Se€ incubaron a pH

7.2 durante 50 min a 37 °C, en el medio indicado en 5.1.1.

Luego de la incubacién, 1los embriones se lavaron en
amortiguador tris-maleato Yy en agua. El producto de la
reaccién se reveld exponiendo los embriones a una solucién
de sulfuro de amonio al 0.1 % por un par de minutos.

Finalmente, fueron lavados en agua Y montados enteros en

28




glicerol al 50 %, para ser observados al microscopio de luz.
como control de rutina se incubdé en un medio sin el

sustrato.

5.1.1 Composicién del medio de jncubacién utilizado para la

deteccién de la actividad de s5t-nucleotidasa.

5' AMP 1.5 mM
Tris-maleato 0.1 M
Nitrato de plomo 1.5 mM
sulfato de Magnesio 10.0 mM
Glucosa 5 %
5.2 Deteccién de la actividad de fosfatasa alcalina (FAL)

Para la demostracién citoquimica de la actividad de
FAL, los embriones se procesaron segun el método utilizado
por Izquierdo et al (1980). Se fijaron en una solucidén de
glutaraldehido al 3 % en amortiguador cacodilato 0.1 M a pH
7.4 durante 1 h a temperatura ambiente. Luego se lavaron en
el mismo amortiguador tres veces y se incubaron a pH 9.5
durante 90 min a temperatura ambiente, en el medio indicado

en 5.2.1.

Luego de la incubacidén los embriones se lavaron en
amortiguador cacodilato 0.1 M pH 7.4 y en agua. El producto
de la reaccién se revelé exponiendo los embriones a una

solucién de sulfuro de amonio al 0.1 % por un par de
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minutos. Finalmente, fueron lavados en agua Yy montados
enteros en glicerol al 50 $, para ser observados al

microscopio de luz.
Como control de rutina se incubé embriones en un

medio sin sustrato.

5.2.1 Composicién del medio de incubacién utilizado para la
deteccién de la actividad de fosfatasa alcalina.

B-glicerofosfato 32 mM
Tris 160 mM
citrato de plomo 3 mM
sulfato de magnesio 6 mM
Glucosa 5 %
6. CULTIVO EN PRESENCIA DE LECTINAS
6.1 Ccultivo con lectinas en solucidn

Embriones de 2 células fueron cultivados como se
indica en 3, en una solucidén de Biggers que contenia una de
las lectinas sehaladas en 6.1.1, por tiempos variables entre

1 y 6 horas.

Las lectinas wutilizadas tienen afinidad por
diferentes residuos sacaridos especificos, como se sehala en
6.1.1 y las concentraciones utilizadas variaron entre 50 Y

700 pg/ml (Wartiovaara et al., 1978; Kimber & Bird, 1985;
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zuzack & Tasca, 1985; Dealtry et al., 1987) .

Luego de las incubaciones los embriones fueron
procesados para 1a deteccién citoquimica de 5NUC 6 FAL, como
se indica en 5, o montadas para microscopia de luz © fijadas

para microscopia electrénica, como se indica en 10.

6.1.1 Lectinas utilizadas

Lectina: sacarido concentracién utilizada:
reconocido:

Con A glucosa 700 pg/ml

(Canavalia manosa

ensiformes)

WGA N-acetilglucosa- 50 pg/ml

(Triticum mina, ac. sialico 100 1

vulgaris) Kg/m

SBA galactosamina 100 pg/ml

(Glycine max)

UEA I fucosa 100 upg/ml
(Ulex europaeus)

6.1.2 Cultivo con WGA en presencia de Cloruro de Litio

En algunas series experimentales se cultivé con WGA
(50 pg/ml) como se indica en 6.1, pero ademas se agregoé LiCl
15 mM (Hallcher & Sherman, 1980;: Berridge et al., 1982) en
el Biggers en que era preparada la solucién. Para esto se
reemplazé parte proporcional de Nacl por LiCl (Izquierdo &

Becker, 1982).
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Luego los embriones fueron observados al microscopio

de luz.

6.2 Agregacion de embriones con esferas de agarosa que

tienen lectinas ligadas a la superficie

Embriones de 2 células sin zona pelucida fueron
agregados con esferas de agarosa de aproximadamente 100 pm
de diametro, que tenian ligadas a su superficie moléculas
de Con A o WGA (Sigma) (Kimber & Surani, 1983), por tiempos
que variaron entre 2 y 6 h, del mismo modo descrito en 4.1.
Previo a la agregacién, las esferas fueron lavadas 10 veces

en Biggers por al menos 5 h.

Luego del periodo de agregacién, las muestras fueron
procesadas para la demostracién citoguimica de 5NUC o FAL,

como se indica en 5.

Ccomc controles se cultivé embriones libres sin zona

pelucida, en las mismas gotas en gque se realizo 1la

agregacion.

7 CULTIVO EN PRESENCIA DE ANALOGOS DE S8EGUNDOS
MENSAJEROS

7.1 cultivo con dibutiril-cAMP

Embriones de 2 células fueron cultivados, como se
indica en 3, en una solucidén de dibutiril-cAMP (db-cAMP,

Sigma) 1074 M (Bilozour & Powers, 1982), durante diversos
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periodos de tiempo, después de los cuales fueron montados Yy
observados al microscopio de luz © fijados y procesados para

la demostracién citoguimica de 5NUC, como se indica en 5.1.

La solucién de db-cAMP se preparé en Biggers a

partir de una solucién stock 10”2 M preparada en agua.

7.2 cultivo con 12-miristato 13-acetato (PMA)

Embriones de 2 células fueron cultivados como se
indica en 3, en capsulas Falcon 3031, en una solucidn de
forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) 0,6 pg/ml preparada a
partir de una solucién stock de 1 mg/ml (mantenida a -
20 °C) (Sawicki & Mystkowska, 1981; Niemierko & Komar,
1985), durante diversos periodos de tiempo. Luego, los
embriones fueron observados al microscopio de luz o fijados
y procesados para la demostracién citoquimica de 5NUC, como

se indica en 5.1.

Las soluciones de este reactivo asi como las de
otros gque se mencionaran mas adelante se prepararon a partir
de soluciones stock preparadas en dimetilsulféxidd (DMSO) .
Por esto se controld el efecto de DMSO, realizando -cultivos
paralelos en que se utilizé las mismas cantidades'de DMSO
empleadas para disclver. No se observaron efectos sobre el

desarrollo al comparar con medio de cultivo normal.
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7.3 cultivo con 1-oleoil 2-acetilglicerol (OAG)

Embriones de 2 células fueron cultivados como Se€e
indica en 3, en capsulas Falcon 3031, en una solucién de
oleoilacetilglicerol (OAG, Sigma), durante diversos periodos
de tiempo (Rink et al., 1983). Las concentraciones
utilizadas variaron entre 5 pg/ml y 120 pg/ml, aunque la
mayoria de 1los experimentos se realizaron con 60 pg/ml.
Estas diluciones se prepararon a partir de una solucién
stock de 10 mg/ml en DMSO, mantenida a - 20 °C, en una

atmésfera de nitroégeno.

Después del cultivo en OAG los embriones fueron
montados y observados al microscopio de luz con éptica de
Nomarski o fijados y procesados para la demostraciodn

citoquimica de 5NUC, como se indica en 5.1.

7.3.1 Cultivo con OAG en presencia de Cloruro de Litio

En algunas series experimentales se cultivé con OAG
(60 pg/ml) como se indica en 7.2, pero ademas se agregé LiCl
15 mM (Hallcher & Sherman, 1980; Berridge et al., 1982) en
el Biggers en que era preparada la solucién. Para esto se
reemplazé parte proporcional de NacCl por LiCcl (Izquierdo &

Becker, 1982).

Luego, los embriones fueron observados al microscopio
de 1luz o fijados para microscopia electrénica de

transmisién, como se indica en 10.
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7.3.2 Cultivo con OAG en presencia del jonéforo de Calcio A
23187
En algunas series experimentales se cultivo con OAG
(60 pg/ml) como se indica en 7.2, pero ademas se agrego
ionéforo de Calcio A 23187, 1 uM, diluido a partir de una
solucién 1 mM en DMSO (Carroll & Eckberg, 1986). Luego, los
embriones fueron montados Y observados al microscopio de

luz.

7.4 Cultivo con 1-(s-isoquinolinaaulfonil)-2-metil-
piperazina (H7)

Embriones de 2 células fueron cultivados como se
indica en 3, en capsulas Falcon 3031, en una solucién de H7
(Sigma) 40 pg/ml en Biggers (Eckberg et al.,1987), durante 1
h y luego los embriones fueron transferidos a una solucién
con la sustancia ensayada ademas de H7. La solucidén se
preparo a partir de una solucién stock de 4 mg/ml

en DMSO.

7.5 Cultivo con N-(G-aminohexil)-S-cloro-l-nnftalensul-
fonamida (W7)

Embrionés de 2 células fueron cultivados como se
jndica en 3, en capsulas Falcon 3031, en una solucién de W7
(Sigma) 50 M en Biggers (Eckberg et al., 1987; Yakamura &
Spindle, 1988), durante 1 h y luego los embriones fueron
transferidos a una solucién con la sustancia ensayada ademas

de W7. La solucién se preparé a partir de una soluciodn
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stock 10 mM en agua.

7.6 cultivo con 4-a-forbeol 12, 13-didecanocato (4aPDD)

Embriones de 2 células fueron cultivados como se
indica en 3, en capsulas Falcon 3031, en una solucién de 4-
a-forbol 12, 13-didecanocato (4aPDD, Sigma), durante diversos
periodos de tiempo. Se utilizé una concentracion de 60
ug/ml en Biggers (Eckberg et al., 1987), preparada a partir
de una solucién stock de 10 mg/ml en DMSO, mantenida a

- 20 °C .

Después del cultivo en 4aPDD, los embriones fueron

montados y observados al microscopio de luz con optica de

Nomarski.

8. INHIBICION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS.

8.1 Inhibicién de la sintesis de proteinas en quimeras
2+2.

Embriones aislados y sin zona pelucida fueron
cultivados por 30 min en medio Biggers y por 1-2 h en medio
Biggers conteniendo 50 ug/ml de cicloheximida (CHX) (Sigma)
de acuerdo a MclLachlin et al (1983). Luego, los embriones
fueron agregados como se indica en 4, en el mismo medio que

contenia CHX.
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8.2 Inhibicién de la sintesis de proteinas en embriones
cultivados con OAG.

Embriones de 2 células fueron cultivados en una
solucién de Biggers conteniendo CHX (50 pg/ml) durante 1 h Yy
luego fueron cultivados con OAG (60 pg/ml) y CHX durante 3
h. Luego, los embriones fueron montados Y observados al

microscopio de luz con éptica de Nomarski.

8.3 Control de la inhibicién por CHX

para controlar gque CHX estaba efectivamente
inhibiendo la sintesis de proteinas se realizé el siguiente
experimento de incorporacién de aminodcidos. Embriones de 2
células fueron incubados con CHX (50 pg/ml) por 1 hy luego
incubados por 2 h en el mismo medio pero conteniendo
metionina—355 (Amersham), en una concentracién final de 1
mCi/ml. La incorporacién fue detenida transfiriendo 1los
embriones a un medio gque contenia metionina fria
(concentracion final: 50 mM); luego, 1las proteinas fueron
precipitadas con acido tricloroacético (TCA) Y BSA
(concentraciones finales: 5 % y 0.25 mg/ml, respectivamente)
y su radioactividad fue medida en un contador de centelleo
(Flach et al., 1982). Los resultados de un experimento con
tres réplicas (10 embriones en cada una) muestran un 94 % de

inhibicién.
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9. CULTIVO CON INHIBIDORES DE LA POLIMERIZACION DE
COMPONENTES DEL CITOESQUELETO: CITOCHALASINA D ¥
COLCHICHINA
En las series experimentales que se indican en los

Resultados, se utilizé drogas que inhiben la polimerizacidn

de actina y tubulina. En el primer caso Sse utilizo

citochalasina D (CCD, Sigma) 5 pg/ml, preparada en Biggers a

partir de una solucién stock de 1 mg/ml en DMSO (Izquierdo

et al., 1984). En el segundo caso, Se utilizé colchicina 2

pg/ml, preparada en Biggers a partir de una solucién stock

de 1 mg/ml en DMSO (Téllez et al., 1984) .

Los cultivos se realizaron como se indica en 3. Se
cultivé durante 1 h en el inhibidor escogido y luego durante
diversos periodos de tiempo, segun se indica, con 1la

sustancia que se ensayaba ademas del inhibidor.

10. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Para observar 1los embriones al microscopio
electrénico de transmisidn, éstos fueron fijados en
glutaraldehido al 3 $ (p/v) en amortiguador fosfato de sodio
0.1 M, pH 7.4, durante 1 h. Luego, se lavaron en
amortiguador, durante 30 min, realizando 3 cambios Yy se
postfijaron en tetréxido de Osmio al 1 % (p/V), en el mismo
amortiguador, durante 1 h a temperatura ambiente y en
oscuridad. Después de lavados en amortiguador durante toda

la noche, los embriones se deshidrataron en concentraciones
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crecientes de acetona, se incluyeron en una resina de baja
viscosidad (Polyscience, Spurr, 1969) y se polimerizaron

durante 18 h a 70 °C.

Sse realizaron cortes finos (entre 600 y 800 A de
espesor) con un ultramicrétomo Sorvall MT-5000. El
contraste adecuado se obtuvo tifiiendo los especimenes con
acetato de uranilo y citrato de plomo (Matte et al., 1987).
Los cortes fueron observados en un microscopio electrénico

Philips 300.
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RESULTADOS

1. Agregacién de embriones regionalizados: actividad de

S5NUC y FAL.

Después de cultivar en contacto por 2 a 3 h, 17 pares
4+8, 77 pares 8+8, 10 pares 8+bl y 15 pares bl+bl y procesar
las gquimeras para el reconocimiento citoquimico de 5NUC ©
FAL, se puede observar el patrén de regionalizaciodn
reconocido por la actividad enzimatica que ya se ha descrito
previamente (véase fig. 2 en Introduccidn). Ademas, todas
las gquimeras revelan actividad enzimatica sobre 1los
contactos artificiales, es decir, sobre los nuevos contactos
celulares generados por la agregacioén (figs. 3-5). Los
resultados con 67 gquimeras tratadas para 5NUC y con 35

quimeras tratadas para FAL son similares.

En resumen, estos resultados sugieren que la agregacion
de dos embriones provoca regionalizacién en una 2zona de

contacto que antes era libre y no estaba regionalizada.

Una variante de los experimentos con gquimeras 8+8,
revela el efecto que tiene la extraccién de la zona pelucida
sobre la superficie celulér. Ssi se extrae con pronasa (0.5
pg/ml) durante 5 min, en vez de usar Biggers acido, se
observa s6lo un 33.3 % de contactos artificiales marcados
con actividad de S5NUC sobre un total de 24 guimeras. Sin
embargo, la actividad en el mismo contacto llega a 100 %

(igual que extrayendo la zona pelucida con Biggers acido) si
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Figuras 3 - 5

Quimeras montadas completas que fueron cultivadas
durante 2 horas antes de la fijacidn. Obsérvese
actividad de 5NUC sobre los contactos naturales de
cada embrién y sobre los contactos artificiales
(flechas), generados por la agregacién. Aumento: 330x
Fig. 3, 4+8; Fig. 4, 8+8; Fig. 5, bl+bl.

cb= cavidad blastocélica.
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después del tratamiento con pronasa se cultivan 1los

embriones por 6 h antes de agregarlos.

2. Agregacién entre embriones regionalizados Y embriones
no regionalizados: actividad de 5NUC y FAL.
Los experimentos de esta serie se realizaron con
quimeras 2+8 y 2+bl. La actividad de 5NUC fue estudiada en

84 quimeras y la actividad de FAL en 25 guimeras.

Al agregar por 2 a 3 h embriones de 2 células con
mérulas o blastocistos y procesar la quimera para la
demostracién citoquimica de 5NUC 6 FAL, se observa que todos
los embriones de 8 células Yy blastocistos estan marcados con
los productos de reaccién, como se podia esperar Y la
mayoria de los contactos artificiales presentan actividad
(aproximadamente el 80 %) (véase detalle en tabla 1, figs 6-

8).

No esperabamos encontrar actividad en los contactos
naturales de los embriones de 2 células agregados ya que la
actividad de estas enzimas no ha sido demostrada
citoquimicamente en embriones de 2 células libres (Izquierdo
et al.,;1980; Izquierdo & Ebensperger, 1982). Sin embargo,
como se muestra en la tabla 1, aproximadamente el 30 % de
los embriones agregados de 2 células exhibian sus contactos
naturales marcados. Por lo tanto, 1la agregacion habria

causado en el embrién de 2 células una regionalizacidén que
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Tabla 1

Agregacién de embriones regionalizados con embriones no
regionalizados

......................................................................................

snuc® FaLt

T e vreenteie . porcentale S S
quimera observldnsb CN posltivnsc CA positivos CN positivosc CA positives
e S e

+ 90 81.6 78.9

8 100 100
e Sy ws

+ 19 76.9 83.3

bl 100 100

a: embriones de 2 células (43 h post hCG) agregados por 2-3 h
con embriones de 8 ceélulas (67 h post hCG) o con blastocistos
(91 h post hCG), fijados y procesados para la demostracion
citoquimica de 5NUC o FAL. 71 embriones de 2 células aislados
fueron usados como controles paralelos y eran negativos en el
100 % de los casos.

b: numero total de gquimeras procesadas para la demostracion
citoquimica.

c: porcentaje de contactos naturales (CN) que muestran reaccion
positiva

d: porcentaje de contactos artificiales (CA) que muestran
reaccién positiva.




Figuras 6-8

Quimeras, procesadas como en las figuras 3-5, en que
uno de los embriones del par es un embrién de 2
células (43 h post HCG, al comienzo de la agrega-
cién). Las flechas sehalan los contactos
artificiales. Aumento: 330 X. Fig. 6, 2+8.
Obsérvese actividad de BNUC sobre los contactos
naturales de la mérula y sobre el contacto artificial
entre ambos embriones. Oobsérvese ausencia de
actividad en el contacto natural del embridén de 2
células. Fig. 7, 2+bl. Actividad de 5NUC sobre los
contactos naturales del blastocisto ¥ sobre 1los
contactos artificiales. Fig. 8, 2+8. Obsérvese
actividad de B5NUC sobre los contactos naturales de
ambos embriones y sobre el contacto artificial.
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en embriones 1ibres se inicia durante el estado de 4

células, aproximadamente 12 h mas tarde.

como controles, se cultivaron aislados 71 embriones de
2 células, con o sin zona pelucida y fueron procesados
paralelamente. No se observé actividad en ninguno de ellos

(tabla 1).

3. Agregacién de embriones no regionalizados: actividad de

SNUC y FAL.

Los experimentos de esta serie se realizaron con
quimeras 2+2 porque la agregacion de embriones de 1 célula
no se consigue con los métodos aplicados a los otros estados
y 1los embriones de 4 células estan en proceso de

regionalizarse o estan recién regionalizados.

La actividad de 5NUC fue estudiada en 263 quimeras 2+2
y la actividad de FAL en 22. Como control paralelos, se usoé
260 embriones de 2 ceélulas, todos los cuales dieron reaccién

negativa (fig. 9).

Agregando durante 2 a 3 h, dos embriones de 2 ceélulas
(42 h post HCG), de modo tal gque sdélo haya un contacto
artificial, ademas de los dos contactos natﬁrales Y
procesandolos para la demostracidn citoquimica de S5NUC se
encuentra actividad enzimatica, por lo menos en un contacto,
en el 55.8 % de las quimeras (véase tabla 2). Si se analiza

los resultados por contactos, se encuentra que el 36 % de
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Tabla 2

Agregacién de embriones de 2 células: actividad de 5NUC

——-———-------—-.—-———-4——-———-———-—-—-———-——--———-———--—---——

edad? horas de $ quimerag $ controles

(h post hCG) agregacién positivas positivos®
42 2 -3 55.8 (24/43) 0 (0/56)

5 - 6 90.2 (37/41) 0 (0/42)

48 2 -3 90.6 (29/32) 0 (0/61)

a: edad de los embriones al comienzo de la agregacién.

b: porcentaje de gquimeras mostrando reaccién positiva en

al menos

un contacto, artificial o natural (numero de guimeras

positivas / numero total de quimeras).

c: Controles: embriones de 2 células, sin zona pelucida,

cultivados en paralelo; porcentaje de embriones con

reaccion

positiva (numero de enmbriones positivos / numero total de

embriones) .
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los contactos naturales y el 7 £ de los contactos
artificiales muestran actividad (fig. 13). Nunca se
encontré guimeras en dque Se€ marcara sélo el contacto

artificial (figs. 10-12).

Estos resultados demuestran que el contacto artificial
causa un efecto que se transmite al contacto natural Yy
ademas sugieren que la actividad enzimatica gatillada por la
agregacién podria aparecer sobre los contactos naturales
antes que sobre los artificiales porgque 1los naturales han
estado presente durante mas tiempo, desde que ocurrié 1la
divisién, es decir, son aproximadamente 8 horas mas antiguos

que el contacto artificial.

cuando el tiempo de agregacion de embriones de 2
células (42 h post HCG) fue prolongado desde 2 - 3 ha 5 -
6 h, el 90.2 % de las quimeras reveld actividad de 5NUC
(tabla 2), sobre el 72 % de los contactos naturales y sobre
el 71 % de los contactos artificiales; es decir, 1la
actividad de 5NUC resulté tan frecuente en el contacto
artificial como en el contacto natural (fig. 13). Cuando en
estas condiciones se observo embriones cuyas ceélulas se

habian dividido, estos fueron descartados.

El efecto del tiempo de contacto sobre la
regionalizacion también es apoyado Ppor experimentos
realizados con embriones de 2 células tardios (48 h post

HCG), es decir, embriones en gue han transcurrido 13 horas
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' Figuras 9 - 12

| Embriones de 2 células aislados o agregados. Las
flechas sefialan los contactos artificiales. Aumento:
en fig. 9, 490 x Y en figs. 10-14, 330 X. Fig. 9,
embrion aislado (42 h post HCG), que fue cultivado
sin zona pelucida durante 2 h. No se reconoce
actividad de 5NUC en su contacto natural. Fig. 10,
2+2 (42 h post HCG) agregados por 2 h. Obsérvese
actividad sobre el contacto natural de un embrién y
no sobre el contacto artificial. Fig. 11, 2+2 (48 h
post HCG) agregados durante 2 h. Obsérvese actividad
de 5NUC sobre ambos contactos naturales y no sobre el
contacto artificial. Fig. 12, 2+2 (42 h post HCG)
agregados durante 6 h. Obsérvese actividad de 5NUC
en todos los contactos.
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Figura 13
Efecto del tiempo sobre la regionalizacidn.

Esquema resumen de los resultados de las series
experimentales en dque embriones de 2 c¢élulas fueron
agregados en linea, cultivados por diferentes periodos de
tiempo y luego procesados para la demostracién citoqguimica
de la actividad de 5NUC. En la abcisa se indica el tiempo
de desarrollo, expresado en horas post inyeccién de HCG.
Las lineas punteadas indican el tiempo de agregacidén. Las
flechas indican el porcentaje de contactos naturales (CN)
positivos sobre el niumero total de contactos naturales. Las
cabezas de flechas indican el porcentaje de contactos
artificiales (CA) marcados sobre el numerc total de
contactos artificiales.

n° cguimeras CN positivos/ CA positivos/

observadas CN totales CA totales
serie I 43 31/86 (36 %) 3/43 (7 %)
serie IX 41 59/82 (71.9 %) 29/41 (70.7 %)
serie III 32 45/64 (70.3 %) 3/32 { 9.4 %)




desde que se generé el contacto natural por la divisidn
celular. Cuando estos embriones se agregan por 2 a 3 h, se
detecta la actividad enzimatica en el 90.6 % de las
quimeras, sobre el 70 % de los contactos naturales Yy sobre

el 9 % de los contactos artificiales (tabla 2, fig.13).

En otra serie experimental estudiamos que ocurria al
variar el numero de contactos artificiales, modificando la
posicién de los embriones al realizar la agregacioén como se
muestra en la fig. 14. Al cultivar quimeras 2+2 (43 h post
hCG) durante 5 h, se encuentra que el numero de contactos
naturales marcados se mantiene o aumenta levemente de 65 a
75 %; en cambio, el porcentaje de contactos artificiales
marcados disminuye de 60 % a 33 %, cuando el numero de

contactos artificiales aumenta de 1 a 3 (fig. 14).

En quimeras 2+2 (43 h post hcG), igual gque en 8+8
(véase parrafo 1) se revela el efecto de extraer la zona
pelucida con pronasa, cuando no se recupera en cultivo por
mas de 2 h. En este caso se marcé con actividad de 5NUC
sélo el 11.5 % de los contactos naturales Yy ninguno de los

contactos artificiales, sobre un total de 13 guimeras.

4. Agregacién de embriones no regionalizados en presencia
de Cicloheximida: actividad de S5NUC.

Al agregar embriones de 2 células tempranos, que fueron
previamente tratados por 1 a 2 h con CHX (véase control de

efecto de CHX en Materiales y Métodos) Yy cultivarlos en el
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figura 14

Efecto del numero de contactos sobre la regionalizacidn.
Esquema resumen de 1los resultados de 1las series
experimentales en que embriones de 2 células (43 h post hCG)
fueron agregados durante 5 h, de diversas formas para
producir diferente numero de contactos artificiales, fijados
y procesados para el reconocimiento citoguimico de 1la
actividad de 5NUC. N= contactos naturales (flechas). A=
contactos artificiales (cabezas de flechas). Los
porcentajes fueron calculados considerando el numero de
contactos positivos, naturales o artificiales, sobre el
numero total de contactos de cada tipo.

n° quimeras N positivos/ A positivos/

observadas N totales A totales
serie I 10 13/20 (65 %) 6/10 (60 %)
serie ITI 13 18/26 (69.2 %) 10/26 (38.5 %)
serie III 12 18/24 (75 %) 12/36 (33.3 %)

——.————————...——————--.————-_—_-———._——_.—_——_—_——————_——_—_—-u—————




mismo medio por 2 a 3 h, se encuentra que el 32 % de los
contactos naturales se regionaliza Yy ninguno de 1los
contactos artificiales 1lo hace, lo cual no difiere
mayormente de lo gque ocurre con quimeras 2+2 agregadas en

medio control (véase figura 15).

Esto sugiere que la regionalizacién anticipada es mas
bien un fenémeno de activacidén que de sintesis. Sin
embargo, cuando el tiempo de cultivo en agregacioén se
prolonga a 5 ¢ 6 h, no se encuentran contactos con
actividad, mientras que en los controles el 70 % de los
contactos se regionaliza. Por lo tanto, se sugiere que se
requeriria sintesis de proteinas para mantener la
regionalizacién, porque habria recambio de 1la enzima

marcadora o de otra proteina implicada en el proceso.

5. Efecto de lectinas en solucién sobre la actividad de

SNUC y FAL en embriones de 2 células.

Los resultados expuestos mas arriba nos orientaron
hacia el analisis de los mecanismos involucrados en 1la
induccién de la regionalizacién, en especial hacia 1la
identificacioén de los componentes de la superficie celular
que pudieran estar involucrados en la recepcién de la senal
de contacto. Los tratamientos con pronasa (véase parrafos
1 y 3) ya sugerian la participacién de glicoproteinas y como
los componentes eficaces podrian ser los carbohidratos de
superficie, utilizamos lectinas que tienen afinidades

especificas por estos residuos. Se ensayé 4 lectinas

52




control

1

8 M 45 46 Y] 48 49 Y 51

horas post HCG

Figura 15
Efecto de CHX sobre la regionalizacidn.

Arriba, resumen de los resultados de las series
experimentales en que embriones de 2 células cultivados en
presencia de CHX fueron agregados en linea, cultivados por
diferentes periodos de tiempo con CHX y luego procesados
para la demostracién citoquimica de la actividad de 5NUC;
abajo se muestran los controles sin CHX. En la abcisa se
indica el tiempo de desarrollo, expresado en horas post
inyeccién de HCG. Las lineas punteadas indican el tiempo

de agregacion. Las flechas indican el porcentaje de
contactos naturales (CN) positivos sobre el numero total de
contactos naturales. Las cabezas de flechas indican el

porcentaje de contactos artificiales (CA) marcados sobre el
numero total de contactos artificiales.

2 -3h 5 -6h
CN positivos/ CA positivos/ CN positivos/ CA positivos/
CN totales CA totales CN totales CA totales
CHX 11/34 0/17 0/46 0/23
Control 31/86 3/43 59/82 29/41
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diferentes, Concanavalina A (Con A), aglutinina del gérmen
de trigo (WGA), aglutinina del poroto de soya (SBA) Yy
aglutinina de aulaga (VEA I), las que se unen a distintos
residuos carbohidratos (Materiales y Métodos, seccién

6.1.1). Se probaron distintas concentraciones de cada una
de ellas, pero se escogié la que se indica en Materiales Yy
Métodos, de acuerdo a trabajos de otros autores (Wartiovaara
et al., 1978; Kimber & Bird, 1985; Zuzack & Tasca, 1985;

Dealtry et al., 1987).

Al cultivar embriones de 2 células, es decir, embriones
que aun no presentan regionalizacién de su membrana celular,
en presencia de una solucién de Con A (700 pg/ml), durante 2
h, se encuentra que el 83.3 % (10/12) de los embriones
revela actividad de 5NUC en su zona de contacto natural y al
cabo de 3 h de incubacién el 100 % (14/14) de los embriones

se regionaliza (fig. 16).

Si se usa SBA (100 ug/ml) se obtiene un 33.3 % (12/36)
de embriones regionalizados en 2 horas de incubacién (fig.
20) . Resultados similares se obtienen utilizando WGA (50
ug/ml) (véase mas abajo) (f£ig. 19). En todas las series
experimentales se proceso como controles paralelos, al menos
20 embriones de 2 células que fueron cultivados sin

lectinas, no encontrandose actividad en ninguno de ellos.

En una serie experimental se utilizé junto con Con A,
inhibidores de 1la polimerizacién de elementos del

citoesqueleto, citochalasina (0.5 pg/ml) Yy Colcemid (2
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Figuras 16 - 21

Embriones de 2 células que fueron cultivados durante 2 h
en una solucién de una de las lectinas que se indica y
luego procesados para la demostracion citogquimica de 5NUC
(figs. 16-17, 19-21) o FAL (fig. 18). Obsérvese actividad
enzimatica en la zona de contacto celular, a excepcidén de
fig. 21. Aumento: 320 X. Fig. 16, Con A (700 ug/ml) .
Fig. 17, Con A (700 ug/ml) en presencia de citochalasina D
(0.5 ug/ml) y colcemid (2 ug/ml). Fig. 18, Con A (700
ug/ml). Fig. 19, WGA (50 ug/ml). Fig. 20, SBA (100
ug/ml). Fig. 21, UEA I (100 ug/ml).
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Tabla 3

Regionalizacién inducida por lectinas

Lectina: concentracién % embriones
utilizada (pg/ml): regionalizados en 2-3 h?®:

Con A 700 83.3

WGA 50 39.0

100 94.0

SBA 100 33.3

UEA I 100 0.0

a: embriones de 2 células fueron incubados con una de 1las

lectinas que se menciona, durante 2 - 3 horas, fijados Yy
procesados para la demostracién citoquimica de 5'-

nucleotidasa.
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ug/ml) . En estas condiciones, se obtuvo la misma proporcidn
de embriones regionalizados que cuando se cultiva solamente

con Con A (fig. 17).

Los efectos de lectinas en solucién son dependientes de
los tiempos de incubacion Yy de la concentracién utilizada.
Como se muestra en la figura 22, para cultivos en presencia
de WGA (50 pg/ml), ei se cultiva durante 1 h, el 28 % de la
muestra presenta actividad de S5NUC, pero si el tiempo de
cultivo se aumenta a 2 h, el 38 % presenta actividad y es
posible 1llegar a tener el {00 % de embriones marcados,
cultivando durante 4 h (fig. 22). sin embargo, tiempos
cortos de incubacién, del orden de 15 min, no provocan
regionalizacidn. Ssi se aumenta la concentracién de WGA a
100 pg/ml, el porcentaje de embriones regionalizados aumenta
a 94 % (17/18) en 3 h de incubacién. Igualmente, si se
cultiva con WGA (50 pg/ml) embriones sin zona pelucida, la
cual une gran cantidad de lectina (Johnson, 1986), se
obtiene un 67 % (8/12) de embriones regionalizados en 2 h de

incubacién.

La lectina UEA I (100 pg/ml) que se une a fucosa, no
provoca regionalizacién en embriones de 2 células (0/21)

(fig. 21).

En resumen, las lectinas son capaces de provocar
regionalizacion anticipada, sin que se requiera de un

contacto celular artificial.
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Figura 22

Esquema resumen de los resultados obtenidos al in-
cubar embriones de 2 células durante diversos Ppeée-
rfodos de tiempo, en una solucidén de WGA (50 ug/ml)
(1fnea punteada) y luego procesarlos para la demos
tracién citoquimica de 5NUC. Las flechas indican
el porcentaje aproximado de embriones regionaliza-
dos. En la abcisa se indica el tiempo de desarro-
1lo expresado en horas post inyeccién de hCG.

h en WGA & embriones n°embriones positivos/
regionalizados n°embriones totales

1 28.5 6./ 2L
2 38.6 17/44
4 100.0 22/22
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6. Agregacién de embriones de 2 células con esferas de
agarosa cubiertas con lectinas: actividad de 5NUC.

En esta serie experimental, a diferencia de 1la
anterior, el contacto con la lectina fue localizado, tal
como ocurre cuando se usa un embrién inductor, por emplear
una esfera de agarosa que tenia moléculas de lectinas unidas

a la superficie.

Al cultivar en contacto un embrién de 2 células con una
esfera de agarosa cubierta con Con A, durante 2 horas, se
obtiene un 28.6 % (4/14) de embriones con actividad de 5NUC
en su zona de contacto natural y si el cultivo se prolonga a
4 h se llega a un 50 % (6/12) de embriones regionalizados.
Nunca se observé actividad enzimatica en el contacto
artificial con la esfera aunque Se€ cultivara hasta el dia
siguiente (fig. 23). Resultados semejantes se obtienen si
se reconoce actividad de FAL. Los resultados son semejantes
a los obtenidos cuando se agrega dos embriones de 2 células,
excepto gque no se observa actividad en la membrana

plasmatica que gueda en contacto con la esfera de agarosa.

Como control se cultivo 23 embriones de 2 células sin
zona pelucida en las mismas gotas en que sSeé cultivé 1los
embriones agregados con esferas de agarosa Y no se encontro
actividad enzimatica en ninguno de ellos, lo cual demuestra
qgque la lectina unida a la esfera no difundia suficientemente
al medio (fig. 24). Los embriones no se adhieren a esferas

de agarosa desprovistas de lectina.
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Figura 23

Embrién de 2 células agregado con una esfera
de agarosa (a) cubierta con la lectina Con
A, durante 3 h. Obsérvese actividad de 5NUC
sélo en la =zona de contacto natural del
embrién. Aumento: 450 X

Figura 24
Embrién de 2 células cultivado, sin agregar,
como control paralelo, en la misma gota
donde se realizdé la agregacion de la £fig.
23. Obsérvese ausencia de actividad
enzimatica. Aumento: 350 X.
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7. Efectos morfogenéticos jnducidos en el estado de 2
células, por lectinas en solucién.
De las lectinas ensayadas, la unica que causé cambios

morfolégicos en esta etapa del desarrollo fue WGA.

Al cultivar 325 embriones de 2 células en una solucién
de WGA (50 pg/ml), encontramos gue no sélo se inducia
regionalizacién de 1a membrana plasmatica, sino que ademas
en todos los embriones se inducian cambios morfogenéticos,
que simulaban la compactacioén ¥y blastulacién, eventos que
ocurren mas tardiamente en el desarrollo normal

(véase fig. 1)

Luego de cultivar durante 1 h con WGA se observa un
aumento de la aposicion celular, gque por semejanza con la
compactacién, denominaremos “pseudocompactacién" (fig. 25).
si el cultivo se prolonga a 6 h, se observa la formacion de
una cavidad entre 1las dos células, fendémeno gque PpPOT
semejanza con la blastulacion denominaremos
"pseudoblastulacién“ (fig. 26). cultivos prolongados Ppor
mas de 6 h muestran que la cavidad formada aumenta de tamano
y que se inhibe la divisién celular, pero ocurren divisiones
nucleares (fig. 27). Los resultados con lectinas sugieren
gue éstos cambios morfogenéticos son inducidos por su
interaccién con ciertos carbohidratos de superficie, en este
caso especifico N-acetilglucosamina, 4cido sialico y éacido

neuraminico.
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Figuras 25 - 28

Embriones de 2 células cultivados en una solucidén de
WGA (50 ug/ml) en Biggers por distintos periodos de
tiempo. Aumento: 550 x. Fig. 25, 1 h de cultivo; no
se distinguen facilmente 1los limites celulares
(pseudocompactacion) Yy el espacio entre los
blastdémeros y la zona pelucida (zp) esta
estrechado. Fig. 26, 6 h de cultivo. Obsérvese
aparicién de cavidad intercelular (c). Fig. 27, 16 h
de cultivo. Obsérvese expansién de la cavidad y los
nicleos (flechas) que se han dividido. Fig. 28, 3 h
de cultivo en que se agregé ademas LiCl (15 mM).
Obsérvese pseudoblastula.
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El efecto morfogenético de WGA se acelera agregando
Licl 15 mM al medio de incubacidn, obteniéndose
pseudoblastulacién al cabo de 2 h de cultivo (fig. 28), es

decir, 4 h antes de lo observado con WGA sélo.

Estos resultados nos sugirieron la participacién del
segundo mensajero, inositol-trifosfato (IP3), en este
proceso, ya due se sabe que Licl inhibe la inositol-1-
fosfatasa, provocando acumulacién de IP3 Y POT lo tanto,

exacerbando los fendmenos que causa (Berridge, 1984).

Al analizar con mayor detalle estos embriones al
microscopio electrénico, se puede reconocer la membrana
celular y comprobar que la cavidad observada al microscopio
de luz es intercelular y no intracelular y dque Se& formaria
por 1la coalescencia de pequenas vesiculas, como ocurre

durante una blastulacién normal (figs. 29, 31).

La zona de contacto se extiende y los blastdmeros se
aplanan uno contra otro, observandose la presencia de
microvellosidades (fig. 30), que mas tarde desaparecen, CoOmo
ocurre durante la compactacion. Los nucleos de forma
redondeada son semejantes a los nicleos de un embrién normal

(figs. 31, 32).

En el citoplasma se distinguen cambios respecto a un
estado de 2 células control. Los organelos Yy en especial
las mitocondrias constituyen agrupaciones. Lo mismo ocurre

con los cuerpos multimembranosos, due ademas aumentan en
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Figura 29
Embrién cultivado durante 2 h en una solucidén de

WGA (50 upg/ml) en Biggers. Fotomicrografia
panoramica en que se observa numerosas vesiculas

(flechas). Aumento: 1500 x

Figura 30
Embrién tratade como en fig. 29. Zona de
contacto en que se observa microvellosidades
(mv) en aposicidn. g= aparato de Golgi, £=
material fibrilar. Aumento: 8000 x
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Figura 31

Embrién de 2 células cultivado durante 20 h
en una solucién de WGA (50 pg/ml) ¥y luego
procesado para nicroscopia electrénica de
transmision. Obgsérvese la cavidad (c)
intercelular y la presencia de dos nicleos en
un blastdmero (flechas). cr=  Ccuerpos
cristaloides. Aumento: 1000 X

Figura 32

Magnificacién de fig. 31 en dque se observa
con mayor detalle uno de los nucleos.
Aumento: 5400 x
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numero (fig. 33). otra caracteristica notable es la
aparicién de grandes cuerpos cristaloides, gue no existen en
el estado de 2 células y que SOn abundantes en la etapa de
mérula (figs. 31, 35). Estos se encuentran muchas veces

asociados a vesiculas de reticulo endoplasmico rugoso.

No hemos estudiado la formacidn de uniones con emulsioén
de lantano (Shaklai & Tavassoli, 1977) pero en cultivos de
20 horas con WGA, hemos observado uniones especializadas,
probablemente "gap junctions", en la regién mas apical del

contacto celular (fig. 34).

8. Efecto de analogos de segundos mensajeros sobre la
actividad de SNUC en la regién de contacto intercelular
en embriones de 2 células.

Basados en los resultados obtenidos con LiCl antes
descritos y tratando de analizar experimentalmente cdémo se
transmite la sefial de contacto desde el contacto artificial
hacia el contacto natural, estudiamos la posibilidad de que
participaran segundos mensajeros en tal proceso. Esto, sin
embargo, no permite descartar otras posibilidades, que seran

analizadas en la Discusién.

En estas series experimentales utilizamos analogos de
segundos mensajeros o interferimos algunos de los pasos de
las vias de accién conocidas, utilizando diversas drogas.
En general, se tratdé de aumentar artificialmente los niveles
de mensajeros intracelulares Y soslayar la etapa de

induccién en la superficie, observandose el efecto de
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Figura 35

Embrién de 2 células cultivado durante 20
h con WGA. Cuerpo cristaloide en
asociacién con una vesicula de reticulo
endoplasmico (flecha). Aumento: 30000x
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regionalizacién anticipada.

Al cultivar 25 embriones de 2 células durante 2 h, en
presencia de una solucién del andlogo de cAMP, dibutiril-
CAMP 1074 M (Bilozour & Powers, 1982) y procesarlos para la
demostracién citoquimica de 5NUC, no se encuentra actividad

de la enzima marcadora, en la zona de contacto (fig. 36).

En cambio, al cultivar durante 1 h embriones de 2
células en presencia de una solucién de PMA 10~ M, un ester
de forbol que activa proteina guinasa C (PKC) (Takai et al.,
1985), se encuentra un 31 % (9/29) de los embriones
regionalizados (fig. 37). También es posible inducir 1la
regionalizacién, en embriones de 2 células, utilizando en el
medio de incubacién, el andlogo de diacilglicerol, oleoil-
acetil-glicerol (OAG) (60 pg/ml) (Rink et al., 1983). En
esta forma, se obtiene luego de sélo 15 min de incubacién,
un 30.8 % (4/13) de embriones regionalizados y luego de 1 h

de incubacién un 53.8 % (14/26) (fig. 38).

Estos resultados sugieren que la sefhal de contacto que
causa la activacién de 5NUC en el contacto intercelular, es
transmitida a este por segundos mensajeros de la via del

fosfatidil-inositol.
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Figuras 36 - 38
Embriones de 2 células cultivados con el analogoc de !
sequndo mensajeroc que se indica, durante 2 h (fig. 36)
o 1 h (figs. 37-38) y luego procesados para la
demostracién citoquimica de 5NUC. Obsérvese
actividad enzimatica en la zona de contacto natural en
las figs. 37 y 38. Aumento: 330x. Fig. 36, '
dibutiril-caMp (10~%4 M). Fig. 37, PMA (1076 M).
Fig. 38, OAG (60 ug/ml). .

'
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9. Efectos morfogenéticos de segundos mensajeros en
embriones de 2 células.

De los anadlogos utilizados en la serie experimental
anterior, db-cAMP, no provocaba cambios morfogenéticos
durante el desarrollo de embriones de 2 células, en cambio,
los activadores de PKC ensayados, provocaban fenodmenos
semejantes a los descritos para WGA, es decir,

pseudocompactacién y pseudoblastulacioén.

OAG (60 pg/ml) en el medio de incubacién, causa
pseudocompactacién en el 100 $ de los embriones de 2 células
después de aproximadamente 20 min de cultivo, perdiéndose
por completo la distincién de los limites celulares (fig.
39). Si el cultivo se prolonga por aproximadamente 4 h, el
50 % de los embriones inicia un proceso, que aqui llamaremos
engolfamiento, durante el cual una célula del embrién de 2
células se extiende sobre la otra hasta rodearla por

completo (fig. 40).

Durante el engolfamiento o wuna Vvez gue Seé ha
completado, aparece una cavidad entre ambas células, dando
al conjunto la apariencia de un pseudoblastocisto, que tiene
una célula externa rodeando una interna (fig. 41). Esta
forma se reconoce aproximadamentelzo h después que se ha

iniciado el cultivo, cuando los controles han alcanzado el

estado de 4 a 8 ceélulas. Por lo tanto, la division
citoplasmatica es inhibida aunque no lo sean las divisiones

nucleares, puesto gue se encuentran con frecuencia células
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binucleadas.

Al duplicar la concentracién de OAG en el medio de
cultivo, se observa los mismos efectos gque con 60 pg/ml.
Sin embargo, si se baja la concentracién de OAG a 20 pg/ml,
luego de 20 min de incubacidén, sélo el 50 $ de la poblacidn
muestra pseudocompactacién y si se reduce a 5 pg/ml, noc hay

efecto visible desarrollédndose normalmente los embriones.

Estos procesos morfogenéticos pueden ser acelerados si
ademas de OAG, se agrega el ionéforo de Calcio, A 23187 (1
uM) . En estas condiciones se observa pseudocompactacién
luego de 5 a 10 min de cultivo (fig. 42) ¥y engolfamiento y
formacién de cavidad luego de 30 min (fig. 43),
encontrandose al cabo de sélo 1 h de cultivo, embriones como
el de la fig. 44, con una célula interna, otra externa y una

cavidad.

Una menor aceleracién del proceso se observa agregando

Licl (15 mM) al medio con OAG (60 pug/ml). La

. pseudocompactacidén ocurre jen 10 nin (fig. 45) y el

engolfamiento comienza a las 2 h de cultive (fig. 46),
obteniéndose un pseudoblastocisto aproximadamente 10 h
después que se ha iniciado el cultivo (fig. 47). Sélo en
el 5 % de los casos, se observa gue la célula interna se ha

dividido (fig. 48).

Los efectos de OAG sobre el desarrollo de embriones de

2 células son reversibles, como lo muestran experimentos en
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Figuras 42 - 44

Embriones de 2 células
cultivados en OAG (60 ug/ml)
y iondéforo de calcio (A
23187), por distintos
periodos de tiempo y 1luego
observados al microscopio de
luz con odptica de Nomarski.
Aumento: figs 42-43, 400x;
fig. 44, 480x.Fig. 42, 10
min. Obsérvese pseudocom-
pactacién. Fig. 43, 30 min.
Obsérvese engolfamiento y
formacién de cavidad (c).
Fig. 44, 1 h. Obsérvese
pseudoblastocisto con célula
interna (i), célula externa
(e) y cavidad (c).

p= polocito.
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Figuras 45 - 48

Embriones de 2 células cultivados con OAG (60 ug/ml) y
LiCl (15 mM) en Biggers, por distintos periodos de
tiempo y luego observados al microscopio de 1luz con
optica de Nomarski. Aumento= 450 x. Fig. 45, 20 min.
Embrién totalmente compactado con apariencia de embridén
de 1 célula. Obsérvese presencia de los dos nucleos.
zp= zona pelucida. Fig. 46, 4 h. Embridén en etapa de

engolfamiento. ©Fig. 47, 20 h. Pseudoblastocisto con
célula interna (i) desplazada hacia un polo, célula
externa (e) y cavidad (c). Fig. 48, 20 h.

Pseudoblastocisto en que la célula interna se ha
dividido en dos células. e= célula externa, p=
polocito.
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que luego de distintos periodos de incubacién con OAG (60
pg/ml), se lavé varias veces en medio Biggers control y se
cultivé durante 2 dias, observandose el desarrollo. Asi,
se encontré que incubaciones en OAG y LiCl (15 mM) por
periodos que podian extenderse hasta 20 h, no impedian gque
los embriones se dividieran y llegaran a blastular en los

tiempos correspondientes al desarrollo normal (fig. 49).

Los resultados descritos en este capitulo sugieren, la
participacién de los segundos mensajeros diacilglicerol e
IP; en los eventos morfogenéticos de compactacion Y

blastulacién, que ocurren normalmente durante el desarrollo.

10. Morfogénesis inducida por OAG: efecto de inhibidores de
sintesis de proteinas, de citoesqueleto, de PKC y efecto de
un analogo de OAG.

Incluyendo CHX (50 ug/ml) en el cultivo de 30 embriones
de 2 células con OAG, hemos encontrado que 1los cambios
morfogenéticos descritos en el punto 9 ocurren al mismo

tiempo que en los controles sin CHX y por lo tanto, son

independientes de la sintesis de proteinas (fig. 50).

Por otra parte, utilizando ademas de OAG, drogas como
citochalasina D (CcCcD) y colcemid, que inhiben la
polimerizacién de actina y tubulina, respectivamente, no se
observa engolfamiento, pero se forma una cavidad entre las
dos células (fig. 51), similar a la que se observa cuando se

cultiva con WGA (fig. 26).
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- Figura 49

Blastocisto obtenido después de lavar y
'cultivar en Biggers durante 48 h un
. embridén de 2 células que fue cultivado
previamente en OAG (60 ug/ml) y Licl
i (15 mM) durante 22 h. mc= masa celular,
i interna, c¢b= cavidad blastocélica.’
‘Aumento: 450 % !
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Figura 50

Enmbridén de 2 células gue fue cultivado con CHX
(50 pg/ml) durante 1 h y luego con CHX y OAG
(60 pg/ml) durante 3 h. Obsérvese
engolfamiento e inicio de cavidad, como en los
embriones control con OAG. Aumento: 350 X

Figura 51
Fmbridn de 2 células que fue cultivado con CCD

(0.5 pg/ml) durante 1 h y luego con CCb y OAG
(60 pg/ml) durante 3 h. No se observa

, engolfamiento, pero si formacién de una
cavidad intercelular. Aumento: 350 X
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Para verificar que los efectos morfogenéticos son
causados por diacilglicerol se realizaron dos tipos de
controles: unos con inhibidores especificos de PKC Yy otros
con un analogo inactivo de OAG, es decir, una molécula

semejante a OAG que no activa PKC.

Al cultivar 50 embriones de 2 células con H7 (Eckberg
et al., 1987), un inhibidor especifico de PKC, durante 1 hy
luego pasar los embriones a un medio con H7 mas OAG durante
2 h, no se observan cambios morfogenéticos y los embriones
mantienen la apariencia de estados 2 normales (fig. 52).
Si se usa W7, un inhibidor de calmodulina y de PKC (Yakamura
& Spindle, 1988), ademas de OAG, tampoco ocurre compactacién
ni engolfamiento luego de 3 h de cultivo, en 1los 30

embriones de 2 células ensayados (fig. 53).

Finalmente, para descartar 1la posibilidad de que el
efecto de OAG sea atribuible al cambio que provoca en la
composicién lipidica de la membrana se utilizé 4-a-forbol,
un analogo de OAG que probablemente provoca un cambio
similar en la estructura de la membrana pero gue no activa
PKC (Eckberg et al., 1987). En esas condiciones no ocurren
fenémenos morfogenéticos en los 32 embriones de 2 células
ensayados, aungue el cultivo con el analogo se mantenga por

7 h (fig. 54).

79




53

54

Figura 52
Embrién de 2 células que fue cultivado durante 1 h con
H7 (40 pg/ml) y luego con H7 mas OAG (60 pg/ml) durante

2 h. Obsérvese apariencia de embrién de 2 células '

normal. Aumento: 330 X

Figura 53

Embrién de 2 células que fue cultivado durante 1 h con
W7 (50 uM) y luego con W7 mas OAG (60 plg/ml) durante 2
h. Obsérvese apariencia de embridén normal. Aumento:
330 x

Figura 54

Fmbrion de 2 células que fue cultivado durante 5 h con
4-of- forbol (60 pg/ml). Obsérvese apariencia de embridn
normal. Aumento: 330 X
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11. Cambios morfogenéticos a nivel ultraestructural
inducidos por OAG
Al observar al microscopio electrénico se puede ver
claramente la extensidén de una célula sobre la otra. Las
microvellosidades desaparecen de la zona de contacto celular
y se forman engrosamientos de membrana y gran cantidad de

invaginaciones cubiertas ("coated pits") (figs. 55, 56).

En el citoplasma, es posible reconocer frecuentemente
la presencia de vesiculas "jigsaw" (fig. 58) y la formacidn
de cuerpos cristaloides, pero con una estructura menos
compacta que los observados con WGA. En este caso son
frecuentes los acumulos de pequenos cristaloides (figs. 56,
57, 59, 60). Como se mencion¢ antes, dichas estructuras no
existen en un embrién de 2 células normal. También es
frecuente encontrar en el citoplasma gran cantidad de
microtubulos, tanto en las regiones de contacto celular como
en la regién apical (fig. 57). En embriones normales de 2
células, es dificil reconocer microtubulos si no se usan

técnicas de inmunofluorescencia.

Un signo de diferenciacién notable 1o presentan los
nicleos. Estos durante el desarrollo normal y hasta la
etapa de blastocisto son redondos y no varian'mayormente de
un estado a otro (fig. 61). Sin embargo, cuando 1los
embriones de 2 células son cultivados con OAG Yy Licl, 1los
nicleos cambian de forma, siendo lobulados, semejantes a los

nicleos de un blastocisto avanzado (fig. 62). En la célula
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Figura 55
Embridon de 2 células cultivado durante 2 h con OAG (60
Kkg/ml) y Licl (15 mM) y procesado para microscopia

electrénica de transmisiodn. Zona de contacto
intercelular en gue se reconocen especializaciones de
membrana (flechas). €P= espacio perivitelino.
Aumento: 12600 x

Figura 56

Igual a fig. 55, Obsérvese vesiculas de endocitosis

(flecha) y Cuerpos cristaloides (cr). Aumento: 7900 X
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Figura 57

Embrién de 2 células tratado igual que en fig. B55.
Obsérvese grupo de microtibulos (flecha) y cuerpos
cristaloides (cr). Aumento: 29200 X

Figura 58

Fmbrién de 2 células tratado igual que en fig. 55.
Obsérvese vesiculas "jigsaw" (flechas).

Aumenteo: 28800 x
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Figuras 59 y 60
Embrién de 2 células tratado igual que en
Obsérvese distintos estados de cuerpos cris

fig. BS.
taloides.

f= material fibrilar. Aumento: fig. 59, 44000x; fig.

60, 20000 x
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Figura 61

Nicleo de un embridén normal de 8 células procesado para
microscopia electrénica de transmisidén. Obsérvese
forma redondeada. Aumento: 3000 X

Figura 62

Nicleo de un embridén de 2 células cultivado en OAG (60
pg/ml) y Licl (15 mM) durante 1.5 h y luego procesado
para microscopia electrénica de transmisidén. Obsérvese
forma lobulada. Aumento: 2160 x
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externa, ademds son alargados.

Al analizar los embriones que han sido tratados por
tiempos méas largos con OAG (20 = 24 horas), es frecuente
observar que la célula interna presenta microvellosidades
hacia el interior de la cavidad (fig. 63) y su citoplasma es
mas electrondenso qgue el de la célula externa (figs. 64,
65) . Caracteristicas semejantes son encontradas en un

blastocisto normal.

No es posible reconocer el lugar en que se cierra la
célula externa y hasta el momento pensamos que ocurre fusioén

celular.
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Figura 63

Embridén de 2 células gue fue cultivado en
una solucién de 0AG (60 ug/ml) y Licl (15
mM) en Biggers durante 21 h y luego
procesado para microscopia electrénica de
transmisidn. Obsérvese microvellosidades
(mv) hacia la cavidad y vesiculas
endocitoticas (flecha) en célula interna.
Aumento: 13900 x
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Figuras 64 y 65

Igual a fig. 63. En Fig. 64, obsérvese
distinta densidad electrdénica entre 1la
célula externa (E) v la célula interna (I).
C= cavidad. Aumento: 5900 x. En Fig. 65,
obsérvese escasa cantidad de material
fibrilar (f) en célula externa. Aumento:
18500 x
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DISCUBSBION

: T Regionalizacién detectada por 1la demostracioén
citoquimica de la actividad de 5NUC y de FAL.

Para comprobar que S5NUC y FAL aparecen en regiones de
contacto celular, es decisivo fijar las enzimas en su lugar
y visualizar 1los productos insolubles de su efecto
catalitico; por 1lo tanto, es pertinente comentar el

procedimiento utilizado.

En general, se han utilizado dos procedimientos
basicamente distintos, para la demostracién citoquimica de
1a actividad de FAL: el método de Burstone con acoplamiento
de colorantes azo y el método de Gomori-Takamatsu adaptado
por diferentes autores (Pearse, 1968) . El primero es muy
sensible en cuanto a deteccién de actividad pero no es
preciso en cuanto a localizacién. Ha sido utilizado
anteriormente en este laboratorio para reconocer el comienzo
de la actividad de FAL en embriones de distintas especies de
mamiferos con los siguientes resultados: todos los embriones
con menos de 4 células dan una reaccién negativa, ésta se
hace positiva durante el estado de 4 células y todos los
embriones con mas de 4 células dan una reaccién positiva
(Izquierdo & Marticorena, 1975; Ishiyama & Izquierdo, 1977).
Resultados independientes de otros autores con un método
similar fueron diferentes en cuanto detectaron la actividad

de FAL desde el estado de 8 células (Johnson et al., 1977).
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Puesto que los estudios de regionalizacién requerian
una localizacién precisa de la actividad de FAL, el método
de Gomori-Takamatsu fue modificado de acuerdo con Mayahara
et al. (1967), sundstrém & Mornstad (1975), para observar
embriones iniciales de mamiferos al microscopio de 1luz o
electrénico (Izquierdo, 1977). Los resultados confirmaron
la deteccién de actividad de FAL desde el estado avanzado de
4 células y demostraron claramente su localizacioén en
regiones de contacto celular. Resultados similares fueron
obtenidos independientemente por Mulnard & Huygens (1978).
Con posterioridad se completé, con un método mas eficaz, las
observaciones en embriones iniciales de ratén (Izquierdo et
al.,‘ 1980) y de rata (Lois & Izquierdo, 1984). Resultados
diferentes de Vorbrodt et al. (1977) fueron atribuidos por
Mulnard & Huygens (1978) nuestro grupo (Izquierdo et al.,
1980) a incubaciones prolongadas en un medio relativamente

acido.

La mayor parte de 1los resultados -que se informan en
esta Tesis se refieren a actividad de 5NUC y no de FAL,
porque el método establecido para detectar la primera es mas
facil y reproducible. Vorbrodt et al. (1977), Nizeyimana-
Rugina & Mulnard (1979) estudiaron la actividad de 5NUC en
embriones preimplantacionales de raton con resultados
discrepantes; pero entonces y después se reviséd
considerablemente la demostracién citoquimica de esa enzima

por Uusitalo & Karnovsky (1977) en linfocitos, por Yamashina
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& Kawai (1979) en glandula salival y por Klaushofer & von
Mayersbach (1979) en tejido hepatico. Se ensayaron esos
procedimientos en nuestro laboratorio y se formuldé un método
adecuado para la observacién con el microscopio de 1luz 6o
electrénico de embriones iniciales de ratén. Los resultados
fueron semejantes a los obtenidos para actividad de FAL: la
actividad de 5NUC aparece durante el estado avanzado de 4
células y esta confinada a la superficie celular en regiones
de contacto celular (Izquierdo & Ebensperger, 1982). Las
principales diferencias entre nuestros resultados Yy los de
Vorbrodt et al (1977) o los de Nizeyimana-Rugina & Mulnard
(1979) son atribuibles a la composicién del fijador y al
contenido de plomo en el medio de incubacién. Se evité el
depésito no especifico de plomo disminuyendo el Pb(NO5), a
1.5 mM mientras gque Vorbrodt et al. usaban 3.6 mM Yy
Nizeyimana-Rugina & Mulnard (1979) usaban 60 mM. La
reduccién del contenido de plomo fue posible porgue la
enzima se preserva mejor por fijacion en glutaraldehido algo
acidificado en tampon tris-maleato que por los

procedimientos usados antes de la revisién ya mencionada.

2. La aparicidén de 5NUC Y FAL, i corresponde a la sintesis o
activacion de estas enzimas?

La respuesta a esta pregunta requiere revelar la
actividad de las enzimas aungue no esten localizadas Yy

reconocer su presencia aunque no esten activas.
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Esta bien demostrado que la fijacién causa una cierta
inactivacién de las enzimas pero si esta no es total los
productos de la catalisis se acumularan en funcién del
tiempo y temperatura pudiendo ser detectados in situ, si son
insolubles. La inactivacién por fijacién de 5NUC es
relativamente escasa, como lo demuestran los ensayos
biogquimicos paralelos realizados por Uusitalo & Karnovsky
(1977), vamashina & Kawai (1979) y Klaushofer & von
Mayersbach (1979). En consecuencia no hay razones para
suponer que la actividad de 5NUC aparece antes del estado de
4 células y que no se detecta por escasa sensibilidad del
método citoquimico; sin embargo, no se ha estudiado 1la
actividad de 5NUC con métodos bioguimicos, en embriones

preimplantacionales.

En cambio, se ha estudiado con esos métodos 1la
actividad de FAL en embriones iniciales de ratdn. La
primera observacién se realizé por espectrofotometria del
fosfato inorganico liberado cuando 1los embriones tratados
por congelacién-descongelacién se incubaron por 18 h con B-
glicerofosfato (Izquierdo & Marticorena, 1975) y con
posterioridad se utilizé el método bastante mas sensible de
Bessey et al. (1973) en que el sustrato es p-
nitrofenilfosfato (Cachicas et al., 1988; Cachicas, 1989).
El primer trabajo no revelo actividad en embriones con 2
células y el segundo, gque también incluyéd oocitos ¥y

embriones de 1 célula, revelé actividad significativa en
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estos que se reduce hasta casi desaparecer en el estado de 2
células y luego aumenta réapidamente. Una publicacidn
reciente de Kim et al. (1989) también revela un valor minimo
en embriones de 2 células y un aumento exponencial en
estados mas avanzados. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que en este ultimo trabajo se extrajeron los embriocnes con
Triton X-100, lo cual puede haber activadoc la enzima, tal
como se ha demostrado para UDP glucosa-pirofosfatasa (Persat
et al., 1983). En resumen, estos trabajos demuestran que la
actividad de FAL es apenas perceptible en el estado de 2
células y luego aumenta notablemente. 8i la actividad
minima descrita por Kim et al. (1989) no es causada por 1la
extraccién con el detergente seria necesario concluir que,
en nuestros experimentos, el contacto podria aumentar muy
significativamente una actividad basal. En todo caso, usando
el test citogquimico se observa una diferencia categdrica
entre la actividad de FAL en embriones libres de 2 células y
ia actividad en agregados 2+2.

!
La presencia de FAL, independientemente de su

actividad, se ha demostrado con métodos inmunocitogquimicos.
Una comunicacién breve de Ziomek et al. (1986) informa dgue
en el oocito y primeros estados de segmentacidén del ratodn se
puede reconocer FAL por anticuerpos contra esa enzima. Un
extenso estudio de Becker (Tesis, 1988) sobre anticuerpos

monoclonales dirigidos contra moléculas de superficie de
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teratocarcinoma demostré por inmunofluorescencia indirecta
que 48 de estos reconocian moléculas en la superficie de
oocitos y embriones preimplantacionales de ratén; de estos
anticuerpos 10 se unen a FAL, como se comprobé con un test
ELISA (Cachicas, Tesis 1989) y entre los 10 hay 3 dque
reconocen moléculas de FAL en el oocito y otros anticuerpos
que sélo reconocen moléculas en embriones. Es decir,
podria haber mas de una forma de FAL en estados iniciales
del desarrollo del ratén y por lo menos una en sus oocitos.
Kim et al. (1989) han encontrado recientemente dos formas
electroforéticas de FAL en embriones de 2 células de ratédn,
una que seria sintetizada durante la oogénesis y otra que
seria embrionaria, lo cual confirma las observaciones de
Becker y Cachicas. Del conjunto de estos resultados se
infiere que en el oocito y primeros estados de segmentacidn
del ratén hay dos o mas isozimas de FAL y que la aparicioén
de la actividad en el embrién de 4 células cultivado libre o
en agregados de 2+2, corresponde muy probablemente a la

activacién de una ¢ mas isoenzimas.

En cuanto a 5NUC, la aparicién de su actividad en los
agregados 2+2 incubados por distintos tiempos con CHX
demuestra que en estas condiciones lo que se anticipa no es
la sintesis sino gque la activacioén de la enzima. La
ausencia de actividad de 5NUC cuando la incubacién se
prolonga de 2 h hasta 5-6 h sugiere fuertemente que 1la
sintesis, sin embargo, es necesaria para mantener o extender

la regionalizaciodn. No seria correcto inferir que 1la
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incubacién breve con CHX fue insuficiente porque nuestro
control bioguimico demuestra que en s¢6lo 1 h de incubacién

se reduce en 94 % la incorporacién de metionina-3°8s.

Se han publicado observaciones comparables respecto de
las "gap junctions" que se forman entre los blastdmeros en
el estado de 8 células y también entre embriones de 8
células agregados: CHX no inhibe la aparicién de "gap
junctions" en el embridn pero impide su formacién entre los
embriones (McLachlin et al., 1983; véase en este contexto
Barron et al, 1989). Dichos resultados, asi como los
nuestros, sugieren que los embriones contienen componentes
prefabricados, aunque no en eXxceso, bastante antes de su

utilizaciédn.

3. El contacto celular causa regionalizacidn.

La existencia de regionalizacién, reconocida por
actividad de 5NUC o FAL, en el contacto artificial entre
embriones con mas de 4 células podria atribuirse al
atrapamiento y concentracién en el contacto artificial de
moléculas activas de dichas enzimas que difundirian en la
superficie libre de 1la membrana plasmatica e igualmente
podria interpretarse la regionalizacién de ese contacto
entre dos embriones cuando uno de ellos tiene mas de 4
células. Pero ya es menos probable que las enzimas
atrapadas en el contacto artificial puedan liberarse Yy

difundir para ser atrapadas esta vez en el contacto natural
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del embrién de 2 células. Aun si ocurriera asi, podria
sostenerse que el contacto causa regionalizacién de 1la
membrana plasmatica. Sin embargo, una regionalizacién por
difusién y atrapamiento de enzimas activas no explica que
pueda detectarse regionalizacién en agregados 2+2, primero
en el contacto natural y luego en el artificial, en
circunstancia que como se ha comentado mas arriba el estado
1ibre de 2 células no presenta las enzimas activas ¢ estas
lo son tan poco 6 se encuentran tan dispersas que nunca se

detecta su actividad por el método citoquimico.

Ootros casos de regionalizacién mencionados en la
Introduccién se refieren a componentes del citoesqueleto que
en vez de distribuirse en toda la periferia de la ceélula
adoptan una posicién relativa al contacto celular. Pero
s6lo tratandose de la miosina se ha demostrado por
experimentos de desagregacién y agregacién de células que el
contacto es causante de regionalizacién (Sobel, 1983). En
el caso bien estudiado por nosotros (Sepulveda et al., 1985)
de las microvellosidades de la superficie celular, estas
desaparecen durante el estado de 8 células en las areas de
contacto celular y reaparecen cuando se desagregan las
células; por otra parte, las microvellosidades desaparecen
en el contacto artificial cuando se agregan dos embriones de

8 células.

A pesar de la semejanza entre esos resultados y los de

este trabajo es pertinente sefialar dos diferencias: primero,
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la agregacién en este caso no regionaliza solamente el
contacto artificial sino también el natural y segundo, la
activacién de S5NUC o de FAL anticipa lo gque ocurrira
normalmente 12 horas mas tarde. Esta modificacién del
tiempo de desarrollo se discutira mas adelante pero desde
luego conviene sefialar que el aplanamiento de
microvellosidades de superficie inducido por el contacto
artificial es una propiedad del estado de 8 células y que el
fenémeno se observa muy atenuado en embriones de 4 o de 16
células agregados con embriones de 8 células (Sepulveda et

al., 1985).

4. Recepcién del estimulo de contacto

Los datos analizados hasta aqui permiten distinguir
claramente entre la recepcién del estimulo en el contacto
artificial y la reaccién de regionalizacidén en el contacto
natural, lo cual implica un mecanismo de transmisién de 1la
sefial del contacto al efector. Ni la recepcién ni la
transmisién ni la reaccién en el efector requieren de
sintesis proteica, como lo demuestran los experimentos con
CHX. Tampoco ‘es necesaria la activacidn enzimatica en el
contacto artificial para que se active en el natural, porque
en el natural se observa antes y ademads, porque ni siquiera
se observa en el artificial cuando el estimulo de contacto
celular se sustituye por el estimulo con lectinas

localizadas.
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De cuatro lectinas ensayadas en solucién (Con A, WGA,
SBA, UEA I) sélo UEA I no indujo regionalizacién. Este
resultado negativo era predecible porque UEA I se une a
fucosa y este azucar no se ha identificado en embriones
preimplantacionales antes del estado de mérula avanzada
(Kimber & Bagley, 1987; Dealtry et al., 1987; Muramatsu,
1988); por lo tanto, el efecto negativo de UEA I sirve como
control de que las otras lectinas actuaron especificamente.
Pero esa especificidad no demuestra la existencia de wuna
molécula receptora especifica de contacto celular porque hay
numerosisimas moléculas diferentes en la superficie celular
asociadas a los mismos carbohidratos (véase en tabla 3 1los

azucares implicados).

Aun asi, nuestros resultados sugieren que la reaccidn
en el efector (es decir, en el contacto natural) es
proporcicnal a la concentracion de lectinas y por lo tanto,
que la magnitud del estimulo es dependiente del numero de
receptores activados. S§in embargo,'no ha sido posible
calcular con precisién la concentracién de lectinas que
saturaria los receptores ni establecer una estricta relacioén
dosis-respuesta, quizas porque la respuesta no la medimos
directamente por la actividad de 1la enzima sino
indirectamente por el porcentaje de embriones regionalizados
en la unidad de tiempo. Pero el tiempo de desarrollo
aumenta la reactividad del efector, incluso en ausencia del

estimulo, lo cual se discute mas adelante.
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Tampoco es posible estimar segun nuestros resultados la
importancia que tiene la aglutinacién de 1los receptores
inducida por la lectina, lo cual podria modificar la curva
dosis-respuesta. Las esferas utilizadas tenian un didmetro
aproximado de 100 pm y los embriones de 70 um, pero con
estos datos no basta para estimar con exactitud la
superficie de contacto porque esta depende de 1la
adhesividad, de la deformabilidad de 1la célula Yy de 1la
altura y densidad de las microvellosidades. Una comparacioén
visual sugiere que el &rea de contacto artificial de un
embrién de 2 células con una esfera de agarosa no es muy
diferente del area de contacto artificial en la quimera 2+2,
pero la semejanza de la reaccién en ambos casos (porcentaje
de contactos naturales regionalizados en la unidad de
tiempo) podria ser una mera coincidencia. Para investigar
en qué medida el contacto artificial del 2+2 es mediado por
azucares, seria necesario ensayar el efecto de inhibicién
sobre la regionalizacién que tienen los azucares especificos

disueltos en el medio.

5. Transmisién de la sehal de contacto

Ya sea que el contacto artificial sea localizado, como
en el caso de 2+2 y en el caso de 2 mas una esfera de
agarosa revestida de 1lectina, o no localizado, comc en el
caso de lectinas en solucién, la senal podria transmitirse

desde su recepcién hasta el efector en el contacto natural
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por diversas vias, entre las cuales cabe destacar las que
siguen. Actividad del citoesqueleto inducida por el
contacto artificial que desplazaria moléculas de la
superficie celular en el plano de la membrana plasmatica,
como se ha demostrado en el "capping" de linfocitos (**¥).
Disminucién de restricciones a la movilidad de moléculas de
superficie, inducida por el contacto artificial, vy
atrapamiento de ellas en el contacto natural por uniones
homofilicas o heterofilicas (Edelman, 1985). Endocitosis en
el contacto artificial y exocitosis en el contacto natural,
como se observa en células epiteliales polarizadas (Fleming
et al., 1986). Produccién por el estimulo en el contacto
artificial de segundos mensajeros gque difunden hacia el
resto de la célula (Berridge, 1984, 1987). Véase fig. 66.
Algunos ensayos preliminares y la consulta de publicaciones
pertinentes nos sugirieron que las vias primera y ultima

eran las mas probables.

Los experimentos con inhibidores de la polimerizacion
de los microtubulos o de los microfilamentos, sin embargo,
no suprimieron el efecto de regionalizacién del contacto
natural cuando se cultivaron embriones de 2 células libres
con la lectina Con A en solucién. Pero en este caso toda la
superficie celular fue probablemente estimulada por 1la
lectina, incluso el area de contacto celular o sus
inmediaciones, y por lo tanto, es posible que no haya

participado el citoesqueleto para transmitir activamente la
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CONTACTO &l A CONTACTO
ARTIFICIAL NATURAL

Figura 66

Esquema de algunas de las posibles vias por las cuales
podria transmitirse la senal generada en el contacto
artificial hacia el contacto natural.
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sefial inducida por el contacto. La estimulacién localizada
por una esfera de agarosa revestida de lectina podria haber
dado resultados diferentes y convendria realizar esos
experimentos, pero no se ha superado la dificultad de
mantener a los embriones agregados en un medio con
inhibidores del citoesqueleto. Tanto 5NUC como FAL estéan
ancladas a la membrana celular por una molécula de
fosfatidilinositol unida al aminoacido C-terminal de la
proteina a través de un glican (revisién en Low, 1987) y si
dicho tallo sirviera de conexién al citoesqueleto es
razonable esperar que el efecto de sus inhibidores fuera
semejante para ambas enzimas y se explicara asi la notable
similitud entre ellas, respecto de la regionalizacidén, en

condiciones normales o experimentales.

No obstante su eventual interés, los experimentos en
esa via se discontinuaron porque parecia mas promisorio
estudiar la via de los segundos mensajeros. El analogo de
cAMP, dibutiril-cAMP, no indujo 1la regionalizaciédn,
reconocida por actividad de 5NUC, en el contacto natural de
embriones libres de 2 células; sin embargo, en las mismas
condiciones se puede observar la regionalizacidén del embridn
por PMA y OAG, dos analogos solubles de diacilglicerol que
activan la proteina quinasa C. Estos resultados sugieren
que diacilglicerol y por 1lo tanto, la via del
fosfatidilinositol (Berridge, 1984, 1987) .esta involucrada

en el proceso de regionalizacién .
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Otros autores habian estudiado el efecto de pulsos de
PMA sobre embriones de ratén en estado de 2 células y
observado que se inhibe 1la citoquinesis pero no 1la
carioquinesis, resultando blastémeros binucleados
(Mystkowska & Sawicki, 1987). En el estado de 8 células,
PMA (en concentraciones entre 5 y 20 veces mayor dque la
usada en nuestro trabajo) afecta la polimerizacidén de actina
e impide o revierte el aplanamiento celular caracteristico
de la compactacién (Bloom, 1989), lo cual también lo hemos

observado.

6. Recepcién de la sefial de contacto en el efector.

Este es el punto menos resuelto del problema de
regionalizacién inducida por contacto. Los datos
principales son: primero, el método citoquimico demuestra
actividad de 5NUC y FAL en embriones de 2 células agregados
en circunstancias que dicha actividad no se demuestra en
embriones no agregados del mismo estado y segundo, la
actividad enzimatica se demuestra antes en el contacto
natural que en el artificial. En cuanto a la modificacién
que la senal de contacto induce en el efector, lo mas
probable es que se trate. de una activacién de las enzimas,
ya sea que el nivel anterior de actividad sea cero o algo
mayor que cero (tal como se analizdé mas arriba en puntos 1 y
2) pero no puede descartarse que la senal de contacto

induzca también una aproximacién de las moléculas de enzima
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en el A4rea de contacto natural lo cual concentraria el
producto insoluble de la catdlisis haciéndolo mas visible.
No parece probable que la redistribucién de la enzima
explique por si sola el fenémeno porque el 4&rea
regionalizada es, observada con microscopio de 1luz,
alrededor de un 8 % del &rea celular total y una dilucién de
12 veces no impediria reconocer la actividad de la enzima en
lugares de la membrana libres de contacto si se usan
incubaciones prolongadas con el sustrato. Sin embargo, no
podra estimarse la importancia del factor redistribucién
mientras no se mida con métodos bioquimicos la actividad
enzimdtica de embriones de 2 células estimulados por

contacto celular o por lectinas.

En cuanto a la activacidén de las enzimas en el area de
contacto, suponemos que serd el resultado de cambios
conformacionales pero no conocemos el mecanismo. Por
analogia con resultados que se comentardn mas adelante
pensamos que con la recepcion del contacto e hidrdélisis de
fosfatidilinositol se activan tanto la via del
diacilglicerol como la del IP,, es decir, se estimula la PKC
y se moviliza ca’t de depdsitos intracelulares, pero no
tenemos informacidn suficiente como para proponer
precursores de la reaccidén en el efector (véase Takai et
al., 1985 y Berridge, 1987). Aqui es pertinente sefalar que
en embriones de 2 células durante la fase G2 del ciclo, 1la

fosforilacién de proteinas aumenta 3 a 6 veces (Domon et

104




al., 1986)

T lPor qué se anticipa la regionalizacién normal del

estado de 4 células en quimeras 2+2?

En quimeras 2+2 ocurre regionalizacién aproximadamente
12 h antes que en el desarrollo normal, durante el estado
avanzado de 4 células. Por lo tanto, estamos observando la
anticipacién de un proceso, 1lo cual exige referirse a como
se mide el tiempo de desarrollo. Las variaciones en el
estado de desarrollo gque se comprueba en una poblacidén de
embriones preimplantacionales no expresan la inexatitud o la
inexistencia de un reloj del desarrollo sino gque la
asincronia en el inicio o el retraso por letalidad. Esta
dltima causa gqueda pronto en evidencia y en cuanto a 1la
primera, 1los embriones normales pueden sincronizarse
seleccionando los que han alcanzado el mismo estado dentro

de un breve lapso (Mayor, Tesis 1989).

Antes de discutir cémo funciona el reloj del desarrollo
conviene discutir su existencia pofque en vez de un
mecanismo que indique la hora de cada evento es posible
imaginar que cada evento sea simplemente efecto del evento
anterior, asegurandose asi esa secuencia lineal gue con
escasas variaciones se observa en el desarrollo normal. 8i
asi fuera, la perturbacién de un estado modificaria el
momento del estado siguiente, pero no es asi. Se ha
observado que en el desarrollo de medios © dobles embriones,

obtenidos experimentalmente, no se altera el momento en gue
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ocurre la blastulacién, demostrandose que el tiempo no se
mide por numero de ciclos celulares ni por el numero de
células (Fernandez & Izqguierdo, 1980). Tampoco se altera el
momento de la blastulacién por el retardo en la segmentacidn
que induce LiCl (Izquierdo & Becker, 1982) o la aceleracién
que induce la progesterona (Roblero & Izquierdo, 1976). En
cuanto a etapas mas iniciales del desarrollo
preimplantacional, recientemente se ha demostrado que
inhibir con diversos tratamientos la compactacién durante el
estado de 8 células no impide ni retarda el establecimiento
de conexiones citoesqueléticas (Mayor et al., 1989) y que
los mismos u otros tratamientos no alteran las notables
modificaciones del patrén de sintesis proteica que
normalmente ocurren en esa etapa (Mayor, Tesis 1989). Sin
embargo, la inhibicién de la replicacién del DNA con
afidicolina, gque no afecta la compactacidén, altera

el patrén de sintesis proteica (Mayor, Tesis 1989).

El conjunto de estos resultados y otros no detallados
sugieren la existencia de un reloj del desarrollo,
posiblemente accionado por ciclos de replicacion del DNA,
gque indicaria cuando debe ocurrir cada evento del
desarrollo, desde eventos pluricelulares como la
blastulacidén hasta moleculares como la sintesis de
proteinas. No obstante 1lo anterior, la regionalizacidn
puede anticiparse del estado de 4 células al de 2 células.

Pensamos que esto es posible porque no estaria implicada la
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sintesis sino la activacién de las enzimas marcadoras,
porque los demas componentes del sistema estédn presentes y
porque la mayor estimulacién que causa la agregacioén de un
segundo embrién o las lectinas anticipa lo gque ocurre
normalmente 12 h mas tarde y posiblemente se trata del mismo

mecanismo.

El mecanisno comprenderia incremento del &rea de
contacto celular y tiempo de contacto celular o tiempo de

desarrollo (edad) del embrion.

Un incremento del Aarea de contacto celular ocurre
normalmente cuando el embrién de 2 células se segmenta a 4
células. Experimentalmente, agregar dos embriones de 2
células también representa un incremento del area de
contacto y el area se incrementa todavia mas cuando en vez
de ordenar los embriones linealmente se les congrega porque
los contactos artificiales aumentan de uno a dos o tres.
Sin embargo, en estos experimentos no aumenta
proporcionalmente el numero de embriones regionalizados, no
varia el porcentaje de contactos naturales marcados Yy
disminuye el porcentaje de contactos artificiales marcados.
En consecuencia, los experimentos no demuestran gue un
aumento del &area de contacto cause un aumento de 1la
regionalizacién. Pero tampoco lo niegan, primero, porque
los resultados podrian atribuirse a la escasez de enzima
activable (Discusién, punto 2) y segundo, porgue no barece

posible precisar cuanto se incrementa el area de contacto
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celular en los distintos ordenamientos. En cambio 1los
experimentos con lectinas solubles, especialmente los
realizados con WGA, revelan una correlacién positiva entre
su concentracién y el porcentaje de embriones regionalizados
en la unidad de tiempo, lo cual puede atribuirse a 1la
magnitud de la superficie estimulada sin que haya limitaciodn
de la enzima disponible ya que sdélo se regionaliza el

contacto natural.

El tiempo de contacto celular es un factor que queda en
evidencia al comprobar en 2+2 que el porcentaje de contactos
naturales regionalizados es mayor que el de contactos
artificiales y que el porcentaje de los contactos naturales
regionalizados aumenta, ya sea prolongando el tiempo de
agregacién, ya sea agregando embriones de mayor edad. Para
extrapolar a los embriones normales de 4 células las
conclusiones de experimentos con 2+2, es necesario
discriminar entre tiempo de contacto celular y edad del
embrién. En agregados de 2-3 h el porcentaje de contactos
naturales regionalizados aumenta cuando los embriones tienen
mas edad y por lo tanto sus células han estado mas tiempo en
contacto, pero el porcentaje de contactos artificiales
regionalizados no aumenta significativamente, lo cual
demostraria que la edad de los embriones no tiene influencia

y que el factor decisivo es el tiempo de contacto.

Los experimentos analizados sugieren gue la

regionalizacién normal en el embrién de 4 células es
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consecuencia de la mayor &rea de contacto celular y del

mayor tiempo de contacto y que el mayor tiempo de

desarrollo, o edad, es un factor de escasa relevancia.

Aungue sea una sugerencia, conviene calificarla porgue
podria parecer en contradiccidn con resultados anteriores de
nuestro laboratorio. Ccon el fin de precisar si la
regionalizacién era consecuencia de la divisidén celular e
intercalacién de una supuesta nueva membrana entre los
blastémeros, se inhibié la divisién con drogas que afectan
el citoesqueleto sin que se impidiera mds tarde la
regionalizacién, reconocida por la activacién de 5NUC y FAL
(Izquierdo - et al., 1984). Si bien es cierto que en esas
condiciones no aumentaba el nimero de contactos celulares,
la regionalizacién se estudid a las 44 h de cultivo con
inhibidores y por entonces también se reconocié signos de
un desarrollo mas avanzado como compactacidén, aplanamiento
de microvellosidades, comienzo de Dblastulacidén y
engolfamiento, gue implican no sélo mayor edad sino también
mayor superficié de contacto (véase discusién de esos

procesos en Sepﬁlﬁeda et al., 1985 y Mayor et al., 1989).

8. otros efectos morfogenéticos inducidos experimental-
mente

1a facilidad con que se pueden observar in vive algunos
fendémenos morfogenéticos que ocurren normalmente despues de

la regionalizacién, como la compactacién o la blastulacidn
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i
fue aprovechada en el curso de este trabajo para analizar el

estimulo de la superficie celular y su propagacién en
condiciones experimentales gque exigen una observacioén
continua y no admiten interrupciones para demostraciones
citoquimicas. Aunque estas observaciones contribuyan al
analisis de la regionalizacién no son decisivas en tanto no
se demuestra que la compactacién y blastulacién involucran
necesariamente la regionalizacién previa. Es probable que
asi sea, como se discute a continuacién, pero aun gquedaria
por demostrar que los efectos morfogenéticos inducidos son
propiamente compactacién o blastulacién y no la simulacidn
de estos procesos. Si lo fueran, no carecerian de interés
para el andlisis de mecanismos de estimulacidén y propagacidén
pero los resultados no podrian extrapolarse sin mas al

proceso de regionalizacidn.

La secuencia ordenada de estados en el proceso de
desarrollo es evidente pero el fendémeno de regulacidn

embridénica, ya planteado mas arriba, demuestra gue no se

trata de 1la ejecucidén de instrucciones ordenadas

'temporalmente para todos los eventos del desarrollo. Por

‘ejemplo, es posible suprimir la segmentacidn sin modificar

la secuencia de cambios en la sintesis de proteinas
(Petzoldt et al., 1983} o inhibir 1la compactacién sin
alterar la expresién génica que corresponde a estados mas
avanzados (Mayor, Tesis 1989). Observaciones como estas

dan fundamento a una concepcién del desarrollo dque 1lo
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describe como una malla de relaciones causales con caracter
histérico y no como una secuencia lineal ordenada por un
programa genético (veéase revisién y discusién en Mayor,

Tesis 1989).

De 1las tres lectinas en solucién que inducen
regionalizacién en embriones de 2 células, WGA en
tratamientos mas prolongados induce ademas otros procesos
morfogenéticos que asemejan los que ocurren éen estados mas
avanzados del desarrollo. En 1 h llega a desaparecer el
espacio entre las células, como se observa en la
compactacién y en 6 h se forma una cavidad entre las
células, como en la blastulacién, la que luego aumenta de
tamano. Johnson (1986) habia publicado resultados
semejantes a los nuestros obtenidos también con WGA e
investigado el mecanismo de formacién del 1liquido
blastocélico para determinar si era el mismo descrito en
blastocistos normales. Los resultados no fueron
concluyentes: aunque pudo inhibir con ouabaina la expansion
del blastocele inducida por WGA, la demostracién citoquimica
de 1la Mg++ ATPasa fue negativa. Mas recientemente se ha
demostrado con un anticuerpo policlonal dirigido contra
Na+/K+ ATPasa gque esta enzima no se expresa en la
pseudoblastulacién inducida por WGA, contrariamente a lo gque

ocurre en la blastulacién normal (Watson & Kidder, 1988).

Nuestro trabajo, se ha dirigido a investigar 1la

recepcién del contacto y la via de transmisién de la senal.
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El andlogo dibutiril-cAMP, gque no causaba regionalizacién
tampoco causé compactacién y blastulacién en embriones de 2
células, aunque se ha descrito una importante participacién
del sistema adenilato ciclasa en el desarrollo normal de la
cavidad blastocélica (Manejwala et al., 1986; Manejwala &
Schultz, 1989). Comprobamos gque OAG causa compactacién en
embriones de 2 células en 20 min y que en 4 h una célula
comienza a engolfar a otra, apareciendo una cavidad entre
ellas. Controles realizados con inhibidores de PKC y con
analogos inactivos de OAG demuestran que el efecto es
atribuible a diacilglicerol y por otra parte, la aceleracion
de estos procesos morfogenéticos cuando el tratamiento con
OAG se complementa con iondforo de catt o Licl, demuestran
que la via del IP5; ha sido activada. No conocemos
publicaciones de otros autores que se refieran al efecto de

OAG sobre embriones preimplantacionales.

El problema aqui es dilucidar si 1los efectos
morfogenéticos inducidos por segundos mensajeros del sistema
fosfatidilinositol <corresponden efectivamente a 1la
compactacién y blastulacién gque se observa durante el
desarrollo normal. La evidencia no es decisiva: en términos
moleculares es mas bien adversa y en términos celulares mas

bien favorable.

Principalmente llama la atencidén en 1los resultados de

Johnson (1986) y de Watson & Kidder (1988) gue no se

112




reconozcan las enzimas que en el blastocisto normal acciona
la inyeccién de liquido. Pensamos que una forma de aclarar
el problema consistiria en reconocer en los blastocistos
inducidos por OAG el patrén de sintesis de proteinas
caracteristicas del blastocisto normal (véase Mayor, Tesis
1989) pero el tratamiento con OAG inhibe después de 2 h casi
totalmente la sintesis, aunque no la incorporacién, de
metionina—355, y en ese lapso no se observa el patrédn

caracteristico de blastocisto.

lLas observaciones con el microscopio electrénico, por
su parte, revelan que la estructura del nicleo, la aparicién
de cuerpos cristaloides, 1la agregacién de organelos
citoplasmaticos son mucho mas caracteristicas de una mérula
avanzada que de un estado de 2 células y ademas se reconocen
diferencias de densidad electrénica entre las dos células lo
cual ha sido observados en la blastulacién normal (Izquierdo
et al., 1976). Pero no es convincente el sellamiento
periférico que precede normalmente la blastulacién incluso
en medios y dobles embriones (Fernandez & Izquierdo, 1980) y
en embriones cultivados en LiCl (Becker & Izquierdo, 1982)
aunque no se pueda descartar mientras no se ‘delineen los
espacios intercelulares con emulsién de lantAno. Ademas,
las vesiculas agregadas ("jigsaw vesicles" de Calarco &
Brown, 1969) que abundan especialmente en 1los embriones
tratados con OAG también son mas abundantes. en embriones

cultivados con LiCl gqgue en 1los controles (Becker &
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Izquierdo, 1982).

Finalmente, es pertinente destacar una observacién que
tiene importancia en la biologia del desarrollo: en la
blastulacién normal se determina el trofoblasto y se pierde
la capacidad de regulacién embridénica (véase Izquierdo,
1986) mientras que en los embriones de 2 células inducidos a
blastular con un tratamiento breve de OAG y 1luego
transferidos a medio de cultivo sin la droga, desaparece la
cavidad, las células se segmentan, compactan, forman una
mérula y luego, de acuerdo con la escala temporal del
desarrollo normal, se forma un blastocisto de apariencia
tipica. Si la blastulacién inducida por OAG en el embriodn
de 2 células fuera equivalente a la blastulacién en el
embrién normal de 20 a 30 células significaria que el
desarrollo anticipado del embrién es reversible 1lo cual
implica la alteracidén de la secuencia temporal y 1la

diferenciacién de un trofoblasto no determinado.

El conjunto de estas consideraciones deja el problema
de compactacién y blastulacidén o pseudocompactacion y
pseudoblastulacién sin resolver. Por cierto que la segunda
alternativa, aunque parezca. mas probable, no descarta la
posibilidad de una funcidén de los mensajeros de la via
fosfatidilinositol en los procesos normales de compactacidn

y blastulacién.
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9. Proyeccién de nuestras observaciones

Los resultados comprendidos en esta Tesis sugieren tres
lineas principales de investigacién. 1) Estudio de
componentes de la membrana plasmatica implicados en el
reconocimiento, adhesién e induccién entre células. 2)
Estudio de los sistemas involucrados en la transmisién de
sefiales inducidas por el contacto celular. 3) Estudio de
las modificaciones causadas por dichas sefiales

intracelulares en sus efectores.

Aungque en la primera linea hemos reconocido 1la
importancia de 1los carbohidratos, en la segunda 1la
participacién de la via del fosfatidilinositol y en la
tercera, la probable activacién de las ectoenzimas, 1la
informacién reunida sélo aporta algunas piezas al enigma del
desarrollo inicial que se suponia mas simple en vista de 1la
igualdad celular. El analisis separado de estas lineas
puede esclarecer mecanismos pero sélo su integracién
plantea operacionalmente el problema de especificacién

regional gque precede la diferenciacidén celular.
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CONCLUSIONES

Los resultados experimentales indican que:

1.

lLa agregacién de embriones con mas de 4 células
(regionalizados) induce regionalizacidn (actividad de

5NUC y de FAL) del contacto artificial.

La agregacién de embriones que tienen 2 células (no
regionalizados) induce regionalizacién del contacto

natural y luego del artificial.

El contacto artificial puede sustituirse en un embrioén
de 2 células por una esfera revestida de lectinas o por
lectinas en solucién, regionalizandose el contacto

natural.

Andlogos de 1los segundos mensajeros del sistema
fosfatidilinositol causan regionalizacién del contacto
natural del embrién de 2 células y el efecto puede ser

exacerbado o inhibido especificamente.

Las lectinas y los analogos de segundos mensajeros
inducen en el enmbrién de 2 células, ademas de
regionalizacién, procesos morfogenéticos gque tienen

cierta semejanza con la compactacioén y la blastulacién.
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6I

La regionalizacién inducida por agregacién de embriones
y los cambios morfogenéticos inducidos por segundos
mensajeros del sistema fosfatidilinositol, no requieren

de la sintesis de proteinas.

En consecuencia:

10.

11.

La regionalizacién de una quimera de dos embriones de 2
células anticiparia lo que ocurre normalmente en el
estado de 4 células avanzado porgue se ha incrementado

la superficie de contacto celular.

La regionalizacioén causada en el estado de 2 células por
lectinas, localizadas o en solucidén, revelaria que hay
carbohidratos comprometidos en la recepcidén del estimulo

de contacto.

La regionalizacién inducida en el estado de 2 ceélulas
por los segundos mensajeros sugiere que el sistema
fosfatidilinositol participa en la transmisién de la

sefial de contacto hacia el contacto natural.

La demostracidén citoquimica de 5NUC y de FAL en el
contacto natural seria efecto de la activacién de estas

enzimas por un metabolito aun no identificado.

El mecanismo de regionalizacidén normal en el estado de 4
células seria probablemente el mismo de la regionaliza-

cién experimental inducida en el estado de 2 células.
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12. La compactacién y blastulacién inducidas experimen-
talmente no corresponderian en términos de sintesis de
proteinas, a los eventos morfogenéticos normales; sin
embargo, las observaciones morfoldégicas sugieren que los
sequndos mensajeros de la via del fosfatidilinositol

estan implicados en dichos procesos.
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