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RESUMEN

Una serial temprana de especificaci6n regional,  o regionalizaci6n,

en el embri6n de mamfferos es la acumulaci6n del producto de reacci6n

de  las  enzimas  fosfatasa  alcalina  (FAL)  o  5'-nucleotidasa  (5NUC)  en

regiones de contacto celular.   En condiciones normales este proceso  se

detecta por primera vez en el  embri6n de 4 c6lulas.     Sin embargo,  la

regionalizaci6n puede ser provocada anticipadamente en embriones de

2  c6lulas  cultivados  en  parejas  adyacentes  o  en  presencia  de  lectinas

como   WGA   o   Con   A.   Los   mecanismos   comprometidos   en   este

fen6meno no son atin claros, pero hay evidencia que residuos sacaridos

participari'an en  la recepci6n del esti'mulo de contacto y que el sistema

del  fosfatidil-inositol  iniciari'a la transmisi6n intracelular de la sefial.

El  objetivo  general  de  esta  Tesis  fue  estudiar  los  mecanismos

involucrados     en   el   inicio   de     la  regionalizaci6n  al   comienzo   del

desarrollo   de   los   mami'feros.      Para   esto   se   desarroll6   un   ensayo

enzimatico    fluorom5trico    cuya    sensibilidad        permitiera    detectar

cantidades  de  FAL  tan  pequefias  como  las  presentes  en  embriones

tempranos  de  rat6n.      Asi',  fue posible   demostrar  actividad  de  FAL



antes que 6sta pudiese ser reconocida citoqui'micamente en las zonas de

contacto celular,  aumentando su cantidad   en forma exporiencial a partir

del  embri6n  de  2  c6lulas.      Cuando  se  induce  la  regionalizaci6n  por

medio  de lectinas,  o  se incuba el  embri6n en presencia de  inhibidores

de  si'ntesis  de  protei'nas,  los  niveles  de  actividad  de  FAL  no  vari'an.

Estos resultados sugieren que la regionalizaci6n se debe a un proceso de

relocalizaci6n de enzima preexistente y no involucra si'ntesis o  activaci6n

de FAL.

La regionalizaci6n parece ocurrir en dos etapas:  a) desplazamiento

de FAL en el plano de la membrana y,  b)  agregaci6n de la enzima en

la  zona  de  contacto  celular.     Los  efectos  de  drogas  que  alteran  los

microfilamentos   y   los   microthbulos   sugieren   que   6stos   fen6menos

podrl'an estar basados en la actividad del citoesqueleto.   Este podri'a ser

el agente involucrado en el desplazamiento de la enzima y/o  anclaje de

6sta en el contacto celular.   Sin embargo,  para realizar estas funciones

se  requerirfa  de  otra  protei'na  asociada  al  citoesqueleto  que  actuari'a

como  nexo  entre  6ste  y  la  enzima,  puesto  que  FAL  esta  anclada  a  la

membrana a trav6s de un fosfoli'pido.   El efecto de drogas citostaticas,

sin embargo,  no es concluyente por lo que no se puede descartar que un
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mecanismo de difusi6n simple a trav6s de la membrana plasmatica o un

flujo  de  vesi'culas,  puedan  estar  operando  en  la  moviilizaci6n  de  la

enzima hacia  la zona de contacto  celular.

Ensayos de inmunofluorescencia indirecta,  utilizando  anticuerpos

monoclonales  dirigidos  contra  antfgenos  de  la  superficie  de  c5lulas

embrionarias,  tambi6n muestran un desplazamiento de algunos  anti'genos

hacia  la  zona  de    contacto  celular.     Estos  experimentos    apoyan  el

modelo  de  relocalizaci6n  de  la  enzima  propuesto  en  esta  tesis  para

explicar la regionalizaci6n de FAL.

Finalmente,  la confirmaci6n que fen6menos morfogen6ticos  como

la compactaci6n  son tambi6n provocados y anticipados por los  agentes

que  causan la regionalizaci6n sugiere una relaci6n causal  entre ambos

procesos.    Esto  explicarl'a la  importancia de la especificaci6n  regional

en la cascada de eventos  que llevan a la diferenciaci6n celular.



SUMMARY

Cytochemical demonstration of alkaline phosphatase  (FAL)  or 5'-

nucleotidase (5NUC) at the contact cell surface of mammalian embryos

constitutes  an  early  sign  of  regional  specification.      Under  normal

conditions  this  process  is  first  detected  in  the  4-cell  stage  embryo.

However,  regionalization can be prematurely induced in 2-cell   embryos

cultured in couples  or in presence of lectins such as WGA or Con A.

The  mechanisms  involved in this phenomenon have not yet been well

established,  but  there  is  evidence  that  sacharide  residues  may  act  as

contact receptors, while a phosphatidyl inositol  system would  initiate an

intracellular transmision signal.

The   main   objective   of   this   Thesis   was   the   study   of   the

mechanisms  involved  in  the  initiation  of  regionalization  in  the  early

mammalian   embryo.       For.   this   purpose,   a   sensitive   fluorometric

enzymatic assay was developed to detect small amounts of FAL in early

mouse  embryos.   In this  manner,  it was possible to demonstrate FAL

activity    at  cell  contact  areas  before  it  was  possible  to  detect  it  by

cytochemical  methods.    The  enzyme  activity   increased  exponentially



from  the  2-cell  stage  embryo  onwards.     When  regionalization  was

induced by lectins,  or in the presence of protein synthesis. inhibitors,  the

levels    of FAL  activity  did  not  vary.        These  findings  suggest  that

regionalization occurs   as result of enzyme re-localization and would not

involve FAL synthesis  or activation.

Regionalization seems to occur in two steps:  a)   FAL diffuses  in

the plane of the plasma membrane and b)  aggregation of the enzyme in

the cell contact area.   The effect   of drugs which alter microfilaments

and microtubules   indicate that these phenomena may be a cytoskeleton-

based  processes.    The  cytoskeleton  may  be  the  agent  involved  in  the

enzyme displacement and/or in its anchorage in the cell contact area.

However,  because  the  enzyme  is  anchored    to  a  plasma  membrane

phospholipid,    another    protein    acting    as    a    bridge    between    the

cytoskeleton and FAL would be required.    Since the effect of cytostatic

drugs is not conclusive,  there is a possibility that membrane vesicle flow

or a simple diffusion mechanism,  may be operating in the movilization

of enzyme towards the cell contact area.

Indirect immunofluorecence  studies using  monoclonal  antibodies
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against surface antigens of embryonic cells,   also showed movement of

these antigens towards the contact areas.   These experiments  support the

relocalization   model      proposed   in   this   Thesis      to   explain   FAL

regionalizatiop.

Finally,   confirmation  that  morphogenetic  phenomena  such  as

compaction  are  also  induced  by  agents  which  trigger  regionalization

suggests  a  causal  relationship  between  the  two  processes.  This  would

explain the importance of regional specification in the cascade of events

leading to  cell differentiation.
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INTRODUCCI0N

El   desarrollo   inicial   de   los   mami'feros   se   extiende   desde   la

fecundaci6n del ovocito en el oviducto hasta la implantaci6n del  embri6n

en el endometrio del titero.   El desarrollo inicial toma aproximadamente

5   di'as   y   culmina  con  la  formaci6n  del  blastocisto,   en  el   cual  se

distinguen por primera  vez dos tipos  celulares:  la masa celular interna

y  el. trofoblasto.

Hasta  hoy dl'a es difi'cil  explicar  la diferenciaci6n del blastocisto

a partir del  huevo,  en el  que no se distinguen regiones  citoplasmaticas

diferentes    y    cuya   segmentaci6n   genera   c6lulas    constituidas   por

citoplasmas semejantes que rodean nticleos equivalentes.   Se ha sugerido

que  la  diferenciaci6n  celular  estari'a  en  parte  regulada  por  factores

extri'nsecos,     tales    como    las    diferencias    generadas    durante    la

segmentaci6n por los contactos celulares  (Izquierdo,  1986;  Septilveda &

Izquierdo,  1990).
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DHSARROLLO PREIMPLAP`ITACI0NAL DEL RATON

La  fecundaci6n del  ovocito  del  rat6n  ocurre en  el primer tercio

del  oviducto  y  desde  alli  el  embri6n  es  transportado  hacia  el  titero.

Durante   este   transito   ocurren   las   primeras   divisiones   de   clivaje,

manteni6ndose el tamafio  inicial del huevo  que es de aproximadamente

70 #m de diametro 0?IGURA 1).   La primera divisi6n se produce 24-27

horas  despu6s  de  la  fecundaci6n  y  las  siguientes  divisiones  ocurren

aproximadamente cada   10 a  12 horas (Luthard & Donahue,  1975).   Sin

embargo,  las  divisiones  no  son  sincr6nicas  y  por  lo  tanto  es  posible

encQntrar embriones cuyo ntimero de c6lulas no  es  necesariamente una

potencia de dos  (Graham & Deussen,  1978).

Cuando  el  embri6n  se  ha  segmentado  en  8  c5lulas  se  inicia  el

proceso  de  compactaci6n  (Ducibella  &  Anderson,   1975).    Hasta  ese

estado   de  desarrollo   los   blast6meros   son   esfericos,   presentan   s6lo

contactos  puntuales  entre  ellos  y  el  acoplamiento  i6nico  se  debe  a  la

presencia de puentes citoplasmaticos entre blast6meros hermanos  (Lo &

Gilula,   1979).     En  la  compactaci6n  los  blast6meros   adyacentes   se

aplanan unos  contra los otros,  aumentando  asi' el  area de contacto



DESARROLLO  ]NICIAL  DEL  BATON

8  CELULAS

2  CELULAS

MORULA

Figura  i

9

`{{*j?T8`*;i :H;tor      ..,'.i¥}`'`',

4  CELULAS

BLASTOCISTO



intercelular (FIGURA 1).

Durante la compactaci6n se produce un aumento en la adhesividad

de   los   blast6meros,   proceso   que   esta   asociado   a   la   si'ntesis   de   la

glicoproteina   uvomorulina.      La   funci6n   adhesiva   de   uvomorulina

depende  de  la  presencia  de  Ca2+  en  el  medio  (Hyafil  c/  CZJ.,   1981;

Shirayoshi  cf  CZJ.,   1983;  Ringwald  c/  CZZ.,   1987).    En  esta  etapa`  no  se

reconoce una matriz extracelular estructurada,  pero  si  la presencia de

lam.inina,   heparan-sulfato  y  nid6geno  (Wu  c/  cz/,,   1983;   Dziadek  &

Timpl,  1985;  Dziadek  e/ CZJ.,  1985).

Los cambios que acompafian a la compactaci6n son dependientes

del  citoesqueleto,  puesto  que  los  agentes  que  alteran  la  estabilidad  de

microthbulos    y   microfllamentos    interfieren   con   la    compactaci6n

(Ducibella,1980;  Pratt  cf CZJ.,1982).

El  proceso  de  compactaci6n  esta  acompafiado,  ademas,  por  el

establecimiento   de   los   primeros   contactos ,especializados   entre   las

c6lulas.    En  las  regiones  de  contacto  entre  los  blast6meros  aparecen

puntos de fusi6n de membranas  que corresponden a uniones  estrechas
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o Jz.gfe//.!47cctz.our (Izquierdo et al.,1976).   Ademas,  aparecen uniones  del

tipo  hendidas  o  gczp /.##ctz.o#s',  responsables  del  acoplamiento  i6nico

entre  los  blast6meros  del  embri6n  de  8  6  mss  c6lulas  (Ducibella  &

Anderson,  1975;  Lo  &  Gilula,  1979;  MCLachlin c/ cz/.,  1983;  Goodall

&  Johnson,1984;  Lee  c/ cz/.,1987).

Al  finalizar el paso por el  oviducto,  el  embri6n de  rat6n es  una

m6rula  compuesta  de  aproximadamente  24  c6lulas     (Fernandez  &

Izquierdo,  1980).    Las  c6lulas perifericas  establecen uniones  estrechas

que  sellan  el  interticio  y  constituiran  mas  tarde  el  trofoblasto.       EI

sellamiento impide la difusi6n del  material  intercelular hacia el  espacio

extraembrionario,  formandose asi' la cavidad blastoc6lica.

La  m6rula,  compuesta de un s6lo  tipo  de c6lulas,  se  transforma

en el blastocisto,  en el cual puede reconocerse la diferenciaci6n de dos

poblaciones   celulares.      Los  blast6meros  perifericos   constituyen  un

epitelio aplanado de c6lulas estrechamente unidas  entre si',  denominado

trofoblasto  o  trofoectoderma,  mientras  que  los  blast6meros  centrales,

alrededor de un tercio del total,  constituyen la masa celular interna que

queda  desplazada  hacia  un  polo.     La  masa  celular  interna,  o  brote

11



embrionario,  clara origen al embri6n propiamente tal y el trofoectoderma

a  la  mayor parte de los anexos embrionarios.

ESPECIFICACI0N   REGIONAL   AL   COMIENZO   DEL
DHSARROLLO

El  proceso  de  regionalizaci6n  o  de  especificaci6n  regional  se

reconoce cuando  los  componentes  celulares que ten fan una distribuci6n

aparentemente  homog6nea  se  redistribuyen de una  manera  particular.

La regionalizaci6n es una etapa decisiva del desarrollo inicial por cuanto

implica la. ruptura de la simetri'a esferica del embri6n,  y el comienzo de

proceso  morfogen6tico  que lleva a la diferenciaci6n del trofoblasto.

La  utilizaci6n de  t6cnicas  de inmunofluorescencia  en  embriones

tempranos  ha  permitido  detectar  signos  de  regionalizaci6n  de  algunos

componentes   citoesquel6ticos.     Asi',   en  el  embri6n  de  2   c6lulas   la

miosina  cortical  se  concentra  en  las  regiones  alejadas  del  contacto

celular   (Sobel,  1983b),  mientras  que la espectrina y fodrina  aparecen

en  las  regiones de  contacto  celular  (Sobel  & Alliegro,  1985;  Reima &

Lehtonen,  1985;  Schatten  c/ cz/.,  1986).    En  el  estado  de  8  c6lulas  los

microfilamentos  y  los  microttibulos  corticales,  que  son  detectados  en
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todos los estados del desarrollo preimplantacional  (Lehtonen & Badley,

1980),  se concentran en  las  regiones alejadas de  los  contactos  celulares

(Lehtonen  & Badley,  1980;  Johnson  &  Maro,  1984;  Houliston  cf cz/.,

1987).

Un signo de especificaci6n regional reconocido  tempranamente en

el  desarrollo  de  los  mami'feros  es  la  regionalizaci6n  de  la  superficie

celular,  reconocida por la detecci6n citoqui'mica de los productos de la

actividad de fosfatasa alcalina (FAL)  o 5'-nucleotidasa (5NUC).    Como

se  muestra  en  la FIGURA 2,  los productos  de  reacci6n  de  estas  dos

enzimas  de  membrana  marcan  exclusivamente  las  zonas  de  contacto

celular  a partir  del  estado  de 4  c6lulas  (Izquierdo,  1977;  Izquierdo  c/

cz/.,1980;  Izquierdo  & Ebensperger,1982;  Lois  & Izquierdo,1984).
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Figura 2

Regionalizaci6n durante el desarrollo inicial del rat6n.
Esquema  que  ilustra  la  distribuci6n  regionalizada  de  la  actividad  de  FAL  y
5NUC (ci'rculos negros),  en las regiones de contacto celular,  a partir del estado
de 4 c5lulas.





5'-NUCLEOTIDASA  Y  FOSFATASA  ALCALINA  COMO
MARCADORES   DE   LA   REGIONALIZACI0N   DE   LA
MEMBRANA PLASMATICA

5NUC  y FAL son ectoenzimas que estan unidas covalentemente

a fosfatidilinositol glicosilado por el lado externo de la membrana (Low,

1987).

La  .fosfatasa  alcalina  (EC  3.1.3.1)  es  una  familia  de  isoenzimas

con  propiedades  catali'ticas  similares  que  hidrolizan  una  variedad  de

fosfomono6steres en un rango de pH alcalino.   La mayori'a son protei'nas

dim6ricas  en  que  el  peso  molecular  de  cada  subunidad  vari'a  entre

64.000  y  72.000  d.        Se  caracterizan,   ademas,   por  ser  altamente

glicosiladas   conteniendo   acido   sialico   como   carbohidrato   terminal

(Fishman,  1974)  y por  contener  en  su  forma nativa  cuatro  atomos  de

zinc.   Dos de estos tiltimos estan asociados a la actividad catalftica y dos

contribuyen a la integridad estructural de la mol6cula.   Otras funciones

de FAL,  ajenas a la catali'tica, son en general desconocidas.   Asf,  se ha

sugerido  que FAL  esta asociada a la formaci6n de proteinas fibrilares

y   tambi6n   al   control   del   transporte  de   metabolitos   a   trav6s   de   la

membrana celular (Burstone,  1962;  Fishman,  1974;  Hertz,  1985).
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La  5'-nucleotidasa  (EC  3.1.3.5)  se  encuentra  en  diversos  tipos

celulares  (Stanley    cf'-a/.,   1980)  y  se  le  ha  asignado  un  papel  en  la

degradaci6n  de  nucl5otidos  y  producci6n  de  adenosina  (Baron  c/  cz/.,

1986).   Esta enzima es ampliamente usada como marcador de membrana

plasmatica  y  se  encuentra  concentrada  en  ciertas  regiones  de  c6lulas

epiteliales  polarizadas  tales  como  hepatocitos  (Wisher & Evans,  1975)

y  c6lulas  del  epitelio  intestinal  (Baron  c/ CZJ.,  1986).    La 5NUC  existe

principalmente  como  un  homodi'mero  de  subunidades  er  de  un  peso

molecular aproximado de 70.000 d  (Bailyes  c/ cz/.,  1984).

PAPHL   DE   LOS   CONTACTOS   CELULARES   EN   EL
ESTABLIICIMIENT0 DE  ESPECIFICACI0N REGIONAL

Experimentos   de   agregaci6n   y   desagregaci6n   de   embriones

sugieren   que   los   contactos   celulares   estari'an   involucrados   en   la

regionalizaci6n y eventualmente en la diferenciaci6n celular.   Poniendo

en   contacto   embriones   tempranos   de   rat6n   se   ha   observado:    a)

Tedistribuci6n de protei'nas citoesquel5ticas corticales  tales  como  miosina

y  espectrina,  b)  formaci6n  de  uniones  hendidas  y  c)  desaparici6n  de

microvellosidades  en  las  zonas  de  contacto  celular.     Ademas,  estos

procesos    de    reorganizaci6n    ovular    se    revierten    al    separar    los
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blast6meros,  indicando  que los  contactos  celulares  son esenciales para

mantener la regionalizaci6n  (Sobel,  1983  a,  b;  MCLachlin c/ cz/.,  1983;

Sobel  &  Alliegro,  1985;  Septilveda  c/ cz/.,  1985).

Seprilveda e Izquierdo  (1990)  ham propuesto  que el contacto  celular

provocari'a la regionalizaci6n de la membrana plasmatica,  generando tal

vez la primera asimetrfa que ocurre durante   el desarrollo  inicial  de  los

mami'feros   y   que   seri'a   un   requisito   para   la      progresi6n   de   la

diferenciaci6n  celular  y  morfog6neis.       Es  decir,   la  regionalizaci6n

durante  el  desarrollo  de  mami'feros  comenzari'a  al  aparecer  el  primer

contacto  celular,  despu6s de la primera divisi6n de clivaje.

Los  embriones de 2 c6lulas no  muestran actividad enzimatica de

5NUC o FAL por m6todos citoqui'micos.   Sin embargo,  6sta puede ser

provocada   al   poner   en   contacto   dos   embriones   de   2   c6lulas   o   al

incubarlos  con  algunas  lectinas  que  reconocen  residuos  sacaridos  de

superficie  (FIGURA 3).   Bajo  estas  condiciones  es posible  reconocer

regionalizaci6n aproximadamente  12 h antes que en el desarrollo  normal

(estado  avanzado de 4 c6lulas)  (Septilveda,  1990).
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Figura 3

Provocaci6n   de   la   regionalizaci6n   por   contacto   celular   y   lectinas   en
embriones de 2 c6lulas.

A.  Embri6n control de 2 c6lulas cultivado z.# 1;I./J.o durante 2  horas.    N6tese la
ausencia de actividad enzimatica.
8.  Dos embriones de 2 c6lulas sin zona pelticida cultivados  en contacto  durante
2 horas.   Obs5rvese la aparici6n de actividad enzimftica (ci'rculos  negros)  en la
regi6n de contacto entre los blast6meros de cada embri6n.
C. Embri6n de 2 c6lulas cultivado durante 2 horas en una soluci6n de  la lectina
WGA 6 Con A.   Obs6rvese la aparici6n de actividad enzimatica en  la zona de
contacto  interblastom5rico.





Cuando   p.ares   de  embriones   de  2   c6lulas   son   cultivados   en

contacto  para  provocar  su  agregaci6n,   la  actividad  de  las   enzimas

marcadoras  se  detecta  antes  en  el  contacto  natural  que  en  el  artificial

generado por la agregaci6n,  sugiriendo que el contacto artificial produce

una   serial   que   se   transmite   a   los   contactos   naturales   y   causa   la

regionalizaci6n  (Septilveda,  1990).    Los  mecanismos  involucrados  en

esta   regionalizaci6n   inducida   experimentalmente   de   la   membrana

plasmatica no son atin claros, pero hay evidencias de la participaci6n de

residuos sacaridos en la recepci6n del estfmulo de contacto  y del  sistema

del   fosfatidil-inositol   en   la   transmisi6n   de   la   sefial   de   contacto

(Septilveda,  1990).

La   aparici6n   prematura   de   la   actividad   de   FAL   y   5NUC,

provocada   por   un   aumento   de   la   superficie   de   contacto,   podri'a

explicarse por si'ntesis dc #ovo de la enzima, por activaci6n de la enzima

inactiva   o   por   redistribuci6n   de   enzima  pre-existente.      Como   los

m6todos citoquinicos s6lo permiten conocer la proporci6n de embriones

regionalizados  en  la  unidad  de  tiempo,  es  necesario  contar  con  un

m6todo bioqui'mico que permita cuantificar la actividad   enzimatica.   De

esta   manera  se  podri'a  estudiar  los  mecanismos  .involucrados   en  el
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establecimiento de la especificaci6n regional al  comienzo del desarrollo,

que constituye un objetivo  importante de esta Tesis.       .

La hip6tesis es que al establecerse un nuevo  contacto  celular 6ste

provocari'a   primero   una   redistribuci6n   de   la   enzima   y   despu6s   su

atrapamiento  en  la  regi6n  de  contacto,  por  lo  que  se  hari'a  visible  el

producto de reacci6n.   En un mecanismo de esta naturaleza podri'a estar

involucrado  el  citoesqueleto  cuya localizaci6n,  es  tambi6n dependiente

de    las    interacciones    celulares.        Sin    embargo,    el    involucrar    al

citoesqueleto   supone   la   existencia   de   otra   protei'na   que   medic   la

interacci6n  entre  6ste  y  las  enzimas  marcadoras,  puesto  que  5NUC  y

FAL son ectoprotei'nas unidas a la membrana por un tallo  fosfolipi'dico,

sin una asociaci6n directa a elementos del citoesqueleto.

20



OBJHTIV0 GENERAL

Estudiar  los  mecanismos  involucrados   en  el gatillamiento  de  la

regionalizaci6n al comienzo del desarrollo de los  mamfferos.

OBJHTIVOS HSPHCIHCOS

I.         Desarrollar  un  m6todo  bioqul'mico  lo  suficientemente  sensible

como    para    detectar    la    actividad    de    FAL    en    embriones

preimplantacionales de rat6n.

2.        Establecer  la  magnitud  del  estfmulo  requerido  para  provocar

regionalizaci6n en embriones de 2, c6lulas  incubados  con lectinas.

3.         Analizar los posibles mecanismos involucrados  en el  transporte y

atrapamiento de ectoenzimas en  la regi6n de contacto  celular.

4.         Estudiar el papel  del  citoesqueleto  en la aparici6n y  mantenci6n

de  la regionalizaci6n.

Estudiar la participaci6n de la sl'ntesis de proteinas  en  la actividad

de FAL en embriones regionalizados por efecto de lectinas.

6.         Estudiar la importancia de la regionalizaci6n en el  contexto

de procesos  morfogen5ticos posteriores.
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MATERIALES  Y  METODOS

1.            OBTHNCION DE EMBRIONES

Se utilizaron embriones preimplantacionales de rat6n obtenidos

del .cruce de hembras  superovuladas de  la cepa Swiss-Rockefeller con

machos de la misma cepa.

Para provocar  la superovulaci6n  las  hembras  fueron primero

inyectadas   con  5  unidades  internacionales   (UI)   de  suero   de  yegua

prefiada   (PMS,   Intervet)     y  44-48   horas   mas   tarde   con   5   UI  de

gonadotrofina cori6nica humana (hcG,  Intervet).

La c6pula se reconoci6 por la presencia del  tap6n vaginal  y se

presumi6  que  6sta  ocurri6  12  horas  despu6s  de  la  inyecci6n  de  hcG.

Las  hembras  fecundadas  se  sacriflcaron  por  dislocaci6n  cervical,  se

extrajeron los ,oviductos y los embriones se rescataron por perfusi6n con

el medio descrito por Biggers a3iggers, Whitten & Whittingham,  1971),

ajustando la  concentraci6n de seroalbtimina de bovino  (BSA,  Sigma)  a

4 mg/ml.  La edad de los  embriones se expres6  en horas post inyecci6n

de hcG.
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Se consider6 como embri6n de 2 c6lulas  temprano  a aquel  que

teni'a 42 h post hcG y como tardfo al que teni'a 48 post. hcG.

CULTIV0 DE EMBRIONES

Los embriones fueron cultivados en microgotas de 5  a  10 #1 de

voltimen de medio Biggers bajo aceite mineral,  en una atm6sfera de 5

97o  (v/v)  de C02 en  aire htimedo  y a 37  °C.

En  otras  series  experimentales  en  las  cuales  las  sustancias

utilizadas .eran solubles en aceite mineral,   los cultivos fueron  realizados

en  capsulas  para  cultivo  de 6rganos  (Falcon 3037),  cuyo  voltimen  era

de  500  #1,  depositados  sobre  otra  cfpsula  voluminosa  que  conteni'a

tambi6n medio de cultivo.   De esta manera se evitaba la evaporaci6n del

medio  de cultivo  interior.

2.1 Control de la viabilidad de los embriones.

La  viabilidad  de  los  embriones  cultivados  fu6  determinada

mediante  la  colorabilidad  con  eosina  amarillenta  (Merck)  al  0.5  %  en

medio Biggers.   Los embriones que se tifieron estaban dafiados y fueron
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descartados.

Como criterio para evaluar la toxicidad de diferentes drogas  se

efectuaron pruebas de reversibilidad.   Para esto  los  embriones  tratados

fueron  lavados  y  transferidos  a  medio  Biggers  conteniendo  0.4  97o  de

BSA.

3.            TECNICAS CITOQUIMICAS

Al   describir   los   resultados   nos   referiremos   a   embriones

regionalizados  y  no  regionalizados.    En  los  primeros,  la  actividad  de

5NUC  6  FAL es detectada por m6todos citoquinicos  en los  contactos

celulares  mientras  que en los  embriones no regionalizados  la actividad

enzimatica  no  es    detectada.    Como  ya  se  explic6,  la  regionalizaci6n

aparece por primera vez en embriones de 4 c6lulas.

3.1          Detecci6n de la actividad de 5'-nucleotidasa.

Para  la demostraci6n de la actividad de 5NUC  los  embriones

se procesaron segtin el procedimiento de Uusitalo y Karnovsky  (1977)

modificado  por  Izquierdo  &  Ebensperger  (1982).      Los  embriones  se

25



fijaron en una soluci6n de glutaraldehi'do  al  1  97o  en amortiguador Tris-

maleato 0.1  M a pH 6.0 durante  1  h a temperatura ambiente.   Luego  se

lavaron  3  veces  en  amortiguador Tris-maleato  0.1  M  a  pH  7.2    y  se

incubaron  durante 50  min  a  37  °C  en  una  soluci6n  que  conteni'a:  5'-

adenosin-mono-fosfato (5'-AMP)  1.5   mM,  Tris-maleato 0.1  M,  nitrato

de plomo  1.5   mM,  sulfato de magnesio  10 mM y 5  %  de glucosa a pH

7.2.

Luego   de   la   incubaci6n   los   embriones   fueron   lavados   en

amortiguador  Tris-maleato  y  en  agua  destilada.     El  producto  de  la

reacci6n se revel6  exponiendo los embriones por un par de minutos  a

una soluci6n de sulfuro de amonio al 0.1  %.   Finalmente,  los  embriones

fueron   lavados   en  agua destilada,  montados  enteros  en glicerol  al 50

97o  y    observados  al  microscopiodeluz.       Los        controles        fueron

incubados  en medio  sin sustrato.

3.2          Detecci6n de la actividad de fosfatasa alcalina (FAL).

Para  la demostraci6n citoquinica de la actividad de FAL  los

embriones se procesaron segtin el m6todo utilizado por Izquierdo  c/ cz/.

(1980).   Las muestras se fijaron durante  1  h a temperatura ambiente en
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una  soluci6n de glutaraldehi'do  al 3  %  en amortiguador cacodilato  0.1

M a pH 7.4.   Luego se lavaron 3  veces en el  mismo  amortiguador y se

incubaron   durante   90   min   a   temperatura   ambience   en   un   medio

conteniendo P-glicerofosfato 32  mM,  Tris  160 mM,  citrato de plomo  3

mM,  sulfate de magnesio 6 mM  y 5  %  glucosa a pH 9.5.   Luego  de la

incubaci6n los  embriones se lavaron en amortiguador cacodilato  0. I  M

pH  7.4  y  agua.    El  producto  de  la  reacci6n  se  revel6  exponiendo  los

embriones, por un par de minutos,  a una soluci6n de sulfuro de amonio

al 0.1  %.   Despu6s de un breve lavado en agua destilada,  los  embriones

completos  fueron  montados     en  glicerol  al  50   %   y  observados   al

microscopio  de luz.    Los  controles fueron incubados en un   medio  sin

sustrato.
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TECNICAS     BI0QUIMICAS     PARA     MEDIR     LA
ACTIVIDAD DE LAS HNZIMAS MARCADORAS.

4.1 Microensayo enzimatico por espectrofotometrfa para medir
la actividad de fosfatasa alcalina.

Este ensayo esta basado en el m6todo descrito por Bessey et al.

(1973)  con  algunas  modiflcaciones  introducidas  por  Cachicas  (1989).

Se utiliz6 el sustrato cromog6nico fosfato de p-nitrofenilo  (PNPP),  cuya

hidr6lisis por la enzima libera un fosfato y lo  transforma en p-nitrofenol

de color amarillo que absorbe en los 405  nm.

Para los ensayos con estados de m6rula o blastocisto se requiri6

alrededor de 60 embriones,  mientras  que para embriones de 2-4 c6lulas

se requiri6  sobre  150 embriones.

4.1.1      Preparaci6n  de  extracto  de  embriones  para  microensayo
espectrofotom6trico.

Los embriones se recibieron en  10 #1 de tamp6n fosfato  salino

(PBS)  y  se  almacenaron  a  -20  °C  hasta  el  momento  del  ensayo.  Se

descongelaron a temperatura ambiente y se resuspendieron en 40 #1 de
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una mezcla  1:1  de tamp6n de Bessey @essey cf CZJ.,1973)   y  tamp6n  de

Hass  (Hass  c/ cz/.,1979).    En  estas  condiciones  los  embriones  fueron

sometidos  a   8   ciclos  de  congelaci6n-descongelaci6n  para   liberar   la

enzima   (Izquierdo   &   Marticorena,    1975).       En   este   extracto   de

embriones  se pudo  detectar  actividad de FAL  en  distintos  estados  del

desarrollo y bajo diferentes  condiciones experimentales.

4.1.2      Determinaci6n  de  la  actividad  de  FAL  en    extractos  de
embriones por el m6todo espectrofotom6trico.

La     reacci6n  fue  iniciada  por  la  adici6n  del  sustrato  a  una

soluci6n  que  contenl'a:  50  41  de  PNPP  500  #M  en  tamp6n  NaHC03

0.05M  y  Na2C03  0.05  M  pH  9.6  con  Mgc12  1  mM.    La  mezcla  de

reacci6n  se  incub6  a  37  °C  durante  20  h  en  la  oscuridad  y  luego  se

midi6  la  absorbancia  a 405  nm.    La  hidr6lisis  espontanea  del  sustrato

fue sustraida de la absorbancia total  medida en cada experimento.

Empleando  p-nitrofenol   (Merck)   se  pudo   confeccionar  una

curva  de  calibraci6n  que  indicaba  la  magnifud  de  la  absorbancia    de

concentraciones   crecientes de p-nitrofenol:  1-200  #M.    Puesto  que  la
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hidr6lisis de cada mol6cula de sustrato genera una mol.6cula de Pi y una

mol6cula de p-nitro.fenol,  la  actividad   enzimatica de fosfatasa alcalina

se pudo expresar en t6rminos de la cantidad de Pi generado por embri6n

durante 20 h.

4.2          Microensayo  para medir la actividad  de fosfatasa alcalina
por espectrofluorometrfa de curso temporal.

Se desarroll6 un nuevo m6todo para medir la actividad de FAL

utilizando como sustrato 3,6-difosfato de fluoresceina  (FDP,  Molecular

Probes   Inc.),   cuya   hidr6lisis   genera   un   producto   fluorescente,   la

fluorescei'na y dos  fosfatos  inorganicos.   La fluorescei'na  es  excitada a

485  nm y  emite alrededor de los 530 nm.

En los ensayos con estados de m6rula o blastocisto  se  requiri6

alrededor de 20 embriones.   Para estados tempranos de 2  a 4 c6lulas  se

requiri6 de aproximadamente  100 embriones.
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4.2.1      Preparaci6n de extracto de embriones para el microensayo
espectrofluorom6trico

Para determinar la actividad de FAL fu6 necesario disponer de

la enzima en forma soluble.   Para esto,  los  embriones fueron recibidos

en 30 #1 de la soluci6n tamp6n indicada en 4.2.3,  a la que se agreg6  el

detergente Nonidet P-40 (NP-40,  Sigma)  al 0.1   %.   En este medio  los

embriones  se  mantuvieron por un  lapso  de  10  min a 37  °C  y  luego  se

centrifugaron a  10.000  x g por 5  min.   A continuaci6n  se recuper6  el

sobrenadante  y  el  sedimento  fue resuspendido  en 30  4.1  de  la  soluci6n

indicada  en  4.2.3,  con  o  sin  NP-40.    Finalmente  ambas  fracciones  se

almacenaron a -30  °C hasta el  momento del ensayo.   Alternativamente,

los  embriones  se  recibieron  en  el  medio  indicado  en  4.2.3  pero  se

maceraron en forma manual en un micro-homogeneizador de vidrio con

capacidad para 0.2 ml (Wheaton).   Luego,1os embriones  macerados  se

incubaron durante  1  h a 37  °C  en presencia de 20 U/ml de fosfolipasa

C.    El  ensayo  se  realiz6  en presencia  o  ausencia  de  NP-40  al  0.1   %

durante  10 min a 37  °C.  Posteriormente se centrifug6 a  10.000 x g por

5  min y se recuper6  los sobrenadantes.   Finalmente,  estos  extractos  se

almacenaron a -30   °C hasta el momento del ensayo.   Este tiempo nunca
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super6 las 3  semanas,  no encontrindose diferencias en los  resultados del

ensayo.

4.2.2      Determinaci6n  de  la  actividad  de  FAL  en  extractos  de
embriones por el m6todo espectrofluorom6trico.

Las  extractos  de  embriones  se  descongelaron  a  temperatura

ambiente y se resuspendieron en 500 #1 de una soluci6n tamp6n  (Huang

c/ cz/.,1992).    Previamente,  esta soluci6n tamp6n  se equilibr6  a 30  °C

en presencia del sustrato FDP,  el cual se us6 a una concentraci6n final

de 20 #M (v6ase determinaci6n de Kin para FAL en 4.2.4) y se prepar6

a partir de una soluci6n  stock 200 prM  en tamp6n Tris  10  mM,  pH 7.5

con  150  mM  de Nacl.    La reacci6n se inici6  inmediatamente despu6s

de   agregar  el  contenido  del   extracto  a  la  soluci6n  tamp6n  con  el

sustrato.    La  mezcla  de  reacci6n  se  incub6  a  30  °C  durante  20  min.

Para  obtener  registros  temporales  y  procesar  los  datos  se  emple6  el

programa   Perkin-Elmer   FL   Data   Manager   (FLDM)   acoplado   al

espectrofluor6metro  Perkin-Elmer LS  50.    Previamente,  se  seleccion6

el  tiempo  de  registro  y  las  longitudes  de  onda  de  excitaci6n  (^exc.=

485   nm)   y   emisi6n   (^em.=   530  nm).      A  partir  de   los   registros
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obtenidos,  y empleando  el  mismo programa,  se calcul6  la pendiente de

cada curva.  La actividad enzimatica se expres6  en unidad6s  arbitrarias

de fluorescencia por segundo y por embri6n.   En cada caso,  se descont6

Ia hidr6lisis  espontfnea del  sustrato.

4.2.3      Tamp6n de almacenamiento.

Se  prepar6  tamp6n  Hepes  20  mM  pH  7.5  conteniendo  Nacl

100  mM,  Mgc121  mM,  Znc121  mM,  sacarosa 250 mM  y 0.02  %  de

Azida   de   Na.      Ademas,   se   agreg6   los   siguientes   inhibidores   de

proteasas:  benzamidina 5  mM,  fluoruro  de fenil-metil-sulfato  (PMSF)

1  mM,  pepstatina  1  #g/ml,  aprotinina  10 4tg/in y benzil-amino-metil-eter

(BAME)  1  peg/ml.

4.2.4      Determinaci6n de la constante de Michaelis afm) para FAL
de embriones.

Aproximadamente 200 blastocistos se recibieron en  130 4tl del

medio    indicado    en    4.2.3    con    0.1     %    de    NP-40    y    se    micro-

homogeneizaron como  se  indica  en 4.2.1,  1uego  el  extracto  se  incub6
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por  5   min  a  37   °C  y  se  centrifug6  a  10.000  x  g  durante  5   min,

recuperandose   el   sobrenadante.      El   sobrenadante   se   dividi6   en   4

ali'cuotas de 30 #1 cada una y se probaron concentraciones de FDP  entre

0.1-20  #M.    Las  determinaciones  de  actividad  de  FAL  se  realizaron

como se indica en 4.2.2, pero empleando las concentraciones de sustrato

reci6n sefialadas.  La velocidad inicial en las diferentes  concentraciones

de   sustrato   se  calcul6   a  partir  de   las  pendientes   de  cada   registro

obtenido.    Con  estos  datos  se  confeccion6  las  graficas  Michaeliana  y

doble-recfproca,  de donde se  obtuvo  el  valor para  la Kin de  FAL  de

embriones.   La Kin para la FAL de embriones se estim6  entre  1-2 #M

por  lo  que  se  fij6  la  concentraci6n  de  FDP  en  los  ensayos  con  este

sustrato en 20 #M.

4.2.5      Hfecto  del  detergente  NP-40  sobre  la  actividad  de  FAL
extraida de embriones con Fosfolipasa C.

El ensayo de actividad de FAL descrito en 4.2 requiere que la

enzima  se  encuentre  en  forma  soluble,  lo  que  se  podri'a  conseguir

extrayendo los embriones con NP-40.   Para esto era preciso determinar

si el detergente NP-40 teni'a algtin efecto sobre la actividad de FAL.
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Para  ello  se  homogeneizaron  aproximadamente  100  blastocistos  como

se  indica  en 4.2.1  y  se  incubaron  con   Fosfolipasa  C-fosfatidilinositol

especi'fica   (PI-PLC)  20  U/ml  durante   1   h  a  37   °C.     PI-PLC   fue

gentilmente  donada  por  el  Dr.   Martin  Low  de  la  Universidad   de

Columbia,  Nueva York.   A continuaci6n,  como se indica en 4.2.1,  se

recuper6  el  sobrenadante y se dividi6 en partes  iguales;  una se ensay6

con NP-40 0.1  %  y  la otra sin detergente.

5.           CULTIVO EN PRESHNCIA DE LECTINAS

5.1          Cultivo con lectinas en soluci6n

Embriones de 2 c6lulas fueron cultivados entre  1  y 6 horas en

una soluci6n de Biggers que contenfa Con A o WGA.

Las  lectinas  utilizadas  tienen  afinidad pot diferentes  residuos

sacaridos,  como  se  indica  en  5.1.1,  y  las  concentraciones  utilizadas

variaron  entre 25  y  800  #g/ml  (Wartiovaara  et al.,  1978;  Kimber  &

Bird,  1985;  Zuzack & Tasca,  1985;  Dealtry et al.,  1987).   Luego de la

incubaci6n    los    embriones    fueron    procesados    para    la    detecci6n
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citoqui'mica  de  5NUC  6  FAL,  como  se  indica  en  3,  o  utilizados  en

microensayos de actividad enzimatica para FAL,  como se indica en 4.1

y 4.2.

5.1.1      Lectinas utilizadas

LECTINA SACARIDO CONCENTRACION
RECONOCIDO UTILIZADA

Concanavalina A (Con A) glucosa,  manosa 25 - 800 „g/ml
Canavalina ensiformes

Aglutininina del germen de N-acetil- 25 -  100 „g/ml
trigo  (WGA) glucosamina

Triticum vulgaris acido siflico

6.           LOCALIZACI0N DE RESIDUOS DE CARB0HDRATOS
DE SUPERFICIE CELULAR UTILIZAND0 LECTINAS
CONJUGADAS CON FTTC

En  estos  experimentos  se utiliz6  las  lectinas  Con A y WGA,

ambas  conjugadas  con FITC.   Se probaron diferentes concentraciones

de las lectinas marcadas y se estableci6 una concentraci6n de trabajo de

200 pg/ml para Con A-FITC y de 40 ng/ml para WGA-FITC.   Estas se

prepararon en una soluci6n de BSA al  1  %  ®/v) en PBS a partir de una
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soluci6n stock de  1  mg/ml en PBS.

Los embriones se fijaron por 30 min a temperatura ambiente en

una  soluci6n  de  paraformaldehfdo  al  3.7   %   (v/v)  en  PBS  pH  7.5.

Posteriormente,  se lavaron en una soluci6n de PBS  conteniendo BSA al

1    %   y   se  bloqueron  los  grupos  reactivos  presentes  despu6s  de  la

fijaci6n,  manteniendo los embriones en una soluci6n de BSA al 3  %  en

PBS  por  1  h  a  temperatura  ambiente.    A  continuaci6n,  se  realizaron

varios lavados en PBS  y los embriones se incubaron durante  1  h en las

soluciones de lectinas marcadas con FITC.   Luego se lav6 varias  veces

en una soluci6n de BSA al  1  %  en PBS.

Finalmente los embriones fueron montados en medio DABCO

y observados en un microscopio Zeiss equipado con contraste de fase y

epifluorescencia.

La  especificidad  de  la  marca  se  control6  preincubando  las

lectinas con los azticares por los  cuales tienen afinidad.   Para Con A se

utiliz6  una  soluci6n 200  mM  de er-D-manopiranosa y  para WGA  una

soluci6n de 400 #g/ml de N-N'-N"  acetilchitotriosa o de 200  mM  de
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chitina  (Poli-N-acetilglucosamina).  Estas  concentraciones  de  azticares

desplazan completamente la marca generada por las lectinas.

7. INHIBICION  DE  LA  SINTHSIS  DE}  PROTHINAS  EN
EMBRIONES  DE  2  CELULAS  INCUBADOS  CON  LA
LI]CTINA CONCANAVALINA A.

Embriones de 2 c6lulas fueron preincubados durante  I  h   en la

soluci6n  de  Biggers  conteniendo  50  #g/ml  de  cicloheximida  (CHX)

(Septilveda,  1990) y,  luego fueron transferidos a una soluci6n con CHX

en presencia de 700 #g/ml de Concanavalina A por 3 h.   Paralelamente

se  realizaron  controles  utilizando  embriones  no  tratados  6  embriones

cultivados  s6lo en presencia de Con A.   Luego,  los embriones fueron

utilizados en el microensayo enzimatico por fluorometri'a para medir la

actividad de FAL.

C ULTIVO         C ON        INHIBID ORES        DH        LA
POLIMERIZACI0N      DE      COMPONENTES      DEL
CITOESQUELETO:      CITOCIIALASINA      8      PARA
MICROHLAMENTOS      Y      NOCODAZOLE      PARA
MICROTUBULOS

Para inhibir la polimerizaci6n de los microfilamentos de actina
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se  utiliz6 citochalasina a  (CCB,  Sigma) 5  #g/ml,  preparada en  medio

Biggers a partir de una soluci6n stock de  1  mg/ml  en DMSO  (Izquierdo

et  al.,  1984).    Para  inihibir  la  polimerizaci6n  de  los  microttibulos,  se

utiliz6 nocodazole 5 #g/ml, preparado en medio Biggers a partir de una

soluci6n stock de  1  mg/ml en DMSO.

Los  cultivos  se  realizaron  como  se  indica  en  3.    Se  cultiv6

embriones de 2 c6lulas durante 23 h con el inhibidor escogido y luego

los   embriones  fueron  fijados  y  procesados  para  el   reconocimiento

citoqui'mico de 5NUC.

9.           CULTIVO DE EMBRIONES CON FOSFOLIPASA C

Embriones  de  2-4  c6lulas  fueron  incubados  por  15  h  en  una

soluci6n  de  fosfolipasa  C-fosfatidil  inositol  especffica  (PI-PLC)  10-20

U/ml   en   medio   Biggers.      Paralelamente  se   realizaron   cultivos   de

embriones     omitiendo     PI-PLC     en     el     medio     de     incubaci6n.

Posteriormente,  los embriones  vivos fueron observados al  microscopio

de  luz  o  fijados  y  procesados  para  el  reconocimiento  citoqui'mico  de

5NUC.
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10.         INMUNOELUORESCENCIA INDIRECTA

10.1        Anticuerpos   contra   antfgenos   embrionarios   de
supericie

Para   estos   ensayos   se   utiliz6   un   grupo   de   anticuerpos

monoclonales  producidos  y  facilitados  gentilmente  por  la  Dra.  Mari'a

In6s   Becker,   P.   Universidad   Cat6lica   de   Chile..     Los   anticuerpos

ensayados    provienen    de    los    sobrenadantes    de    los    hibridomas

denominados Mor-F2A6,  Mor-H682,  Mor-6F4/H1,  TC-1G1,  TC-6F2

y TC-2D10.   No se ha identificado los anti'genos embrionarios contra los

cuales estan dirigidos estos anticuerpos  (Becker,  1988).

Para  estudiar  la  localizaci6n  de  antfgenos  de  superficie  en

embriones preimplantacionales de rat6n se utiliz6 una modificaci6n del

m5todo de inmunofluorescencia  indirecta descrito por Cuello  (1984).

Los embriones se fijaron en una soluci6n de paraformaldehido

al  3.7  %  (v/v)  en  PBS  pH  7.5  por  30  min  a  temperatura  ambiente  y

luego se lavaron 3  veces por 5  min con PBS.  Para bloquear los grupos
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reactivos generados por la fijaci6n con formaldehi'do se incub6 durante

1   h  con  una  soluci6n  de  PBS-Glicina  0.2  M  a  temperatura  ambiente.

Luego  se  lav6 4 veces por 5  min con PBS.

El  material  se  incub6  1  h  a  37  °C  en  ambiente  htimedo  con

aproximadamente  200   #1  del  primer   anticuerpo,   que   en   este   caso

corresponde  al  sobrenadante  del  cultivo  de  los  diferentes  hibridomas.

Luego  se lav6 4 veces por 5  min con PBS.

Posteriormente  se  incub6  por  30  min  a  37  °C  en  el  segundo

anticuerpo,  que  correspondi'a  a  un  suero  de  conejo  anti-IgG  de  rata

conjugado  con  isotiocianato  de  fluoresceina  (FITC),  diluido  1 :40  con

PBS-BSA  al  1   %.    Para  eliminar  los  anticuerpos  adheridos  en  forma

inespecffica se lav6 3 veces por 5 min con PBS y una vez por 2 min con

PBS-Tween 20 al 0.05  %  (v/v)

Para prolongar la fluorescencia,  los embriones se montaron con

una soluci6n  que conteni'a azida de sodio al 0.5  %,  glicerol  al  90  %  y

1,4-Diazobiciclo 2,2,2 octano  (DABCO),  pH  8.6 en PBS.
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Finalmente,    las   preparaciones   fueron   observadas    en   un

fotomicroscopio Universal  Zeiss Ill equipado con epifluorescencia o  en

un  microscopio  con focal  Zeiss,  modelo LSM 410.

Para       verificar       la       especificidad       de       la       reacci6n

inmunofluorescente   se   realiz6   los   siguientes   controles:   a)   material

solamente fijado,  sin anticuerpos y b)  omisi6n del primer anticuerpo.

11.         CULTIV0  EN  PRESENCIA  DE  UN  ANALOG0  DHL
SEGUNDO MENSAJERO DIACILGLICEROL

Embriones  de  2  c6lulas  fueron  cultivados  por  2  h  en  una

soluci6n  de  oleoil-acetil-glicerol  (OAG)  60  4tg/ml  en  medio  Biggers

normal  (Rink  et  al.,   1983)  o  sin  Ca2+  (Ducibella,   1980),   pero  con

EGTA   0.5   mM.      Se   utiliz6   capsulas   Falcon   3037.      Luego,   los

embriones de la primera condici6n fueron transferidos a medio Biggers

sin   Ca2+   con   EGTA   0.5   mM   por   un   tiempo   adicional   de   1    h.

Finalmente,  los  embriones  fueron  estudiados  al  microscopio  de  luz  y

procesados  por  la  t6cnica  de  inmunofluorescencia  indirecta  para  el

reconocimiento de uvomorulina como se indica en 11.1.
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La soluci6n de OAG se prepar6 a partir de una soluci6n stock

del  reactivo  que  conteni'a  10-20  mg/ml  en  dimetilsulfosido  (DMSO).

Esta  tiltima  se  manteni'a  a  -  20  °C  en  una  atm6sfera  de  nitr6geno

(Septilveda,  1990).

Se control6 el efecto del DMS0  sobre el desarrollo  J.#  vz.//.a de

los embriones,  mediante cultivos paralelos en concentraciones  finales del

solvente similares  a las empleadas para disolver el OAG  (entre 0.3-0.6

%).   No se observaron efectos sobre el desarrollo.

11.1        Anticuerpos anti-Uvomorulina

Embriones incubados  en  las condiciones sefialadas  en el punto

11,  fueron  procesados para la detecci6n de uvomorulina por  la t6cnica

de  inmunofluorescencia  indirecta,  utilizando  un  anticuerpo  policlonal

anti-uvomorulina que fue gentilmente donado por el Dr.  G.  Schatten,  de

la Universidad de Wisconsin.

Las    muestras    para    inmunofluorescencia    indirecta    fueron

preparadas  siguiendo  el  esquema  descrito  en  10.1,  cambiando  s6lo  el
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anticuerpo  y   las  diluciones  empleadas.   Como  primer  anticuerpo   se

utiliz6 un antisuero  monoclonal  contra uvomorulina de rat6n preparado

en rata (DECMA-1,  Sigma) diluido  1:100 con PBS-BSA  1   %,  donde, se

incub6  durante  1  h  a 37°C.  Como  segundo anticuerpo  se utiliz6  suero

de cabra contra lgG de rata   conjugado con Biotina (Sigma)  diluido  I :40

con PBS-BSA  1  %, donde se incub6 durante  1  h a 37  °C.   Finalmente,

se incub6 durante  1  h a 37  °C  en el complejo Estravidina-FITC  diluido

1:40  con  PBS-BSA  1   %.    Luego  de  cada  incubaci6n,  las  muestras  se

lavaron  reiteradamente  en  PBS.     Finalmente,   los  embriones  fueron

mohtados y observados  como se indica en 10.1.

12.          CULTIVO HN PRESENCIA DE UN INHIBIDOR
DE CALMODULINA

Embriones de 2 c6lulas fueron cultivados durante  1  h (vcr 3),

en    capsulas   Falcon   3037   que   conteni'an   una   soluci6n   de   N-(6-

aminohexil)-5-cloro-1-naftalensulfonamida   (W7,   Sigma)   50   #M   en

medio  Biggers  (Eckberg  et  al.,   1987;  Yakamura  &  Spindle,   1988).

Luego los embriones fueron transferidos a una soluci6n con  la sustancia

ensayada  (60  #g/ml  de  OAG)  ademas  de  W7  y  cultivados  por  3  h

adicionales.  Los  embriones fueron observados al  microcopio de luz.
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La  droga  se  prepar6  a  partir  de  una  soluci6n  stock  10  mM

disuelta en agua.
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RESULTADOS

1.            Detecci6n    citoqufmica    y    bioqufmica    de    la    actividad
enzimfitica de FAL durante el desarrollo preimplantacional.

Embriones de diferentes estados del desarrollo  inicial  se fijaron

y  procesaron para.  Ia  demostraci6n  citoqui'mica de 5NUC  o  FAL.    Se

encontr6  que  s6lo  a partir del  estado  de 4 c6lulas  tardi'o  (54-58  h post

hcG) era posible reconocer la actividad de ambas enzimas en las zonas

de  contacto  intercelular  (FIGURA 2).    Estos  resultados  confirmaron

observaciones  previas  de  nuestro  laboratorio  (Izquierdo  et  al.,   1980;

Izquierdo & Ebensperger,  1982).   Sin embargo,  el  m6todo  citoquinico,

es  capaz  de  revelar  la  actividad  de  esta  enzima  localizada  pero  no

permite estimar la magnitud de esta actividad.

Para determinar cuando aparece la actividad de la enzima y su

cin€tica durante el desarrollo,  se midi6  la actividad de PAL empleando

el  microensayo  enzimatico  por  fotometri'a.    Los  resultados  muestran

actividad de FAL desde el estado de 2 c6lulas,  cantidad que aumenta en
\

forma  9xponencial  hasta  el  estado  de  blastocisto  (FIGURA  4).    Los

estados de 2 c6lulas tempranos y tardl'os muestran los mismos  niveles de
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Figu,.a 4

Aclividad   de   FAL   diiranLe   el   des{`rrollo   preimplantacional   del   rat6n.      La
acti\Jidacl  es  expresada cn  nmoles  de Pi,  por  embri6ii.    Estado  de 2  c6lulas  (47
h  post  hcG),  estado  de 4 c6lulas  (55  h  post hcG),  in6i.ula  (70  h post hcG)  y
blaslocisLo   (90   h   I)OSL   hcG).       Cada   bai.ra   rcpi.eseiita   el   promedio   de   7
expcrimciilos  iiidicandose  ln  desviaci6n  eslandai..



ACTIVIDAD  DE  FOSFATASA ALCALINA
DUF]ANTE  EL  DESAFIF}OLLO  INICIAL  DE  LOS  MAMIFEF}OS

4 c61.              M6rula        Blastocisto

Figura  4



actividad   de   FAL,   en   cambio,   en   embriones   mfs   avanzados   se

encuentran diferencias que dependen de la edad.   Como interesa conocer

el  patr6n  de  expresi6n  de  la  enzima  durante  el  desarrollo  inicial,  los

resultados  no  aparecen  expresados  en  una  escala  temporal  sino  por

estado embrionario.   En resumen,  los resultados del ensayo bioqui'mico

muestran   actividad   de  FAL   antes   que   6sta   pueda   ser   reconocida

citoquinicamente en las zonas de contacto celular.   La actividad de la

enzima  se  detecta  tan  temprano  como  el  establecimiento  del  primer

contacto  celular  y  en  adelante  6sta  incrementa  en  forma  continua  y

abrupta.

2.            Efecto del tiempo y de la concentraci6n de lectinas sobre el
ntimero de embriones regionalizados.

La  regionalizaci6n  puede  ser  inducida  en  embriones  de  2

c6lulas   al   cultivar   con  ciertas   lectinas   (Septilveda,   1990),   pero   se

desconoce si este fen6meno va acompafiado de cambios en la cantidad

o actividad de FAL.   Para resolver este problema fu6 preciso comparar

la    actividad   de   FAL,    entre   estados  `de   2    c6lulas    normales    y

regionalizados por efecto de lectinas.   Con este prop6sito  se determin6

las condiciones de tiempo y concentraci6n de las distintas  lectinas,  como
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para obtener una respuesta maxima en cuanto al ntimero de embriones

regionalizados.

Se  ensayaron diferentes concentraciones de Con A y WGA y

se utiliz6  aquella capaz de producir una respuesta superior al 50  %  en

no  mas de 2 h.   Esto ocurri6 con una concentraci6n de Con A de 700

ng/ml qITGURA 5) y de WGA de 50 pg/ml.   En seguida,  se estim6 el

tiempo necesario para obtener regionalizaci6n en el total de la poblaci6n

de  embriones.     Para  esto,  embriones  de  2  c6lulas  se  incubaron  en

presencia   de   Con   A   por   tiempos   que   variaron   entre   0   y   4   h,

alcanzandose   un    100  %  de  regionalizaci6n  a  las  3  h  (FIGURA  6).

WGA,  en tanto, requiri6 de 4 h para producir una respuesta equivalente.

En tanto, al incubar estados de 2 c6lulas en presencia de la lectina UEA

I  por  los  tiempos  y  concentraciones  ensayadas  para las  otras  lectinas,

nunca se obtuvo regionalizaci6n de los embriones.

Por    lo    tanto,    los    efectos    de    estas    lectinas    sobre    la

regionalizaci6n son especfficos y dependientes del tiempo de incubaci6n

y de la dosis empleada.

Los resultados de la citoqul'mica fueron similares ya sea si  los
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Figura 5

Efecto   de   la   concentraci6n  de  Con   A  sobre  el  porcentaje  de   embriones
regionalizados.     Estados  de  2  c6lulas  fueron  cultivados  durante  2  horas  en
presencia de diferentes concentraciones de Con A e inmediatamente procesados
para el reconocimiento citoqui'mico de 5NUC.
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Figura 6

Efecto  del  tiempo  de  incubacion  en  Con  A  sobre  el porcentaje  de  embriones
regionalizados.    Estados  de 2  c6lulas fueron cultivados por 0,1,  2,  y  3  horas
en  presencia  de  700  #g/ml  de  Con  A,  e  inmediatamente  procesados  para  el
reconocimiento citoquinico de 5NUC.
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embriones fueron procesados para la detecci6n de 5NUC o FAL.   Sin

embargo,  de pre.ferencia se utiliz6 la detecci6n de la primera enzima por

resultar mag  reproducible.

Determinaci6n  de  actividad  de  FAL  en  embriones  de  2
c6lulas tratados con lectinas.

Empleando  las  condiciones  sefialadas  en  el  punto  2  de  esta

secci6n,    con   las   que   se   obtuvo   un    100    %    de   los    embriones

regionalizados,  se procedi6  a cuantiflcar la actividad de FAL a trav5s

del microensayo enzimatico por fotometri'a.

Se  compar6  las  actividades  de  FAL  entre  embriones  de  2

c6lulas  incubados  con  lectinas  y  embriones de 2  c6lulas  incubados  en

medio  Biggers sin lectinas.   No se encontr6 diferencias  en los niveles

de   actividad   enzimatica   entre   ambas   condiciones,   por   lo   que   el

fen6meno  de  regionalizaci6n  provocado  por  Con  A  (HGURA  7)  o

WGA   (FIGURA  8),   no   aparece  asociado   a  un  incremento   en   la

actividad de FAL.

Si la regionalizaci6n ocurre como  resultado de la activaci6n de
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Fi8ura 7

Actividad  de  FAL  en  embriones  cultivados  en  presencia  de  Con  A.     La
actividad  es  expresada  en  nmoles    de  Pi  por  embri6n.    Estados  de  2  c6lulas
fueron cultivados durante 3 horas en presencia o ausencia de 700 #g/ml de Con
A, e inmediatamente procesados para el ensayo enzimatico de FAL   Cada barra
representa el promedio de 7 experimentos con su respectiva desviaci6n estandar.
Los   resultados  no  muestran     diferencias  significativas   (p   >   0,05,   test  de
Student).







FAL,  es  preciso  descartar  un  posible  efecto  inhibidor  de  las  lectinas

sobre  la  actividad  de  la  enzima.     Con  este  prop6sito.  se  realiz6  un

estudio   del   tipo   dosis-respuesta   utilizando   embriones   de   2   c6lulas

estimulados con concentraciones crecientes de lectina.   Estos  embriones

se incubaron durante 3 h en presencia de 0, 25,  100,  400 y 800 #g/ml

de Con A.   Al cuantificar la actividad de FAL por el m6todo enzimatico

se    encontr6    que    6sta    permanece    constante    en    las    diferentes

concentraciones   de   lectina   ensayada   y   tiene   igual   magnitud   a   la

registrada en embriones incubados en ausencia de la lectina (FIGURA

9).    El  mismo  resultado  se consigue incubando  los  embriones  durante

4 h en presencia de 5,  10, 25  o 50 #g/ml de WGA (FIGURA 10).

Se concluye, por lo tanto, que la regionalizaci6n provocada por

lectinas  y  reconocida por  los  m6todos  citoqui'micos  no  esta  asociada a

cambios en  la actividad de FAL.

Cada   una   de   las   determinaciones   enzimaticas   que   se   ham

sefialado   se   repitieron   10   veces,   empleando   en   total   sobre   6.000

einbriones.    El  excesivo  ntimero  de  ensayos  se debi6  a  lo  erratico  de

algunas   delerminaciones   y   a   la   falta   de   sensibilidad   del   m6todo

enzimatico.   Por ejemplo,  en embriones de 2 c6lulas s6lo se pudo
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Figura 9

Efecto  de la concentraci6n de Con A sobre la actividad de PAL en einbriones
de 2 c6lulas.   La actividad es expresada en nmoles de Pi por einbri6n.    Estados
de 2 c6lulas fueron incubados durante 3  horas en diferentes concentraciones de
Con  A  y  luego  fueron procesados  para  el  ensayo  enzimatico  de  PAL.    Cada
barra  representa  el promedio  de  3  experimentos  con  su  respecLiva  desviaci6n
estfndar.





Figura 10

Efecto de la concentraci6n de WGA sobre la actividad de FAL en embriones de
2 c6lulas.   La actividad es expresada el} nmoles de Pi  normalizada  por  cr;?b„.C;#.
Estados de 2 c6lulas fueron cultivados durante 4 horas  en 0,  10,  25-o 50 #g/ml
de  WGA y luego procesados para el  ensayo enzimatico de FAL.    Cada barra
representa el promedio de 3  experimentps con su respectiva desviaci6n estandar.
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registrar la cantidad de producto acumulado despu6s de por  lo  menos 20

h de reacci6n,  por lo que se desconocl'a la velocidad de la  reacci6n y  la

forma como esta progresaba.   Esto aconsej6 desarrollar un nuevo ensayo

enzimatico  para  soslayar  estas  dificultades  y  obtener  resultados  mss

confiables.

4.            Microensayo enzimatco de alta sensibilidad para cuantificar
la actividad de FAL.

Para fijar la concentraci6n de sustrato en este ensayo y asegurar

condiciones de trabajo en torno a la velocidad maxima de la enzima se

debi6  determinar  la  constante  de  disociaci6n  (Kin)  de  FAL  de  los

embriones.      La   FAL   extraida  de   los   embriones   se  dividi6   en  4

fracciones iguales que se utilizaron en las determinaciones de velocidad

inicial (v),  empleando un rango de concentraciones de sustrato entre 0. I

-20  #M.   La FIGURA 11 A muestra una grafica Michaeliana de los

resultados,    donde    la    saturaci6n    de    la    enzima    se    alcanz6    a

concentraciones de  FDP  de 5#M.    A partir de  esta  representaci6n  se

confeccion6  un  grafico  doble  recl'proco  (Lineweaver-Burk),  como  se

muestra en la FIGURA 118,  a partir del cual se estim6 una Kin de  1

#M para FAL de embriones.   Por problemas de disponibilidad de
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Figura 11
Determinaci6n de  la Kin para FAL  en embriones preimplantacionales  usando
FDP como sustrato.

A.  Representaci6n michaeliana mostrando el grafico de saturaci6n para FAL a
diferentes concentracione`s de sustrato.
8.  Grafico Lineweaver-Burk que relaciona los valores reci'procos de velocidad
y concentraci6n de sustrato  a partir del cual  se estim6  la Kin.
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material  no  se pudo  realizar  replicas  de  cada  punto,  sin  embargo,  se

efectuaron al menos tres experimentos independientes que arrojaron una

Kin  entre  1  -  2  #M.    Lo  anterior  aconsej6  fljar  la  concentraci6n  del

sustrato en 20 #M.

Aplicando este ensayo enzimatico por fluorometri'a a embriones

de 2 c6lulas,  que son los que presentan los menores  niveles de actividad

de FAL,  se pudo obtener registros claros de la acumulaci6n de producto

en  no  mas de 20 a 40 minutos,  como se muestra en la FIGURA 12.

Para estudiar lo que ocurre con la actividad de FAL durante el

desarrollo  inicial,  embriones  de  diferentes  estados  del  desarrollo  se

extrajeron con el detergente NP-40 y sus sobrenadantes,  que contienen

la  enzima  soluble,  se  emplearon  en  las  determinaciones  enzimaticas.

Estos  ensayos  confirmaron  las  observaciones  hechas  con  el  primer

m6todo, en cuanto a que la actividad de FAL se detecta desde el estado

de  2  c6lulas,  mostrando  un  perfil  exponencial  de  aumento  en  estados

mss   avanzados  (FIGURA  13).     Tambi6n  se  verific6  un  aumento

sostenido de la actividad de FAL en funci6n de la edad del embri6n de

cada estado,  con la excepci6n de los embriones de 2 c6lulas,  en donde

la magnitud de la actividad de FAL no experiment6 cambios
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Figura 12

Registro  temporal del producto generado por la hidr6lisis  enzimatica de  FDP
por   la  reacci6n  de  FAL  en   100  embriones  de  2  c6lulas.     La  li'nea  recta
representa la regresi6n lineal del registro.
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Figura 13

Actividad de PAL durante el desarrollo preimplantacional del  rat6n.   La actividad
es  expresada  en  Unidades  arbitrarias  de  Fluorescencia  (UF)  y  normalizada  por
segundo y por embri6n.   Estado de 2 c6lulas  (46 h post hcG),  estado de 4 c6lulas
(53  h post hcG),  m6rula (72 h post hcG)  y blastocisto  (96 h post hcG).   Cada
barra  representa  el  promedio  de  3  experimentos  con  su  respectiva  desviaci6n
estandar.   El inserto muestra la actividad amplificada de FAL de los embriones de
2 y 4 c6lulas.
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significativos entre estados tempranos y tardfos.

A|)[icaci6n  del  ensayo  enzimfitico  por  fluorometrfa  para
lnedir  la  actividad   de  FAL  en  embriones   de  2  c6Iulas
regionalizados por efecto de lectinas.

El  nuevo ensayo enzimatico desarrollado para FAL posee las

condiciones    deseadas    de    sensibilidad    y    reproducibilidad    (v6ase

discusi6in)  para  asegurar  determinaciones  precisas  de  la  actividad  de

FAL,  mas  atin tratandose de estados  tempranos del desarrollo  inicial.

Por   esto,   se   consider6   indispensable   repetir   la   serie   experimental

sefialada en el punto 3 de esta secci6n,  en donde se compara  los  niveles

de  actividad  enzimatica entre estados de 2  c6lulas  no  regionalizados  y

regionalizados por efecto de las  lectinas.

Se   probaron   las   lectinas   Con   A   y   WGA   por   tiempos   y

concentraciones  que  permit fan  la  regionalizaci6n  del   100   %   de  los

embriones,   como   se   indica  en   el  punto  2   de   esta   secci6n.      Los

resultados confirmaron que los efectos de Con A Q3IGURA 14) o WGA

(FIGURA 15) sobre el proceso de regionalizaci6n no se acompafian de

cambios en la magnitud de la actividad de FAL.
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Figura 14

Actividad de FAL en embriones de 2 c6lulas  cultivados  en presencia o  ausencia
de Con A.   La actividad es expresada en Unidades arbitrarias de Fluorescencia
(UF)  por  segundo  y  por  embri6n.     Estados  de  2  c6lulas  fueron  cultivados
durante   3   horas   en  presencia  o  en  ausencia  de  700  #g/ml   de  Con  A  e
inmediatamente  procesados  para  el  ensayo  enzimatico  de  FAL.    Cada  barra
representa el promedio de 3 experimentos con su respectiva desviaci6n estandar.
Los resultados no muestran diferencias significativas (p  >  0,05) con la prueba
no param5trica de Mann-Whitney's.





Figura 15

Actividad de FAL en embriones de 2 c6lulas cultivados  en presencia o  ausencia
de WGA.   La actividad es expresada en Unidades arbitrarias de Fluorescencia
(UF)  y normalizada por segundo y por embri6n.   Estados de 2  c6lulas  fueron
cultivados  durante  4  horas  en  presencia  o  ausencia  de  50  #g/ml  de  WGA  e
inmediatamente  procesados  para  el  ensayo  enzimftico  de  FAL.    Cada  barra
representa el promedio de 3  experimentos con su respectiva desviaci6n estandar.
Los resultados no muestran diferencias significativas  (p  >  0,05)  con  la prueba

no param5trica de Mann-Whitney's.







En  sintesis,  la  actividad  de  FAL  en  embriones  de  2  c6lulas

permanece constante atin cuando  la enzima se detecte por los m6todos

citoqufmicos   en   las   zonas  de  contacto   celular   luego   de   inducir   la

regionalizaci6n con  lectinas.   En otras palabras,  la cantidad de enzima

seri'a  la  misma  ya  sea  si  6sta  es  difusa  o  localizada.    Se  sugiere,  por

tanto,  que el proceso de regionalizaci6n se estableceri'a por cambios  en

la  distribuci6n  de  la  enzima  y  no  de  su  concentraci6n  o  actividad

relativa.

Cada una de las series experimentales realizadas con este nuevo

m6todo   enzimatico   se   repitieron   3   veces,   empleando   un   total   de

alrededor de 3.000 embriones.

Localizaci6n    subcelular   de   la   actividad    de   PAL   en
eml)riones preimplantacionales.

En  el  estado  de 2  c6lulas  el  nivel  de actividad  de  FAL  no  es

alterado al provocar regionalizaci6n con lectinas,  lo  cual podri'a  indicar

que el fen6meno en cuesti6n se deberi'a a un cambio en la localizaci6n

de  FAL.    Si  esto  fuese  correcto,  se  podrfan plantear  dos  alternativas

para explicar la aparici6n de actividad de FAL en las zonas de contacto
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celular:  (1)  la enzima se trasladari'a directamente desde el  citoplasma,a

la membrana de la zona de contacto y,  (2) la enzima se desplazari'a en

el plano de  la membrana para mas tarde concentrarse en la regi6n del

contacto  celular.

Para  determinar  donde  se  localiza  la  enzima,  antes  que  6sta

aparezca en las zonas de aposici6n celular, se midi6 la actividad de FAL

en la fracci6n citos6lica y de membrana de los embriones.   Para esto se

tomaron grupos de 300 embriones de 2 c5lulas que se homogeneizaron

y  centrifugaron,  separando  el  sobrenadante  (fracci6n  citos6lica)  del

sedimento    (fracci6n   de   membrana).       Posteriormente,    en    ambas

fracciones  se  midi6  la  actividad  de  FAL  empleando  el  microensayo

enzimatico  por  fluorometrfa,  previa  recuperaci6n  con  detergente  del

contenido soluble de la fracci6n de membrana.   Como se muestra en  la

HGURA 16 la fracci6n de membrana concentra cerca del 95  %  de la

actividad  total de FAL presente en embriones de 2  c6lulas.    En tanto,

en  la fracci6n citos6lica la actividad de la enzima es despreciable y no

vari'a significativamente al ser tratada con detergente.

En resumen,  estos  resultados sugieren que la fracci6n citos6lica no

contribuirfa a la actividad de FAL registrada en embriones de 2 c6lulas,
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Figura 16

Localizaci6n  subcelular de  la  actividad  de  FAL  en  embriones.    Los  embriones
fueron homogeneizados y separados en dos fracciones (sedimento y sobrenadante).
El sedimento fue tratado con 0.1  %  NP-40 y   el sobrenadante fue tratado  con o  sin
0.1  %  de NP-40.   Como control de la actividad total recuperada se extrajo FAL
de  una poblaci6n  equivalente  de  embriones.    La  actividad  fue  expresada  como
porcentaje  del  total  recuperado  en  embriones  tratados  con  NP-40.    Cada  barra
representa el promedio de 3  experimentos con su respectiva desviaci6n estandar.
La  actividad  de  FAL  se  concentra  en  la  fracci6n  de  membranas  (sedimento  +
NP40)  y no  en  la fracci6n citos6lica.
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siendo   la   fracci6n   de   membranas   el   asiento   de   dicha   actividad.

Tampoco  parece  probable  que  el  detergente  desenmascare  actividad

enzimatica  cri'ptica,  aunque  es  necesario  demostrar  que  su  acci6n  no

afecta la actividad de FAL,  ya sea activando o inactivando  la enzima.

7.            nfecto  del  detergente Nonidet P-40  sobre  la  actividad  de
PAL de embriones.

En un comienzo se intent6 determinar la actividad de FAL en

embriones   completos  u  homogeneizados  en  ausencia  de  agentes  de

extracci6n  (solubilizaci6n).    Sin  embargo,  en  estas  condici6nes  no  se

pudo inedir la actividad de FAL pues la acumulaci6n de producto  en el

Liempo  no  mostr6  un  registro  lineal.    Esto  se  debi6  a  que  la  enzima

estaba contenida en embriones  intactos o fragmentos,  que por densidad

decantaban  en  el  fondo  de  la  cubeta  provocando  hidr6lisis  local  del

sustrato y por consiguiente una distribuci6n no uniforme del producto.

Para  evitar  este problema se  resolvi6  leer  la emisi6n  de  fluorescencia

cada  5  min  manteniendo,  en  los  intervalos,  un  sistema  de  agitaci6n

continua.    Sin  embargo,  atin  asi' persisti6  la  interferencia  (ruido  en  el

registro)  debido  a  la  circulaci6n  de  partfculas  densas  provenientes  de

fragmentos embri6nicos.   La tinica forma de evitar estos inconvenientes
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fu6 la obtenci6n de  la enzima en forma soluble mediante el detergente

NP-40.

Sin  embargo,   antes  de  validar  el  uso  del  detergente  como

agente de exlracci6n se debi6 evaluar su efecto sobre la actividad de la

enzima.   Para esto FAL se extrajo de embriones empleando  la enzima

PI-PLC,  que ataca especfficamente el tallo glicofosfolipi'dico a trav6s del

cual FAL se ancla a la membrana (Low,  1987).   Luego del tratamiento

con.   PI-PLC   se   recuper6   la   fracci6n   sobrenadante   con   la   FAL

solubilizada.    Esta fracci6n se dividi6  en partes  iguales  y una de ellas

se  trat6  con  la misma concentraci6n de detergente  que se utiliz6 para

extraer  la  enzima  de  los  embriones.    El  ensayo  enzimatico  con  y  sin

detergente no  muestra diferencias  en  los  niveles de actividad de FAL

(FIGURA  17).     Por  lo  tanto,   estos  resultados  demuestran   que  el

protocolo  de  extracci6n  que  se  utiliz6  para  obtener  FAL  en  forma

soluble fu6 el adecuado.

Efecto  de  cicloheximida  sobre  la  actividad   de  FAI,  en
estados de 2 c6lulas cultivados con Con A.

La regionalizaci6n promovida por lectinas  ocurre sin

70



Figura 17

Efecto del detergente NP-40 sobre la actividad de FAL.   FAL rue solubilizada
de los embriones con PI-PLC y la actividad determinada en presencia  (+)  o  en
ausencia  (-)  de  NP-40.    La actividad  es  expresada  en  Unidade,s  arbitrarias  de
Fluorescencia  (UF)  por  segundo.     Cada  barra  representa  el  promedio  de  3
experimentos con su respectiva desviaci6n estandar.   Los resultados no  muestran
diferencias significativas (p  >  0,05,  Mann-Whitney's).
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variaciones  en  la  magnitud de la  actividad de FAL,  sin  embargo,  esto

no  excluye la posibilidad  que dicho fen6meno  sea total .o parcialmente

dependiente  de  la  sintesis  de  protei'nas.    Por  tal  motivo  se  estudi6  el

efecto  que  tiene  inhibir  la  si'ntesis  de  protei'nas  sobre  la  actividad  de

FAL   cuando   la  regionalizaci6n  se  induce  con   lectinas.      Para  6sto

embriones de 2 c6lulas se preincubaron con el inhibidor de la si'ntesis de

protel'nas  ciclQheximida  y  luego  se  cultivaron por  un  tiempo  adicional

en   conjunto  con  la  lectina  Con  A,   en  las  condiciones  en  que  6sta

produce  un   100   %   de   regionalizaci6n  de  los   embriones.      En   los

controles se omiti6  Cicloheximida y/o  lectinas.

Los embriones cuya si'ntesis de protei'nas se inhibi6 durante el

cultivo con la lectina mostraron los mismos niveles de actividad de FAL

que el grupo tratado s6lo con la lectina o cultivado en medio Biggers  sin

cicloheximida  y  lectina  (HGURA  18).    Por  lo  tanto,  un  proceso  de

si'ntesis de proteinas  no parece estar operando  en  el  establecimiento  o

inicio  de  la  regionalizaci6n.
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Figura 18

Actividad de FAL en embriones de 2 c6lulas cultivados en presencia de Con A,
en   condiciones  de  inhibici6n  de  la  si'ntesis  de  proteinas.     La  actividad  es
expresada  en  Unidades  arbitrarias  de  Fluorescencia  (UF)  por  segundo  y  por
embri6n.   Estados de 2 c5lulas pre-incubados por 1  hora en presencia o ausencia
de    CHX'   (50   #g/ml)    y   posteriormente   cultivados   durante   3    horas    en
cicloheximida  (CHX)  en presencia  o  ausencia  de  Con  A  (700  #g/ml).    Cada
barra  representa el promedio de 3  experimentos  con  su  respectiva desviaci6n
estandar.
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9.            Distribuci6n  de receptores sacaridos  comprometidos  en  la
regionalizaci6n inducida por lectinas

La   naturaleza  polivalente  de   las   lectinas  podrfa   promover

fen6menos de agregaci6n y/o  "capping"  de las  mol6culas de superficie.

De   esta   forma  se  podrfa   explicar  por   que   la   enzima  dispersa   se

regi.onaliza y este proceso ocurre sin cambios en la cantidad  o  actividad

de FAL.    En tal caso el fen6meno estudiado seri'a consecuencia de un

artificio  y  no  de  una  respuesta  celular  por  parte  del  embri6n.    Para

analizar esta alternativa,  se estudi6 la distribuci6n de los  receptores de

superficie sacaridos empleando  las lectinas Con A y WGA conjugadas

a FITC.

En la FIGURA 19 a se muestra la marca fluorescente dejada

por  la  lectina  Con  A  en  la  superficie  de  embriones  de  2  c5lulas.    Se

aprecia   una   distribuci6n   uniforme   de   la    marca   sin    sefiales    de

aglutinaci6n de los anti'genos o receptores sacaridos  reconocidos por las

lectinas.   La mayor intensidad de marca que se observa en la regi6n de

uni6n entre los blast6meros se debe a la superposici6n de membranas en

esta zona, pues al disociar los blast6meros y exponer las  superficies de

contacto 6sta propiedad ya no es evidente (FIGURA 19 b).   El  mismo
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Figura 19

Distribuci6n de residuos sacaridos en la superficie de embriones de 2  c6lulas.
a)  embri6n  incubado  con  200  ng/ml  de  Con  A-FITC  durante  1  hora,  luego  de
fijaci6n con paraformaldehido.    1312 x.
b)  blast6mero de un embri6n que fue desagregado,  luego de haber sido  fijado e
incubado  con  40  #g/ml  de  WGA-FITC  durante  1  hora.    Obs6rvese  la  zona  de
contacto  con marca fluorescente tenue (asterisco).  Ademfs,  es posible reconocer
el  li'mite  de la zona de contact:o por la presencia de  marca  inespeci'fica  ret.enida.
1875  x.







patr6n uniforme de   marca se encontr6 con WGA.   El tinico estado del

desarrollo  que  mostr6  signos  manifiestos de polaridad  en  la  superficie

celular fue el de compactaci6n,  cuando  la  marca fluorescente aparece

concentrada en las superficies expuestas de las c6lulas (FIGURA 20).

No existe, por tanto,  indicios de agrupaci6n o concentraci6n de

la  marca fluorescente en algtin  lugar de la superficie del  embri6n  que

permitan  sospechar  que  los  efectos  provocados  por  las  lectinas  sean

consecuencia  de  la  agregaci6n  de  proteinas,  tales  como  FAL,  en  las

regiones de contacto  celular.

10.          Distribuci6n  de antfgenos  de superficie en embriones  de 2
c6lulas.

Los   antecedentes   presentados   hasta   aquf  muestran   que   la

regionalizaci6n inducida por lectinas en embriones de 2 c6lulas no esta

asociada a cambios en la actividad de FAL ni a aportes de nueva enzima

por sintesis,  siendo la membrana plasmatica el  lugar que concentra a la

FAL.   Estos hechos sugieren que la actividad de la enzima se reconoce

en el contacto celular producto de un cambio en la distribuci6n de FAL.

Sin  embargo,  no  se ham aportado evidencias que permitan concebir un
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Fi8ura 20

Distribuci6n de residuos  sacaridos en la superficie de embriones de  8  c6lulas.
M6rula compactada  que  fue  incubada  con 200 #g/ml  de  Con  A-FITC  durante  I
hora,   luego  de  la  fijaci6n  con  paraformaldehi'do.     Obs6rvese  concentraci6n  de
marca fluorescente en  la zona libre de contacto de algunos  blast6meros  (flechas).
1313  x.







mecanismo de esta naturaleza.   Con este prop6sito es que se estudi6  la

localizaci6n de antfgenos de superficie  mediante el uso. de  anticuerpos

monoclonales        dirigidos        contra        antfgenos        de        embriones

preimplantacionales de rat6n.

Se   ensayaron   10   anticuerpos   monoclonales   que   reconocen

antigenos  de  superficie  comunes  a  c6lulas  de  teratocarcinomas  de  la

linea F9 de rat6n y a embriones de rat6n.  Por sus caracteristicas s6lo 6

de  los  anticuerpos  se  estudiaron  exhaustivamente  y  provienen  de  los

hibridomas (sobrenadantes) denominados Mor-F2A6,  Mor-H682,  Mor-

6F4/H1,  TC-1G1,  TC-6F2  y TC-2D10.   Dos de ellos,  Mor-6F4/Hl  y

TC-lG1,  no reconocen anti'genos en embriones de 2 c6lulas.   En tanto,

los  anticuerpos  provenientes  de  los  hibridomas  TC-6F2  y  TC-2DIO

reconocen   antfgenos   de   superflcie   cuya   distribuci6n   es   uniforme,

constante e independiente de la edad del estado de 2 c6lulas  (FIGURAS

21  -22).    Finalmente,  los  anticuerpos provenientes  de  los  hibridomas

Mor-F2A6 y Mor-H682 reconocen antfgenos de superficie cuyo patr6n

de  distribuci6n  cambia  con  la  edad  del  embri6n  de  2  celulas.     Asi',

estados de 2 c6lulas tempranos (42 h post hcG)  muestran un patr6n de

marca uniforme mientras estados de 2 c6lulas  tardios  (48 h post hcG)

muestran un patr6n de marca polarizado en torno  al contacto  celular.
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Figura 21

Distribuci6n  del  anti'geno  reconocido  por  el  anticuerpo  monoclonal   lGl   en
embri6n  de 2  c6lulas.    Galeri'a de cortes por  microscopi'a  con focal  (cada  I.25
#m)   mostrando   la   distribuci6n   de   la   marca   fluorescente   obtenida   con   el
anticuerpo   lG1.    Este  patr6n  corresponde  a  un  anti'geno  de  superficie  cuya
distribuci6n  es  uniforme  y  constante  para  estados  tempranos   y   tardi'os  de
embriones de 2 c5lulas.
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Figura 22

Distribuci6n del  anli'geno  reconocido por  el  anticuerpo  monoclonal  6F4Hl  en
embri6n de 2  c6lulas.
a) Galei.ia de cortes por microscopi'a confocal mostranclo la distribuci6n espacial
de la marca fluorescente.   Este patr6n corresponde a un alitfgeno de superflcie
cuya distribuci6n  es uniforme y constante para estados tempranos y tardfos de
embriones  de 2  c61ulas.
b)  Control por omisi6n del primer anticuerpo.
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En  general,  los  estados  de  2  c6lulas  intermedios  muestran  signos  de

polarizaci6n de menor magnitud que el tiltimo grupo descrito.  Ejemplos

de los patrones observados se muestran en las FIGURAS 23 -28.

11.          Fosfatasa alca]ina se asocia con la membrana plasmatica a
trav6s   de  un   fosfolfpido  del  tipo  glicosilfosfatidilinositol
(GPI).

Como se mostr6 en el punto 7 de esta secci6n,  FAL se puede

liberar de la membrana empleando  la enzima PI-PLC,  sin embargo,  se

desconoce   que   porcentaje   de   la   actividad   total   de   FAL   se   puede

recuperar y si esta actividad recuperada,  medida a trav6s de  los ensayos

enzimaticos,  corresponde a la observada en los  contactos  celulares por

los  m6todos  citoqui'micos.

Para conocer el porcentaje de actividad que se recupera con la

PI-PLC,   embriones   en  estado   de  blastocisto  -   que  contienen  gran

cantidad de FAL - se homogeneizaron y se dividieron en tres fracciones

equivalentes:  (a)  una  fracci6n  se  extrajo  con  detergente  que  remueve

sobre el 95  %  de la actividad total de FAL presente en los  embriones,

(b)  otra  fracci6n  se  incub6  con  PI-PLC  y,  (c)  la  tiltima  fracci6n  se

mantuvo sin ningtin tratamiento.   Al t6rmino del peri'odo de incubaci6n
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Figura 23

Inmunofluorescencia indirecta de 3  embriones de 2 c6lulas  mostrando  distintos
patrones de marca con el anticuexpo mbnoclonal F2A6,  dirigido contra anti'genos
embrionarios no identificados.
a) Embri6n 42 horas post-hcG.  Marca uniforme en toda la superficie.   925  x
b) Embri6n   46   horas post-hcG.   Marca en 2/3 de la superficie  (flechas).  1100
X

c)   Embri6n  50  horas  post-hcG.   Marca  restringida  a  la  regi6n  cercana  al
contacto  (flechas).  1000 x





Figura 24

Distribuci6n del anti'geno reconocido por el anticuexpo monoclonal F2A6
en embri6n de 2 c6lulas (44 horas post-hcG).
Galeri'a  de  cortes  por  microscopi'a  confocal  mostrando  la  distribuci6n
espacial  de la marca fluorescente.   Este patr6n corresponde a una etapa
temprana de polarizacion de un antfgeno de superficie cuya localizaci6n se
modifica durante el estado de 2 c6lulas.   Obs6rvese ausencia de la marca
en las regiones opuestas al contacto   celular.
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Figura 25

Disti.ibuci6n  deJ  anti'geno  I.econocido  por  eJ  anticuerpo  monoclonal  H6B2  en
embri6n de 2  c6lulas.
a) Galeri'a de corLes por microscopi'a confocal mostrando Ja distrjbuci6n espacial
de la marca fluorescenle.   Este pall.6n corresponde a un anti'geno de superficie
cuya  distribuci6n se restringe a la zona cercana al  contacto  celular durante el
paso por  el  estado  de 2  c61ulas.
b)  Control por omisi6n del primer anticuerpo.
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Figui.a 26

Microscopi'a con focal que muesti.a la distribuci6n del antfgeno  reconocido por
e.I  anticuerpo  monoclonal F2A6 en embri6n de 2 c6lulas (44 horas post-hcG).
Corte 6ptico de superficie (p-s) y corte 6ptico a trav6s de la mitad del embri6n
(p-in).   Obs6rvese que la   inarca esta ausente en las zonas opuestas a la regi6n
de contacto.
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FTgura 28

Microscopi'a confocal  que muestra la disti.ibuci6n del anti'geno reconocido por
el  anticuerpo  monoclonal  F2A6  en  un  embri6n  de  2  c6lulas  (50  horas  post-
hcG).   Vista lateral del embri6n.
a)  corte 6ptico de la superficie superior
b) corte 6ptico de la superficie inferior
Obs6rvese la acumulaci6n de la marca en las cercaiu'as del contacto.
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en las diferentes condiciones cada fracci6n se centrifug6 y se recuper6

el sobrenadante,  el que se utiliz6 en las determinaciones de la actividad

de FAL.

Los resultados del ensayo enzimatico por fluorometri'a muestran

que la fracci6n sin tratamiento registra niveles despreciables de actividad

de FAL (menores al 5  %  del total presence en los  embriones),  en tanto,

la   fracci6n   incubada  con  PI-PLC   recupera  cerca  del  50   97o   de   la

actividad total de FAL obtenida de la fracci6n tratada con el detergente

(FIGURA 29).   En sintesis,  estos resultados muestran que la actividad

de FAL radica en una fracci6n particulada de la .c6lula y que,  al  memos,

parte de la enzima se encuentra anclada a la membrana por un tallo del

tipo  GPI,  sensible al corte de la PI-PLC.

En la serie experimental que se indica a continuaci6n se estudi6

si  la  enzima  liberada por el  tratamiento  con PI-PLC  corresponde a  la

FAL revelada en los contactos celulares por los  m5todos  citoqui'micos.

Para  6sto  se  incub6  embriones  a  partir  del  estado  de  2  c6lulas,  en

ausencia o presencia de la enzima PI-PLC,  por un lapso de tiempo que

permiti6  a  los  embriones  alcanzar  el  estado  de  m6rula,   cuando   la

regionalizaci6n se manifiesta.   Al flnal del perl'odo de incubaci6n en
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Figura 29

Actividad
embriones
incubaron durante 2 horas a 37- °C,  una con NP-40 y la otra con PI-PLC.   La

___.__._~u    vL+   I-I.Lqul.lull5b    qlJC;   SC

actividad fue expresada como porcentaje del total de la actividad  recuperada con
el  detergente.    Cada  barra  representa  el  promedio  de  3  experimentos  con  su
respectiva desviaci6n estandar.   La actividad recuperada con PI-PLC  alcanza un
50  %  de la obtenida con NP-40.

de   FAL   recuperada   de   embriones   tratados   con   PlnpLC.      Los
fueron  microhomogeneizados  y  divididos  en  2  fracciones  que  se
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ambas   condiciones   los   embriones   se   procesaron   por   el    m6todo

citoqui'mico para revelar la actividad de FAL.

Como   se  muestra  en  la  FIGURA  30,   aquellos  embriones

cultivados con PI-PLC no muestran indicios de regionalizaci6n,  esto  es,

actividad   en   las   zonas  de  contacto   celular,   y   como   se  espera   los

embriones no tratados con PI-PLC revelan intensos parches de actividad

en las  regiones de aposici6n celular.   En 6ste tiltimo grupo  la totalidad

de  los  embriones  llega  al  estado  de  compactaci6n  mientras  que  en  el

grupo tratado con la enzima PI-PLC nunca se obtiene compactaci6n de

los   embriones,   atinque  las  divisiones   celulares   continrian   en   forma

normal.

En sintesis,  con el ensayo enzimatico se muestra que el 50  %

de  la actividad total presente en  los  embriones  se  recupera al  tratarlos

durante   2   h   con   la  enzima  PI-PLC.     En  cambio,   con   el   m6todo

citoqufmico  se muestra una remoci6n total de  la  actividad presente  en

el contacto celular luego de mss de 20 h de incubaci6n en presencia de

la  enzima  PI-PLC.    Estos  resultados  sugieren  que  la  totalidad,  o  una

buena proporci6n de FAL, esta anclada a la membrana a trav6s del tallo

GPI y que la actividad medida por el ensayo enzimatico pertenece a la
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Fi8u.ra 30

Demostraci6n citoqui'mica de FAL.  Efecto de Fosfolipasa C.
a)  m6rula  control  mostrando  el producto  de  reacci6n  en las  zonas de  contacto
interblastom5rico  (flecha).   875  x
b) m6rula tratada con 20 UI/ml de PI-PLC durante 24 h.   Obs6rvese ausencia
total de actividad enzimatica.    875  x.







enzima que participa en  la regionalizaci6n.

12.          Efecto     de     inhibidores     del     citoesqueleto     sobre     la
regiona]izaci6n normal.

Por el momento la regionalizaci6n parece ocurrir en dos etapas;

primero,   desplazamiento   de  FAL.-en  el  plano   de  la   membrana   y,

segundo,   segregaci6n  de  la  enzima  en  la  zona  de  contacto  celular.

Ambos fen6menos podri'an estar comandados por el citoesqueleto,  por

lo  que  se  estudi6  su  funci6n  en  la  regionalizaci6n  empleando  agentes

que perturban su estabilidad y dinamica.   Con este prop6sito  embriones

en  estado  de  2  c6lulas  se  cultivaron  durante  23  h  en  presencia  de

citochalasina 8 o de nocodazole.   En estas condiciones los  embriones no

se dividieron, permaneciendo en estado de 2 c6lulas pero alcanzando  la

edad de una m6rula.

Ninguno de los inhibidores impidi6  la aparici6n de FAL  en  las

zonas  de  contacto  celular,  sin  embargo,  el  patr6n  de  marca  estaba

alterado.    En presencia de citochalasina 8  se reconoce una apreciable

marca  de  FAL  en  el  contacto  celular,  ademas  de  intensos  parches  de

actividad en las zonas contiguas a esta regi6n (FIGURA 31).   En
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Figura 31

Demostraci6n citoqui'mica de 5NUC  en embriones de 2 c6lulas  (a,b)  incubados
durante  24  horas  en  presencia  de  citochalasina  8.    Obs6rvese    producto  de
reacci6n   tanto en I.a zona de contacto  como  en sitios  adyacentes   (flechas).   a:
875  x,    b:  938  x.
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presencia de nocodazole se observa una escasa actividad de FAL en la

zona de contacto entre las dos c6lulas y una no despreciable actividad

de  la enzima diseminada por toda la superficie celular  (FIGURA 32).

Estos resultados sugieren que la integridad del citoesqueleto es

necesaria    para    preservar    su    funci6n    como    agente    motor    del

desplazamiento de  la enzima y como andamio para fljar la posici6n de

FAL en el contacto celular.

13. La   regionalizaci6n   inducida  experimentalmente  anticipa
otros procesos morfogen6ticos.

Los  mismos agentes que causan regionalizaci6n en embriones

de 2 c6lulas, tales como WGA o el analogo de diacilglicerol OAG,  son

capaces de evocar fen6menos morfogen6ticos posteriores que recuerdan,

al   menos   morfo16gicamente,   la   compactaci6n   y   blastulaci6n.      La

ocurrencia de estos fen6menos sigue un orden temporal estricto;  primero

se     obtiene     regionalizaci6n,     luego     compactaci6n     y     finalmente

blastulaci6n,   en   donde   una   c6lula   envuelve   totalmente   a   la   otra,

delimitando una cavidad interna.   Estos fen6menos se producen sin que

ocurra clivaje,  permaneciendo el embri6n en estado de 2 c6lulas.
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Figura 32

a)  Demostraci6n citoqui'mica de 5NUC.   Montaje completo  de un embri6n de
2  c6lulas  que ha sido incubado  en nocodazole durante 23  horas.
I-\   Tl1         .b) El mismo embri6n
en toda la superficie celular {flechas)
a:  750  x,  b:  1900 x.

con mayor aumento para mostrar la dispersi6n de la marca
_      1      1              ,-          \           \
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Por la  trascendencia que podri'a tener la regionalizaci6n como

primer   paso   en   la   cascada   de   fen6menos   que   culminan   con   la

diferenciaci6n   celular,   es   que   fug   de   inter6s   demostrar   que   los

fen6menos  evocados  no  son s6lo  remedos  morfo16gicos.

Para demostrar que la compactaci6n obtenida en estados de 2

c6lulas corresponde  a la anticipaci6n del fen6meno real se estudi6 tres

caracteristicas  singulares del proceso;  (1)  su dependencia a calcio,  (2)

la  importancia  de  la  calmodulina  y,  (3)  la  presencia  en  las  zonas  de

contacto  celular de la proteina uvomorulina.

OAG provoca compactaci6n en un  100  %  de los embriones de

2  c6lulas,  pero  si  al  final  del  cultivo  se  agrega  EGTA  (quelante  de

calcio)   o   el   cultivo   se   inicia   en  presencia  de   EGTA,   se  produce

descompactaci6n    o     se    inhibe    en    su    totalidad     el     fen6meno,

respectivamente.      Mas   atn,   1os  estados  de  2   c6lulas   compactados

muestran   uvomorulina   en   los   contactos   celulares,    en   tanto,    los

embriones   no   compactados,   o   a   los   que   se   les   ha   inhibido   la

compactaci6n,  muestran una distribuci6n uniforme de uvomorulina por

la superficie  (FTGURA 33).   Al igual que en la compactaci6n normal,

el proceso  es dependiente de calmodulina.   Al incubar embriones de 2

97



Figura 33

Localizaci6n de uvomorulina en embriones inducidos a compactarse con OAG.
Inmunofluorescencia indirecta con anticuerpo policlonal anti-uvomorulina.
a)   Embri6n   de   2   c6lulas   control,   no   tratado   con   OAG.      Obs6rvese   la
distribuci6n de uvomorulina por toda la superficie celular (flechas).    1500  x
b) Embri6n de 2 c5lulas incubado durante 2 horas con   OAG.   Obs6rvese que
la uvomorulina esta restringida a la zona de contacto celular.    1500 x.
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c6lulas con OAG en presencia de W7  (un inhibidor de calmodulina)  se

inhibe  la compactaci6n  en un  100  9ro.

Por    las   caracteristicas   mostradas   no   cabe   duda   que   la

compactaci6n obtenida en embriones de 2 c6lulas es una anticipaci6n del

proceso normal que ocurrira dos ciclos celulares mas  tarde,  al  estado  de

8  c6lulas.   Esto sugiere que la localizaci6n de la enzima en las zonas de

contacto celular tambi6n seri'a la anticipaci6n del proceso  normal  y,  por

Canto,    log    antecedentes    suministrados    por    esta    tesis    aportarfan

informaci6n   relevante  para   entender   los   fen6menos   del   desarrollo

temprano que culminan con la diferenciaci6n celular que se reconoce en

el  blastocisto.
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DISCUSI0N

1.    LA FOSFATASA ALCALINA SE EXPRESA ANTES QUE SE
PUEDA DETECTAR HN EL CONTACTO CELULAR.

En esta tesis se ham utilizado dos m6todos cuantitativos para estudiar

la  actividad  de  FAL  durante  el  desarrollo  inicial.     Ambos  ensayos

enzimaticos  mostraron  niveles  detectables  de  FAL  al  memos  un  ciclo

celular  antes  que  su  presencia  pueda  ser  reconocida  en  las  zonas  de

contacto  celular  por  los  m6todos  citoqui'micos.    Estas  diferencias  son

probablemente  el  producto  de  la  distinta  sensibilidad  de  las  t5cnicas

citoquinicas   respecto   de   los   ensayos   enzimaticos.      Las   primeras

requieren que la enzima se concentre en determinados puntos para hacer

visible el producto de reacci6n,  en tanto las riltimas  estan s6lo  limitadas

por la cantidad de enzima presente.

Aunque  el  ensayo fotom6trico  muestra actividad de FAL desde el

estado  de 2  c6lulas,  sus resultados son difi'cilmente reproducibles  y no

coinciden plenamente con los de otros autores.   Aplicando  este ensayo

a  embriones  preimplantacionales  de rat6n Cachicas  (1989)  mostr6  que

la  actividad  de FAL  s6lo  se detectaba a partir del  estado  de 4 c6lulas.
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En  cambio,   con  el  mismo  m5todo,  Kim  cf  cz/.   (1989)   demostraron

actividad  de  FAL  a  partir  del  estado  de  2  c5lulas,  pudiendo  incluso

distinguir diferencias entre embriones de 2 c6lulas  tempranos  y tardios.

La discrepancia entre los resultados de esta tesis y la de los  autores

antes   sefialados  se  basan  probablemente  en  aspectos  metodol6gicos

relacionados  con  el  ensayo  enzimatico  por  fotometri'a  que  mos  parece

pertinente comentar.   Primero,  la preparaci6n del extracto de embriones

se  realiza  mediante  ciclos  de  congelaci6n-descongelaci6n,   lo  que  no

garantiza una constancia en la cantidad de enzima solubilizada en cada

caso.   Segundo,  el  medio  en que se realiza este procedimiento,  tamp6n

fosfato salino,  no contiene cofactores como Zinc y Magnesio,  necesarios

para  la  estabilidad  de  la  forma  nativa  de  la  enzima,  ni  agentes  que

impidan la acci6n de proteasas.   Tercero,  los bajos  niveles  de actividad

de FAL en los embriones,  y las propias limitaciones de sensibilidad de

la t6cnica obligan a realizar s6lo una determinaci6n luego de un tiempo

prolongado de reacci6n (20 h), durante el cual la estabilidad del  sustrato

(PNPP)  y  la  enzima  son  inciertas.    Cuarto,  las  condiciones  anteriores

impiden  seguir  temporalmente  el  curso  de  la  reacci6n  por  lo  que  se

desconoce como esta progresa.   Finalmente,  el sustrato  empleado  es un
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crom6geno  que no poses las  caracteri'sticas de sensibilidad propias  de

los sustratos fluorog6nicos (Guilbault,  1990).   Estas  condiciones podri'an

explicar las causas de la baja reproducibilidad del  m6todo.

En definitiva,  el ensayo fotom6trico no cumpli'a con las  condiciones

de   rigurosidad   y   certeza  para   obtener   determinaciones   confiables,

particularmente en embriones tempranos del desarrollo,  por lo  cual fue

aconsejable  desarrollar  un  nuevo  ensayo  enzimatico  para  FAL  que

resolviera estas dificultades.   Esto  se logr6 gracias  a la aparici6n de un

nuevo sustrato para FAL denominado difosfato de fluorescei'na (FDP).

EI  FDP  pos5e  un  li'mite  de  detecci6n  50  veces  mas  bajo  que  el

sustrato  PNPP  y  es  mas  estable  que  este  tiltimo,  es  decir,  es  memos

propenso a sufrir hidr6lisis espontanea (Huang c/ cz/. ,1992),  ademas,  su

producto   enzimatico,   fluorescei'na,   absorbe  y   fluoresce  con   mayor

eficiencia  a  pH  alcalino,  que  es  la  condici6n  6ptima  en  la  cual  FAL

ejerce    su    acci6n    catali'tica    (Munkholm    c/    cz/.,     1990).         Estas

caracteri'sticas  excepcionales  del  FDP  mos  permitieron  desarrollar  un

nuevo m6todo enzimatico que result6 ser confiable y de alta sensibilidad

para medir la actividad de FAL en embriones tempranos del rat6n.
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Al  aplicar este nuevo ensayo,  que llamaremos  fluorom6trico pues

se  basa  en  la determinaci6n de un producto fluorescente,  a embriones

iniciales de rat6n se confirma que la actividad de FAL se inicia a partir

del estado de 2 c6lulas.

2.    LA  CINETICA  DE  EXPRESI0N  DE  FAL  SUGIERE  UNA
LOCALIZACI0N DE  LA ENZIMA RESTRINGIDA  A LAS
SUPHRFICIES DH CONTACT0 CELULAR.

Nuestros  ensayos  enzimaticos  muestran  que  el  incremento  de  la

actividad   de   FAL   durante   el   desarrollo   inicial   sigue   un   curso

exponencial,  situaci6n  que  sugiere  que  un  mecanismo  de  sintesis  cZc

#oi;a  de  la  enzima  esta  operando  en  vez  de  activaci6n  de  una  forma

inactiva de FAL.   Trabajos de nuestro laboratorio ham demostrado  que

la regionalizaci6n provocada por contacto  celular depende de la si'ntesis

de protei'nas, sin embargo,  esta sl'ntesis serl'a un requisito para sostener

el proceso y no para iniciarlo  (Septilveda & Izquierdo,  1990).

El aumento que experimenta la actividad de FAL no es proporcional

al  aumento  en  el  ntimero  de c6lulas  a  medida  que progresa  el  clivaje

durante el desarrollo inicial.   Por ejemplo, un estado de 4 c6lulas puede
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triplicar  la actividad detectada en un estado de 2 c6lulas,  y una m6rula

de 8 c6lulas puede sextuplicar  la actividad  registrada en un estado de 4

c6lulas.   En   conclusi6n,   mientras   el   ntimero   de   c6lulas   crece   en

progresi6n aritm6tica la actividad de FAL lo puede hacer en progresi6n

geom6trica.

En el rat6n, durante el curso del cliv.aje el volumen del embri6n se

mantiene constante pero  su  superficie aumenta en forma abrupta.    En

nuestro laboratorio hemos estimado las variaciones que experimentan la

superficie y el volumen celular y la superficie del embri6n en desarrollo

y se observa s6lo que el parametro superficie total del embri6n sigue un

incremento equivalente al que sigue la actividad de FAL en el desarrollo

(HGURA 34).   Sin embargo,  la superficie de contacto es la que mejor

representa  los  cambios  de  la  superficie  total,  pues  la  superficie  libre

permanece    constante    desde    la    compactaci6n    hasta    antes    de    la

implantaci6n.   Luego,  se entiende que la actividad de FAL aumente en

forma correspondiente al aumento de la superficie de contacto,  pues  la

enzima  se  encuentra  albergada  en  este  dominio  celular.     Mas  atin,

inferimos  la necesidad de un aporte continuo de enzima para cubrir la

nuevas Superficies de contacto generadas por el clivaje.   Es interesante
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Figura 34

Demostracion  citoqul`mica  de  la  actividad  de  FAL  en  distintos  estados  del
desarrollo preimplantacional.   Microscopl'a electr6nica de transmisi6n.  Las  barra
representa  I  #m.
a) y d) M6rula.   Zona de contacto interblastom5rica mostrando precipitado de
plomo,  producto de la actividad de FAL.
b) M6rula.  Zona libre de actividad.   Obs6rvese microvellosidades  sin producto
de reacci6n.
c)   Embri6n
blast6meros.

de  2  c6Iulas.     Obs6rvese  ausencia  de  actividad  entre   los  dos
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comprobar   como   las   pnoposicibnes   que   derivan   de   este   analisis

confirman evidencias experimentales anteriores, donde se demuestra que

FAL se  localiza confinada en los contactos intercelulares (Izquierdo e/

cz/.,   1980)   y   que  se   requiere  de  su   contribuci6n  por  sl'ntesis  para

mantener la regionalizaci6n  (Septilveda & Izquierdo,  1990).

Aunque no se puede descartar la expresi6n de FAL en otros lugares

de  la  c6lula,  si  es  posible  predecir  su  presencia  mayoritaria  en  las

superficies de contacto celular.   De hecho,  s6lo en el estado de m6rula,

y  en forma transitoria,  se ha podido detectar alguna actividad de FAL

en un lugar distinto  al contacto  celular.   Esta actividad se encuentra en

el  citoplasma  asociada  a  estructuras  denominadas  cuerpos  cristaloides

(Izquierdo  c/  cz/.,   1980).    Que  se  reconozca  actividad  de  FAL  en  el

citosol  es  prueba  que  el  sustrato  tiene  libre  acceso  al  interior  de  la

c6lula,  de tal manera que si antes o despu6s del  estado de m6rula no se

detecta  actividad  en  sitios  distintos  al  contacto  celular  es  porque  6sta

actividad no existe o es tan insigniflcante que escapa a la sensibilidad de

los m6todos citoqui'micos de detecci6n.   Esto explicarfa porque existen

coincidencias entre la cin6tica de incremento de la actividad de FAL con

los  cambios  que  experimenta  la  superficie  de  contacto  celular,  pues

106



durante el desarrollo el grueso de la actividad de FAL se concentrari'a

en  las zonas de aposici6n celular.

LA REGIONALIZACION PROMOVIDA POR LECTINAS NO
MODIHCA   LOS   NIVELES   DE   ACTIVIDAD   DE   FAL
PRESENTES    EN    EL    EMBRION    DE    2    CELULAS,
SUGIRIE}ND0 UN RECANISM0 DH RELOCAIJIZACI0N DE
HNZIMA    PREEXISTENTE    CUYO    DESTIN0    ES    EL
CONTACT0 CELULAR.

Al cultivar embriones de 2 c61ulas en presencia de las lectinas  Con

A  o  WGA  se  observa  que  el  ntimero  de  embriones  con  actividad  de

FAL en el contacto aumenta en proporci6n al tiempo y dosis de lectina

empleada.

Con estos ensayos se pudo determinar,  para cada lectina,  el tiempo

y   concentraci6n   necesarios   para  obtener  un   100   %   de   embriones

regionalizados.    En estas condiciones  se encuentra que  la actividad  de

FAL  detectada  en  embriones  de  2  c6lulas  permanece  constante  atin

cuando los embriones hayan sido  incubados en presencia de  las  lectinas

que inducen regionalizaci6n.   Estos resultados son confiables,  pues los

hemos    podido    reproducir    empleando    dos    ensayos    enzimaticos

independientes,  uno de los cuales es particularmente sensible.
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•Como  al  comparar una Poblaci6n de  embriones  regionalizada  con

una  no  regionalizada  no  hay  variaciones  en  la  actividad  de  FAL,  un

mecanismo  de  relocalizaci6n de  la  enzima dirigido  al  contacto  celular

podrfa explicar que la cantidad de FAL permanecfera constante.   Dos

embriones  de 2  c6lulas  pueden  ser  agregados  de  diversas  formas  -en

linea,   en  paralelo  o  en  cruz-  para  producir  un  ntimero  variable  de

contactos.   Bajo estas condiciones se ha demostrado que mientras  mayor

sea el ntimero contactos producidos menor es el porcentaje de contactos

con actividad de FAL  (Septilveda & Izquierdo,  1990).   Esto demuestra

que la cantidad de enzima presente es limitada y por tanto es  improbable

que un mecanismo de sintesis de proteinas este operando en el  inicio del

proceso.   Si este tiltimo fuese el caso esperari'amos  que el porcentaje de

contactos   regionalizados   se   mantuviese   en   un   100    %    aunque   la

superficie comprometida aumentara.   En otras palabras,  si en respuesta

al contacto celular se produce un aporte continuo de enzima por sintesis,

la regionalizaci6n podrfa extenderse indefinidamente.   No  obstante,  los

experimentos  de  agregaci6n,   reci6n  descritos,   no  descartan  que  un

proceso  de  activaci6n  pueda  estar  involucrado,   pues  los  resultados

podrfan  atribuirse  a  la  escasez  de  enzima  activable.    Sin  embargo,  lo
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que invalida a esta proposici6n es que la actividad de FAL sea la misma

en un embri6n de 2 c6lulas normal con respecto a uno regionalizado por

efeclo  de  las  lectinas.     Un  mecanismo  de  activaci6n  o  de  sintesis

predicen   mayores   niveles   de   actividad   enzimatica   en   el   embri6n

regionalizado   a   no   ser   que   una   combinaci6n   de   fen6menos   este

operando.    Por  ejemplo,  la  regionalizaci6n provocada  por  contacto  o

lectinas prodrfa gatillar la sintesis de 7tovo de FAL junto con estimular

el recambio o degradaci6n de enzima preexistente.   Luego,  si existe un

equilibrio  entre  estos  procesos  podrfa  explicarse  porque  el-  nivel  de

actividad de FAL no cambia al inducir la regionalizaci6n.   Si  lo  anterior

es verdadero,  al inhibir la sintesis de protei'nas en un embri6n cultivado

con lectinas se esperari'a una disminuci6n en la magnitud de su actividad

al compararlo con un embri6n no tratado, pues  la enzima degradada no

serfa  reemplazada  por  nueva  enzima.     Al  realizar  este  experimento

demostramos  que  el  nivel  de  actividad  de  FAL  es  igual  en  ambas

condiciones, por lo que podemos concluir que no hay sintesis de nueva

enzima.

En resumen, este conjunto de antecedentes sugiere fuertemente que

el mecanismo involucrado en la regionalizaci6 no compromete ni  sintesis
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proteica    ni    activaci6n    enzimatica.        Por    tanto,    el    proceso    de

especificaci6n  regional  seri'a  la consecuencia del  reordenamiento  de  la

enzima en la zona de contacto intercelular.

4.    dpoR  QUE  LA  REGI0NALIZACI0N  N0  ES  EVIDENTE
DESDE   HL   MOMENTO   EN   QUE   SE   ESTABLECE   EL
PRIMER CONTACTO CELULAR?

La pregunta formulada tiene dos  respuestas posibles:  (a) porque se

requiere incrementar el area de contacto celular o el tiempo de contacto

celJlar y,  (b) porque se requiere de mas horas de desarrollo del embri6n

(edad).

Un  incremento  del  area  de  contacto  celular  ocurre  normalmente

cuando    el    embri6n    de    2    c6lulas    se    segmenta    a    4    c6lulas.

Experimentalmente,   agregar   dos   embriones   de   2   c6lulas   tambi6n

representa un incremento del area de contacto y como se ha demostrado

esta operaci6n provoca la regionalizaci6n (Septilveda,  1990).   Pero  si el

area de contacto se incrementa todavi'a mss porque en vez de ordenar

los   embriones  linealmente  se  les  congrega  aumentando  los  nuevos

contactos   a   dos   o   tres,   el   porcentaje   de   contactos   regionalizados
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disminuye   (Septilveda  &  Izquierdo,   1990).      En   consecuencia,   6ste

tiltimo experimento no demuestra que un aumento del  area de contacto

cause  un  aumento  de  la  regionalizaci6n.    Pero  tampoco  lo  descarta,

primero, porque los resultados podrl'an atribuirse a la escasez de enzima

presente   y   segundo,   porque   no   parece   posible  precisar   cuanto   se

incrementa  el  area de  contacto  celular  en  los  distintos  ordenamientos.

En  cambio,  al provocar  la  regionalizaci6n en un embri6n de 2  c6lulas

con   lectinas   hemos   demostrado   una   correlaci6n   positiva   entre   su

concentraci6n y el porcentaje de embriones regionalizados en la unidad

de   tiempo.      Este   resultado   puede   atribuirse   a   la   magnitud   de   la

superficie estimulada sin que haya limitaci6n de  la enzima disponible ya

que s6lo  se regionaliza el contacto natural.

Por  otra parte,  se ha demostrado  que no  existen diferencias  en  el

ntimero de contactos regionalizados al comparar agregados de 2  c6lulas

tempranos  con  tardfos  a  memos  que  el  tiempo  que  permanezcan  en

contacto sea distinto  (Septilveda & Izquierdo,  1990).   Esto demostrarfa

que la edad de los embriones no determina el  momento en que ocurre

la  regionalizaci6n sino  que el tiempo de contacto.
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5.    LA  LLEGADA  DH  FAL  AL  CONTACTO  CELULAR  SE
PRODUCE  POR  MOVIMIENT0  DE  LA  ENZIMA  HN  EL
PLAN0 DE LA MEMBRANA Y NO POR MOVILIZACION
DESDH  UN  COMPARTIMIENT0  INTRACELULAR  A  LA
SUPERFTCIE DE CONTACTO.

Para   entender   como   FAL   llega   al   contacto   celular   es   preciso

conocer  cual  es  el  compartimiento  celular  que  concentra  su  actividad.

Este podri'a ser la membrana plasmatica,  vesfculas exocfticas u organelos

o    encontrarse    libre    en    el    citoplasma.        Los    experimentos    de

fraccionamiento  de  embriones,   realizados  en  esta  tesis,   permitieron

demostrar  que  cerca  de  un  95   %  de  la  actividad  total  de  FAL  en

embriones  de  2  c6lulas  se  recupera  en  la  fracci6n  precipitable  a  baja

velocidad  (10.000  x  g).    La  actividad  recuperada  en  el  sobrenadante,

alrededor de un 5  %,  es despreciable demostrando  que la enzima no  se

encuentra ni   libre en el citoplasma ni contenida en vesi'culas exoci'ticas

o   pequefios  organelos  (Tartakoff  &  Jamieson,   1974).     Tampoco  es

factible que la enzima este en forma enmascarada,  porque al  tratar el

sobrenadante con detergente no  se encuentra mss actividad.   Ademas,

recordemos que cerca del total de la actividad proviene de  la fracci6n

precipitable,  que es la que concentra grandes  organelos  como  el  nticleo

y  la membrana plasmatica.   Sabemos que este tiltimo componente esta
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presence  pues  la  homogeneizaci6n  de  los  embriones  genera  grandes

fragmentos de membrana plasmatica que decantan a baja velocidad   y

pueden detectarse en el  pellet mediante microscopi'a de Nomarski.   En

el  medio donde se homogeneizaron  los  embriones el  i6n  magnesio  esta

presente  por  lo  que  no  se  descarta  que  una  pequefia  fracci6n  de  la

membrana plasmatica est6 formando parte del sobrenadante en la forma

de pequefias vesi'culas (fantasmas),  pues  esta descrito  que el  sellamiento

de fragmentos de membrana puede ocurrir en presencia de iones  calcio

y/o  magnesio  (Ntifiez c/ cz/.,1992).

Limitaciones  derivadas  de  la  disponibilidad  de  embriones  impidi6

ulteriores fraccionamientos  o simplemente la purificaci6n de  membrana

plasmatica.

En si'ntesis,  los experimentos realizados en esta tesis  mostraron que

la actividad de FAL se concentra en la fracci6n de membrana plasmatica

y no en aquella que agrupa pequefios organelos y vesi'culas.   De hecho,

estudios  de  microscopi'a  electr6nica  revelan  que  la  actividad  de  FAL,

detectada  citoqui'micamente,  s6lo  se  encuentra  en  las  membranas  de

contacto  celular  y  no  asociada  a  vesfculas  exoci'ticas,  mitocondrias  u
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otras estructuras celulares (FTGURA 35, cedida por Izquierdo & L6pez,

no  publicado)  con  la  excepci6n  de  los  cuerpos  cristaloides,  como  se

indico  mas  atras.     Ademas,   por  inmunocitoqui'mica  (Ziomek  ef  CZJ.,

1986)   e   inmunofluorescencia   indirecta   (Becker,    1988),   empleando

anticuerpos  contra  FAL,  se  ha  podido  demostrar  la  presencia  de  la

enzima   s6lo   en   la   superficie   celular   tanto   en   ovocitos   como   en

embriones tempranos de rat6n.

Es  probable,  por tanto,  que durante el proceso  de  regionalizaci6n

la  enzima  se desplace  en el plano  de la  membrana y  no  provenga  de

otrQs compartimentos celulares.

6.    LA   ACTIVIDAD   REGISTRADA   A   TRAVES    DH   LOS
ENSAYOS ENZIMATICOS PARECH CORRHSPONDER SOLO
A FAL.

La evidencia disponible hasta el momento sugiere fuertemente que

el total de la actividad de FAL radicarfa en la superficie celular,  y que

la nueva enzima aportada por si'ntesis tambi6n tendri'a este destino.   Sin

embargo, surge la pregunta 6Es s6lo FAL la enzima que se mide en los

ensayos enzimaticos? o dicho de otra forma,  tEs  la actividad  registrada
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producto s6lo  de la enzima comprometida en la regionalizaci6n?.   Fu5

de inter6s reponder a esta interrogante,  pues  en  los  ensayos  enzimaticos

FAL   fue   extrai'da   de   la   membrana   con   un   m6todo   no   selectivo,

empleando como agente de solubilizaci6n el detergente NP-40.

Sustituyendo  el  detergente  NP-40  por  la  enzima  PI-PLC,  como

agente  de  extracci6n,  se  demostr6,  al  igual  como  lo  ham  hecho  otros

grupos (Low & Zilversmit,  1980;  Low,  1987;  Cross,  1987;  Hoffmann-

Blume  e/ cz/.,  1991),  que FAL  estf anclada a  la  membrana plasmatica

a  trav6s  de  un  glicofosfoll'pido  denominado  glicosil-fosfatidil-inositol

(GPI).     Esta  caracteri'stica  ausente  en  otras  fosfatasas  (Ferguson  &

Williams,   1988;  Cohen,   1989)  con  la  excepci6n  de  5NUC  (Low  &

Finean,  1978),  representa una forma selectiva para remover a  la enzima

de la membrana.

El tratamiento con la enzima PI-PLC permiti6 recuperar alrededor

del  50  %  del  total  de  actividad  detectada  en  los  embriones.    Esto  no

significa  que  s6lo  la  mitad  de  la  FAL  se encuentra  anclada  por  GPI,

pues no se realiz6 un estudio de dosis-respuesta con la enzima PI-PLC

como   para   establecer   las   condiciones   de   tiempo   y   concentraci6n
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necesarias para  obten6r el  maximo de extracci6n.   Ademas,  aunque se

demostrara que s6lo la  mitad de la actividad puede ser  removida por  la

enzima  PI-PLC,  no  se  podri'a  descartar  que  la  enzima  remanente,  no

liberada,  se encuentre tambi6n anclada por un  tallo del  tipo  GPI.    Un

estudio reciente demuestra que parte de la FAL anclada a trav6s de GPI

puede  ser  resistente  a  la  acci6n  de  la  enzima  PI-PLC  (Bublitz  c/  cz/.,

1993).       Esto   supone   la   existencia   de   una   heterogeneidad   en   la

composici6n del tallo,  en donde algunos de ellos  no serfan susceptibles

a  la  hidr6lisis  por parte de la enzima PI-PLC.   Esto podrfa explicar  la

eficiencia variable,  entre 60  %  y  100  %,  que tiene PI-PLC  para liberar

a  FAL  de  la  membrana  (Noda  c/  cz/.,   1987;  Hoffmann-Blume  cf  cz/.,

199.1;  Brunner  c/  cz/.,1991).    Pese  a  estos  antecedentes  no  se  puede

descartar  que  la  actividad  no  recuperada  por  el  tratamiento  con  la

enzima  PI-PLC  pertenezca  a  otras  fosfatasas.     Aunque,   realizando

cultivos prolongados de embriones,  20 h o mss,  con la enzima PI-PLC

se ha conseguido liberar el total de la actividad de FAL reconocida por

los m6todos  citoquinicos.   En los ensayos enzimaticos,  en cambio,  los

cultivos con la enzima PI-PLC no fueron superiores a 2 h,  lo  que podrfa

explicar por que s6lo  pudimos  remover s6lo 50  %  de la actividad total

presente en los embriones.
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Los  parametros  cin5ticos  tambi5n puede  ser  titiles  para  evaluar  la

contribuci6n de otras  fosfatasas a la actividad  registrada,  pues  un buen

criterio  para juzgar  la pureza de nuestras determinaciones  enzimaticas

es  demostrar  que  la  Kin de  la  enzima  no  purificada,  presente  en  los

extractos de embriones,  es semejante a la de una forma pura.

Aunque no se disponi'a de FAL puriflcada de embriones,  se contaba

con una isoforma comercial, puriflcada de intestino  (Sigma).   La Kin de

esta  enzima  result6  ser  un  orden  de  magnitud  mayor  (resultado  no

mostrado), pero dentro del rango micromolar, con respecto a la obtenida

en  el  extracto  de  embriones.    Pero  esta  diferencia  no  es  considerada

importance pues es de la magnitud esperada para isoformas distintas de

la  enzima  (Fishman  &  Ghosh,   1967),  por  tanto,  este  criterio  sugiere

cierta especificidad del ensayo enzimatico realizado.

Tambi6n,  las  condiciones  excepcionales de pH  (pH  >   10)  que se

requieren  para  un  funcionamiento  6ptimo  de  la  FAL  constituyen  una

restricci6n severa a la participaci6n eficiente de otras fosfatasas.

En  conjunto,  las  evidencias  presentadas  permiten  concluir  que  el
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grueso  de  la  actividad  medida  a  trav6s  de  los  ensayos  enzimaticos

corresponderfa a FAL.

7.    FUNCION        DEL        CITOESQUELET0        EN        EL
ESTABLECIMIENTO       Y      MANTENCI0N       DE       LA
REGI0NALIZACI0N.

La evidencia disponible hasta el momento permite proponer que el

fen6meno de regionalizaci6n es el resultado de la redistribuci6n de FAL

por la superficie celular, proceso que culminari'a con el atrapamiento de

la  enzima  en  el  contacto  celular.    Un  mecanismo  de  esta  naturaleza

podri'a  involucrar  al  citoesqueleto,  como  lo  ha  podido  demostrar  Pey

(1992)  con  respecto  a  la  movilizaci6n  de  uvomorulina  a  la  regi6n  de

contacto  celular durante el proceso  de  compactaci6n.    Por  otra  parte,

estudios  sobre  regionalizaci6n  de  FAL  y  5'NUC  empleando  drogas

inhibidoras  de  microfilamentos  o  microttibulos,  muestran  que  un  alto

porcentaje  de  embriones  incubados  con  estos  inhibidores  fracasan  en

acumular FAL en las superficies basolaterales de contacto,  sugiriendo

que  ambos  componentes  citoesquel6ticos pueden  ser  importantes  en  la

regionalizaci6n de la membrana plasmatica (Izquierdo  cf cz/. ,1984).    Sin

embargo,  un trabajo posterior de nuestro  laboratorio  (Septilveda,  1990)
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ha mostrado que la regionalizaci6n provocada por lectinas  en embriones

de  2  c6lulas,  no  es  suprimida  en presencia  de  inhibidores  tales  como

Colchicina y Citochalasina D,  que afectan la estabilidad de microfubulos

y   actina,   respectivamente.      Pero   en   este  estudio,   a  diferencia  del

anterior,   los  tiempos  de  cultivo  en  presencia  de  los  inhibidores  del

citoesqueleto fueron cortos,  2 h contra 44 h,  y por tanto esta diferencia

podri'a  explicar  los  resultados  obtenidos  en  cada  caso.    Ademas,  en

ambos estudios se utiliz6 concentraciones de droga que interfieren con

el  clivaje pero  no  con la  compactaci6n  (Izquierdo  c/ cz/.,  1984)  por  lo

que   podri'an   existir   umbrales   de   respuesta   con   lo   cual   un   pulso

prolongado  con un inhibidor podrfa ser equivalente a una mayor dosis

en  cor[o  tiempo.     Por  ejemplo,  otros  estudios  han  demostrado  que

distintas concentraciones de citochalasina D afectan de manera diferente

procesos  del  desarrollo  (Fernfndez  c/  cz/.,   1990).  Por  lo  tanto,  estas

observaciones  sugieren  la existencia de  componenetes  citoesquel6ticos

con  distinta  sensibilidad  a  la  acci6n  de  drogas  que  interfleren  con  su

estabilidad  y dinfmica.

En   si'ntesis,   confirmar  la  participaci6n  del  citoesqueleto   en  un

fen6meno   particular  requiere  de  estudios  mas  completos,   donde  se
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ensayen diferentes tiempos y dosis de inhibidores,  asi' como tambi6n  mas

de  un  tipo  de  droga  por  cada  componente  de  citoesqueleto.    En  este

sentido,  resulta titil  conocer  la efectividad de  ciertos  inhibidores  sobre

componentes   especi'ficos   del   citoesqueleto.       Por   ejemplo,    se   ha

demostrado   que   los   microfilamentos   corticales   son   particularmente

sensibles  a  la citochalasina 8,  la que afecta fen6menos de distribuci6n

de anti'genos de superficie (Pierce & Calarco,  1990).

Estos   antecedentes  hicieron  aconsejable  reestudiar  el  papel   del

citoesqueleto   en   la   regionalizaci6n.      Utilizando   citochalasina   a   o

nocodazol,    para    inhibir    la   polimerizaci6n   de   microfilamentos    y

microttibulos,  respectivamente,  se consigui6  interferir con la expresi6n

regionalizada  de  FAL.     El  resultando  fug  un  patr6n  alterado  en  la

distribuci6n de la enzima.   En presencia de citochalasina a  la actividad

se   concentra   en   el   contacto   celular   y   en  porciones   de   membrana

pr6ximas  a  esta  regi6n.     Por  otro  lado,  la  presencia  de  nocodazole

gener6 una marca difusa por la superficie con escasa concentraci6n de

FAL   en   el   contacto   celular.       Los   resultados   sugieren   que   los

microfilamentos  seri'an  importantes  para  la  movilizaci6n  de  la  enzima

por    la    superficie   celular,    permitiendo    la    regionalizaci6n.        Los
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microttibulos,  por  otra parte,  participarl'an  en  el  anclaje de FAL  en  la

zona de contacto  celular,, permitiendo  la retenci6n de la enzima en esta

regi6n.      La  funci6n  que  se  propone  para  ambos   componentes   del

citoesqueleto guarda estrecha relaci6n con su distribuci6n en embriones

iniciales de  rat6n,  ya que los  microttibulos se concentran  en  la corteza

o   "cortex"  de  las  zonas  de  contacto  celular  (Ducibella  cf  cz/.,   1977)

mientras  los  microfilamentos  lo  hacen en  la corteza de  las  superficies

celulares  libres  (Lethonen & Badley,  1980).

El confinamiento de proteinas de membrana en dominios  regionales

requiere  que  la  difusi6n  de  estos  anti'genos  sea  restringuida  (Wolf,

1983).   Por ejemplo,  las uniones estrechas o  "tight junctions"  dispuestas

entre   los   dominios   apicales   y   basolaterales   de   c6lulas   polarizadas

consti.tuyen barreras  a  la difusi6n de componentes  de  membrana  entre

estos   compartimientos   (Dragsten   c/   cz/.,    1981).       Por   un   proceso

equivalente  se  podri'a  explicar  como  FAL  es  retenida  en  el  contacto

celular.    Sin  embargo,  un  mecanismo  de  este  tipo  podri'a  comenzar  a

operar  en  la  compactaci6n,  pues  s6lo  a  partir  de  este  momento  se

esta.blecen  uniones  estrechas  en  el  li'mite  entre  las  zonas  de  contacto

celular  y  las  superficies  celulares  expuestas  (Ducibella  c/  cz/.,1975;
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Magnuson c/ cz/.,1977).   Antes que esto ocurra el  citoesqueleto  podri'a

ser   el   encargado  de  restringuir  el   movimiento  de  proteinas  por  la

superficie celular.

Surge  la  pregunta  6C6mo  puede  el  citoesqueleto  actuar  sobre  el

movimiento y localizaci6n de FAL si la enzima no presenta un dominio

citoplasmftico?.   La respuesta se complica pues  como  ocurre  en otros

sistemas  (Low  c/ cz/.,  1986)  FAL  se encuentra anclada  a  la  membrana

plasmatica  de  las  c6lulas  embrionarias  a  trav6s  de  un glicofosfoli'pido

presente  en  la  mitad  externa  de  la  membrana.     Esto  impediri'a  un

contacto directo entre algrin componente del citoesqueleto  y  la enzima.

Incluso se podri'a pensar que protefnas ancladas  a trav6s de estos  tallos

tampoco tendri'an la propiedad de actuar como receptores.   Sin embargo,

se ha demostrado que protei'nas ancladas por GPI participan en procesos

celulares  mediados por segundos mensajeros (Su c/ cz/. ,1991).    Ademas,

se  ha  propuesto  que  receptores  para  factores  de  crecimiento  que  se

insertan a la membrana a trav6s GPI actuari'an a trav6s de proteinas de

transmembrana  (Nicola  &  Metcalf,   1991).     Por  intermedio  de  estas

tiltimas  se.  podri'an  transducir  sefiales  o  establecer  contactos  con  el

citoesqueleto.     Esto  permitiri'a  explicar  como  el  citoesqueleto  podri'a
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movilizar  a FAL a lo largo de la superflcie celular,  sin que medic un

contacto directo entre ambos.

8.    LA   DINAMICA   DE   CONCENTRACI0N   DE   ALGUNOS
ANTIGENOS  DE  SUPERFTCIE  SUMINISTRA  EVIDHNCIA
EN FAVOR DE UN MECANISM0 DE REDISTRIBUCI0N DE
FAL DIRIGIDO AL CONTACT0 CELULAR.

Al estudiar la distribuci6n de antl'genos de superficie en embriones

de  2  c6lulas  se  encuentra  que  los  anticuerpos  monoclonales  F2A6  y

H682  reconocen  anti'genos  cuya  distribuci6n  cambia  con  la  edad  del

embri6n.    En embriones  tempranos  de 2  c6lulas  se observa un patr6n

uniforme de la marca mientras que en los embriones tardi'os  la marca se

aproxima y concentra en las  regiones cercanas al contacto  celular.   Por

tiltimo,  en embriones de 2 c6lulas de edad intermedia la marca es  escasa

en  las  regiones  opuestas  al contacto.   Estos cambios  en la distribuci6n

de  los  anti'genos  referidos  no  son  una  regla  ya  que  otros  anticuerpos

monoclonales como 6F2 y 2Dlo,  reconocen epi'topos cuya distribuci6n

no experimenta cambios con la edad del embri6n.   Una situaci6n similar

se  observa  en glicoprotei'nas  o glicoll'pidos de la superficie celular que

son  reconocidos  por  las  lectinas  Con  A  o  WGA,    cuya  distribuci6n

como  se  ha  mostrado  es  uniforme  y  constante  durante  las  primeras
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etapas del desarrollo.

Los    anticuerpos   monoclonales   F2A6   y   H682   probablemente

reconocen epfropos diferentes de la misma mol6cula pues  su distribuci6n

en  embriones  iniciales,  al  igual  que en  tejidos  embrionarios  y adultos,

es   id6ntica  (Becker,   1988).     Aunque  se  desconoce  la  identidad  del

anti'geno que reconocen estos anticuerpos hay evidencia que sugiere que

podri'a estar dirigidos contra FAL.   Primero, porque el anticuerpo F2A6

reconoce  un  antfgeno  que  se  colocaliza  con  FAL  en  la  superficie  del

epitelio  que  reviste  al  lumen  del  oviducto  (Becker,  '1988).    Segundo,

porque  los  anticuerpos  5Dl  y  lc3  que  retienen  actividad  de  FAL  en

extractos  de  embriones  por  medio  de  ensayos`' de  ELISA,  reconocen

anti'genos  de  superficie  cuya  expresi6n  durante  el  desarrollo  coincide

temporal y espacialmente con el antl'geno que detectan los  anticuerpos

F2A6 y H682 @ecker,  1988).   El hecho que estos tiltimos  anticuerpos

no   capturen  actividad  de  FAL  no  descarta  que  ellos  reconozcan  la

referida enzima, pues podrfan estar dirigidos  contra el  sitio  activo de  la

enzima.   Otra posibilidad,  es que los anticuerpos   F2A6 y H682 esten

reconociendo  a  la  enzima  5NUC  que  se  regionaliza junto  con  FAL

(Izquierdo   &   Ebensperger,   1982).   Tercero,   porque   los   diferentes
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anticuerpos  monoclonales  que se ensayaron en esta tesis se obtuvieron

inmunizando  ratas  con  extractos  de  embriones  de  rat6n  en  estado  de

m6rula,  donde FAL es uno de los anti'genos mfs  estables  y dominantes.

Por  esto  es  posible  que  varios  de  los  anticuerpos  producidos  est6n

dirigidos  contra esta enzima.

Tambi6n,  es  posible  que  F2A6  y  H682  est6n  reconociendo  a  la

supuesta proteina que postulamos actuari'a de nexo entre la enzima y el

citoesqueleto.     Por  tiltimo,   estos  anticuerpos  podri'an  estar  dirigidos

contra  otros  antigenos  de  superficie  celular  que  se  regionalizan  como

FAL.    En  cualquier  caso,  la evidencia disponible apoya  la  idea que el

mecanismo  que  da  inicio  a  la  regionalizaci6n  tiene  que  vcr  con  la

movilizaci6n de enzima hacia el sitio de contacto  celular.

El   reconocimiento   de   epi'topos   de   superficie   cuya   distribuci6n

cambia   en   el   tiempo   sugiere   la   existencia   de   anti'genos   que   son

movilizados por el citoesqueleto.   Los cambios de posici6n del anti'geno

tienen vectorialidad,  se producen en bloque y concertadamente,  tal  como

se  ha  demostrado  para  ciertas  glicoprotei'nas  de  membrana  que  son

excluidas  del  contacto  celular  por  acci6n  del  citoesqueleto  (Pierce  &
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Calarco,1990)  o para uvomorulina que tambi6n es  transportada por el

citoesqueleto hacia las zonas de contacto celular durante la compactaci6n

(Vestweber  c/  cz/.,   1987).     Sin  embargo,  la  evidencia  presentada  no

descarta  que  la  llegada  de  FAL  al  contacto  celular  ocurra  por  un

proceso de difusi6n de la enzima en el plano de la membrana en forma

analoga a como se ha demostrado para el  receptor de acetilcolina.   En

un principio 6ste difunde libremente por la superficie del  miotubo y mfs

tarde  es  retenido  y  segregado  en  la  superficie  donde  se  establece  la

uni6n neuromuscular (Hall & Sanes,  1993).

A  partir de  los  coeficientes  de difusi6n  (D  =  0.58-1.77  x  10  E-9

cm2/s) determinados para FAL (Noda c/ cz/.,  1987)  es posible estimar el

tiempo  que tomari'a a la enzima trasladarse por la superficie de uno de

los dos primeros blast6meros.   Esta superficie es cercana a 2.000 #m2

y  como  los  D  para  FAL  estan  entre  210-637  #m2/h  la  difusi6n  de  la

enzima    requeriri'a   de   3-9   h.       Este   tiempo   es   confirmado   por

experimentos de fotoblanqu6o realizados en embriones  iniciales de rat6n

(Ziomek c/ CZJ.,  1984).   En tanto,  si FAL fuese una proteina integral  de

membrana  le  tomarl'a  a  6sta  un  par  de  dl'as  trasladarse  las  distancias

antes sefialadas, pues la movilidad lateral de las protei'nas  intri'nsecas de
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membrana  es  un  orden  de  magnitud  menor  que  la  encontrada  para  la

enzima  (Gall  &  Edelman,   1981).    S6lo  los  fosfoli'pidos  de  membrana

tienen coeficientes de difusi6n equivalentes  a los de FAL  (Handyside c/

cz/. ,  1987),  que son precisamente los componentes que anclan la enzima

a la membrana.   Por otra parte,  al relacionar nuestras estimaciones con

los  tiempos  que  toma  la  regionalizaci6n  normal  o  inducida  hay  una

notable coincidencia.   Asi',  desde que se detecta la actividad de FAL en

el  embri6n  de  2  c6lulas  hasta  que  se  reconoce  su  localizaci6n  en  el

contacto  celular del  embri6n de 4 c6lulas  transcurre un  maximo de  10

h.   En cambio,  la regionalizaci6n inducida con  lectinas  Coma entre 3  y

4 h.   En sintesis,  es factible que un proceso de difusi6n simple explique

la  llegada de FAL al  contacto celular.

9.    MHCANISMOS       QUE       PODRIAN       EXPLICAR       LA
PERSISTE}NCIA DE LA REGIONALIZACI0N DURANTE EL
DESARROLLO INICIAL.

Los  datos  suministrados  en  esta tesis  sugieren dos  maneras  como

explicar  el  desplazamiento  de  FAL  por  la  membrana  hasta  llegar  al

contacto celular:  (a) pasiva o por difusi6n simple y (b)  activa por acci6n

del citoesqueleto.   Sin embargo,  se desconoce como  se podrfa  mantener
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en  el  tiempo  una localizaci6n regionalizada de  la enzima.   Al  respecto

comentaremos algunas  alternativas:

(1)   Los   microttibulos   podrl'an   servir   de   andamio   para   fijar   la

posici6n   de   la   enzima,   ya   que   6stos   se   encuentran   precisamente

localizados en la corteza de las zonas de contacto  celular (Ducibella c/

cz/.,1977).    Sin embargo,  esta posibilidad  supone  la existencia de una

proteina que permitiri'a la interacci6n entre la enzima y el citoesqueleto,

pues  FAL  se encuentra anclada a la  membrana celular a  trav6s  de un

fosfoli'pido.   No  tenemos pruebas de la existencia de una protei'na con

estas   propiedades,   pero   si   hemos   demostrado   que   al    inhibir   la

polimerizaci6n de los  microfubulos  la enzima pierde su  regionalizaci6n

dispersandose por la superficie del embri6n.   Sin embargo,  6ste hallazgo

no   es   suficiente  para  afirmar  que  FAL  estari'a  en  contacto  con  el

citoesqueleto   pues   se   ha   demostrado   que   la   integridad   de   estos

componentes  es  esencial para preservar  la organizaci6n general  de  los

componentes  de  superficie,  particularmente  de  aquellos  que  muestran

una   distribuci6n   no   uniforme  producto   del   contacto   celular.      Por

ejemplo,   en  un  embri6n  temprano  las  superficies  expuestas  de  los

blast6meros son microvellosas pero no  las  superflcies de contacto  entre

ellos.      Sin   embargo,   al   cultivar   estos   embriones   en   presencia   de
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inhibidores  de  microfilamentos  y/o  microutbulos  este  patr6n  resulta

profundamente  alterado  (Izquierdo  c/ cz/.,1984).    Por Canto,  es  posible

que  el  citoesqueleto  este  cumpliendo  una  funci6n  de  organizador  y/o

estabilizador de dominios de membrana sin que necesariamente medien

interacciones  con  los  componentes  ahi'  segregados.     Esto  permitiri'a

explicar como el citoesqueleto podri'a afectar la distribuci6n de FAL sin

que haya una interacci6n entre ambos.

(2) El atrapamiento de FAL en el contacto celular podrfa ocurrir a

trav6s  de  uniones  homofllicas  (Edelman,   1985)   entre  mol6culas  de

enzima,   tal   como   se   ha   demostrado   para   uvomorulina   durante   la

compactaci6n    del    embri6n    de    rat6n    (Peyrieras    cf.     cz/,     1983).

Recientemente,  se ha propuesto un modelo donde mol6culas de FAL que

se   enfrentan  por   sus   extremos   amino   terminales   gozari'an   de   una

tendencia  espontfnea  a  formar  uniones  de  tipo  homofilico  (Bublitz  c/

cz/.,   1993).    Un  mecanismo  similar  podrfa  operar  en  la  estabilizaci6n

topografica  de  FAL  en  la zona de  contacto  celular.    En  este  caso,  el

encuentro  entre  mol6culas  de  FAL  presentes  en  ambas  caras  de  la

membrana de la regi6n de contacto permitirl'a una interacci6n homofilica

entre ellas fijando su posici6n.   Esto explicari'a porqu6 al unir una esfera

de agarosa recubierta con lectina con un embri6n de 2 c6lulas  nunca se
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observa  regionalizaci6n  en  el  contacto  entre la  esfera de  agarosa  y  el

embri6n   pero  si  en  el  contacto  entre  los  blast6meros  del  embri6n

(Septilveda,  1990).

(3)  Como una variance del  mecanismo  reci6n planteado podri'amos

postular que el atrapamiento de FAL en el contacto celular se produciri'a

por la uni6n de la enzima con elementos de la matriz extracelular.   La

evidencia disponible apoya un modelo de este tipo pues  en embriones  de

2  c6lulas  es posible  reconocer elementos  de  matriz extracelular  como

laminina sobre la superficie celular (Dziadek & Timpl,  1985).   Ademas,

en estudios de cultivo celular se ha demostrado que lineas celulares que

expresan altos niveles de FAL poseen propiedades adhesivas aumentadas

con respecto a lineas  celulares que expresan bajos niveles de la enzima

(Hui  c/ CZJ.,  1993).   Mas ann,  la enzima 5NUC,  que se regionaliza junto

con   FAL,   tiene   la   capacidad   de   interactuar   especi'ficamente   con

proteinas  de  matriz  extracelular  tales  como  laminina  y  fibronectina

(Stochaj  c/ cz/.,  1989).

(4) Podemos  establecer similitudes entre las c6lulas de un embri6n

y  las  que  constituyen  un  epitelio;   en  ambos  casos  se  establece  una

polaridad  en  las  c6lulas  pudiendo  distinguirse  un  dominio  apical,   o

regi6n  libre  de  contacto,   y  otro  basolateral,   o  regi6n  de  contacto.
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Llevando   a   un   extremo   esta   analogl'a   podri'amos   postular   que   los

mecanismos  que  dan  cuenta  de  la  polaridad  en  epitelios  son  tambi6n

validos   para   entender   como   surge   la  polaridad   en   el   embri6n   en

desarrollo.   Numerosas evidencias ham mostrado  que el glicofosfolfpido

(GPI),  el  mismo  que  ancla  a FAL  a  la  membrana,  servirfa  como  una

serial de destino para dirigir a las proteinas  que lo  contienen al dominio

apical   de   c6lulas   epiteliales   (Lisanti   &   Rodriguez-Boulan,    1990).

Justamente  6ste  dominio  es  rico  en  glicoesflngoli'pidos  con  los  cuales

GPI  puede  interactuar  establemente  a  trav6s  de  puentes  de  hidr6geno

(Simons  &  Van  Meer,   1988)   constituyendo  dominios  celulares  que

imponen  restricci6n  a  la  movilidad  de  las  proteinas  unidas  por  estos

tallos.    Algo  similar podri'a ocurrir con FAL,  si  en el contacto  celular

se establece este tipo de dominios  fosfolipidicos.    La consolidaci6n de

estos dominios en estados mss avanzados del desarrollo podri'a depender

del establecimiento  de uniones estrechas que se localizan precisamente

en  el  lfmite entre  la zona de contacto y la zona libre de contacto  entre

los  blast6meros  de la  m6rula  (Izquierdo  cJ CZZ.,1976).    En  epitelios  se

ha   demostrado   que   las   uniones   estrechas   constituyen   una   barrera

adicional   para   la   difusi6n   de   componentes   lipi'dicos   o   proteicos

(Dragsten c/ cz/„  1981) y por lo tanto  son indispensables para preservar
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dominios celulares e impedir la distribuci6n uniforme de componentes.

No   estamos   en   condiciones   de   inclinarnos   por   alguna   de   las

alternativas que planteamos,  pero 5stas constituyen interesantes hip6tesis

de trabajo.

10. EL  PROCESO  DE  REGI0NALIZACI0N  DE  PAL  SERIA
ANALOG0   AL   DEL   RECEFTOR   DE   ACETILCOLINA
DURANTE     EL     DESARROLL0     DE     LA     SINAPSIS
NEUROMUSCULAR.

Los mecanismos que postulamos para explicar como se establece y

mantiene la regionalizaci6n de FAL son semejantes a los postulados  para

explicar   la   regionalizaci6n   del   receptor   de   acetilcolina   durante   la

diferenciaci6n de  la  sinapsis  neuromuscular.    Antes  que  se  establezca

una   sinfpsis  en  el  miotubo,   el  receptor  de  acetilcolina  (AchR)   se

encuentra distribuido uniformemente por la superficie,  sin embargo,  por

su     dispersi6n     no     es     posible     reconocerlo     por     t6cnicas     de

inmunofluorescencia indirecta.   El receptor s6lo  es  reconocido por estas

t6cnicas cuando se establece la uni6n neuromuscular y los  receptores  se

agrupan en esta regi6n (Nasfuk & Fallon,  1993).   Algo semejante ocurre

con la distribuci6n de FAL en el embri6n temprano de rat6n.   En este
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tiltimo es posible demostrar que la enzima esta presente desde el  estado

de  2   c6lulas  pero  su  presencia  no  se  puede  verificar  por  t6cnicas

citoqufmicas  sino  hasta  el  estado  de  4  c6lulas,  cuando  la  enzima  se

concentra en  el  contacto  celular.   En ambas formas de regionalizaci6n

el  contacto  celular  es  la  causa  del  fen6meno.    Al  denervar  la  c6lula

muscular se produce  la dispersi6n del AchR por  la superficie celular

(Hall & Sanes,  1993).   En forma analoga,  la regionalizaci6n de FAL se

pierde al disociar los  blast6meros  del  embri6n  (Izquierdo  ef cz/.,1980).         b

Aunque el AchR es una proteina transmembrana su traslaci6n por

la superficie del  miotubo se realiza por un proceso de difusi6n  (Hall &

Sanes,  1993)  que  culmina  cuando  el  receptor  es  confinado  a  la  uni6n

neuromuscular.   EI  AchR es  retenido  en esta regi6n al  ser anclado  al

citoesqueleto  a  trav6s  de  complejos  protei'cos  integrados  por protei'nas

de matriz extracelular,  de transmembrana y citoplasmicas  (Hoch  c/ cz/.,

1994).   Mfs tarde,  las nuevas mol6culas de AchR aportadas por sintesis

seran   enviadas   a   estos   dominios   celulares   por   un   mecanismo   de

"sorting"  (Rotundo  &  Gomez,  1990).    En  forma  semejante,  nuestros

resultados sugieren que FAL podri'a alcanzar el contacto celular por un

proceso de difusi6n.   En este lugar se concentrarfan proteinas de  matriz
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extracelular  y  elementos  del  citoesqueleto  por  lo  que  un  mecanismo

similar al que explica  la retenci6n de AchR en  la uni6n neuromuscular

podri'a ser valido para explicar  la  mantenci6n de FAL  en  las  zonas  de

contacto celular.   Las  evidenci;s aportadas por 5sta tesis sugieren que

la regionalizaci6n de FAL serl'a mantenida gracias a la si'ntesis de nueva

enzima.     Esta  tiltima  podri'a  ser  dirigida  al  contacto  celular  por  un

mecanismo   de    "sorting"   pues   se   ha   demostrado   que   el   mismo

glicofosfoli'pido que ancla a FAL a la membrana es una serial de destino

en  epitelios polarizados  (Lisanti & Rodriguez-Boulan,  1990).

En  sintesis,  los  mismos  mecanismos  que  se  han  propuesto  para

explicar   la   segregaci6n   de   componentes   celulares   en   sistemas   en

diferenciaci6n podri'an estar operando  en el  inicio  y  mantenci6n de  la

regionalizaci6n durante el desarrollo.

11.  RELACI0N    FUNCIONAL    ENTRE    EL    PROCES0    DE
REGI0NALIZACI0N Y COMPACTACION.

Se ha  considerado a la regionalizaci6n de la membrana plasmatica

como uno de los primeros  indicios de un orden espacial  en el  embri6n

de mamfferos y por tanto como uno de los eventos  mss tempranos en la
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cascada   de   procesos   que   culminan   con   la   diferenciaci6n   celular

(Izquierdo,  1986).   Sin embargo,  hasta hoy se desconoce el  significado

del .fen6meno  de especificaci6n  regional.    Por 6sto  decidimos  estudiar

la   importancia  de  5ste  fen6meno  en  relaci6n  a  otros  procesos   del

desarrollo  que parecen  conectarse causalmente con  la  regionalizaci6n.

Por ejemplo,  alguno de los agentes que inducen la regionalizaci6n,

como  WGA  u  OAG,  tambi6n  son  capaces  de  gatillar  un  fen6meno

comparable,   morfo16gicamente,   a   la   compactaci6n   (Bloom,    1989;

Septilveda,  1990).   En  esta tesis  se ha demostrado  que 5sta semejanza

tambi6n es  funcional  porque al  igual como  la compactaci6n normal,  la

inducida es:  (1) bloqueada o revertida al  retirar calcio del  medio;  (2)  se

acompafia de la regionalizaci6n de uvomorulina en las zonas de contacto

celular  y;  (3)  puede  ser  inhibida  al  bloquear  la  protei'na  calmodulina.

Por estas  razones  la compactaci6n inducida en el  embri6n de 2  c6lulas

es similar a la que ocurrira dos ciclos celulares  mas  tarde en el embri6n

de  8  c6lulas.

Lo   interesante  es   que  el  fen6meno   de  compactaci6n   se  puede

anticipar  con  los  mismos  agentes  que  inducen  la  regionalizaci6n  de
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FAL,  lo  cual  sugiere  una  relaci6n  causal  entre  ambos  procesos.    De

hecho,  al  cultivar  embriones  en  presencia  de  la  enzima  PI-PLC,  que

libera a FAL de la membrana,  hemos demostrado que la compactaci6n

no se produce.   A 6sto se suma que existe una estrecha relaci6n entre

la   expresi6n   de   FAL,   la   compactaci6n   (Hahnel   c/   cz/.,    1990)   y

fen6menos de adhesi6n celular discutidos mas atras  (Hui c/ cz/.,  1993).

Estudios anteriores de nuestro grupo tambi6n han mostrado una relaci6n

entre  la  regionalizaci6n  y  la  compactaci6n  (Izquierdo  c/  cz/.,1984).

Estos  datos  sugieren  que  la  regionalizaci6n  de  FAL  podrfa  ser  un

prerrequisito   para   la   compactaci6n.       En   consecuencia,    como   la

compactaci6n   inducida  es   la  anticipaci6n  del   fen6meno   normal,   la

regionalizaci6n inducida tendri'a el mismo carfcter.
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