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RESUMEN

En el smbridn de sanguljuela del estade 7 del
desarrella las lineras celulares ecto y mescoddrmicas se
digtribuyen eaen forma bilateralmente simétrica & traves de
la superficie del hemisferioc animal. LOada linea cornsiste de
um telablasta, una hilera a cimtilla no ascclada de caélulas
bldsticas pr;marias dgde longitud relativamente constamte Yy
unma oinmtilla ascociada de cdlulas bldsticas secundarias,
terciarias, etc., que Jjumte com Ia de otras Id{ineas \
constituye las bandas germinales. Coma los componentes de
cada linea celular se distribuyern ordenadamente & lo largo
del eje caudorostral del embridn, o5 posible explarar coma

cambia el ritmo divisional de una célula al trasladarse a

la larga del referide eje. Coma hipbétesis se plamtesd quesz
(1) las células del smbridn de sangul jusla del estade 7 del
degarralle presentan disbtintes patrones de praliferacidn,
loas gque dependen de la posicidn y relaciones de dstas
células dentra de sus respectivas lineas y (2) existe un
equilibrio entre la pro&uccidn de calulas blasticas
primarias y su Iincorparacidn & las ‘bandas germinales, por
la que las cintillas rno asccliadas consistern de un  nilmera

relativamente comstants de cdélulas.

Can el propégito de estudiar alguncs aspectos de la

prallferacidn de las referidas células, se prepararen

Xiv
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monta jos completos de embriones de la sangul jusla
plossifoniide Helobdells trigerislis, tefildos con el
calarante fFluorescente Hoescht 33258, De esta marnera, se
pudieran distinguir ecélulas interfidsicas y mitdticas y se
amalizd la distpribucidn de datas onm el estade 7 del
desarralla, tanta en embriones naormales coma tratados con
colochicina. Ademds, s !nv;sﬁigd 8 alteraciones en la
relaciones de vecindad entre las células de diferentes
cintillas pedrifan pravocar modificacicones de su patrdm de

prall feracidn.

Se encontrd que a 20 °C las telablagstos se dividen
apraximiddamente cocada 2 h en Ffarmea agsimgtrica. Esto es,
mientras el teloblasto gqueda anclade en su Iugar de
origern, el preducte de sus divisicones, la célula blastica
primaria, se aleja de ecse lugar para posteriaormente
Integrarse a la banda germinal. La células bldsticas
primarias mesaodérmicas se dividen en espiral dentro de su
cintilla y las ectoddrmicas lo hacen en forma
unidirsccional, pera =sdélo despuds de incorpararse & Ilas
bandas germinales. Una ver formada la banda germinal, sl
nimere de cdlulas en las cintillas rno ascociadas se hace
mids o mernos constante., En las cintilleas integradas a las
bandas germinales inicialmente se establece un gradisnte
de proliferacidn cauda—raostral, em que las células de la
regidm caudal muestran tina mayar velocidad de

prallferacidn. Tal gradiemie se mantiere on el trenscurso

v




del estada 7. Sin embargo, en todos Ilos sectores del
embridn, parece haber umrna ‘disminucidn de la fraccidm
prallferativa, desde el Iinicia hasta 2] Final del sstada 7
del desarralla. Las resultados aobternidoz sugierern gquez a)
log Jdistinmtos componentcs de cada lines celular difieren
en su velocidad de preliferacidn, b)) la preoliferacidrn de
log teleoblastos estd sincronirada com el ingrese de sus
descendientes a las bandas germinales , o) lIa velocidad de
pralliferacidn de las células de las bandas germinales
varia de acusrdo a su posicidén en el embridén y d) la
fraccidn de celulas en proliferacidn en los dJdistintos
sectares de las bandas germinales varia em funcidn de la

edad del embridn.

Las variaciones en o2l patrdn de proliferacidsn de las
distintas limeas ecelulares durante el estada 7 del
desarralla del embridn de sanguljuela podrian oastar

relacionadas causelmente comn el procesca morfogenstico.

xvi




INTRODUCOTION

Lrs margul juelas sorn gusancs segmentados que formarn la
clase Hirudinea, dentro del tipo Andlidaos, y por tanto su
plan corporal presenta unm alte grado de metamerizsme. £1
husva de la sangul jusla, al Igual que el de otros anglidos,
se degarraella a traveés de una secuencia epstercotipada de
divisiones. RFara mayar Informacién comsultar la revisidn de

Andersan (1973).

Las descripoianss mas completas de linaje celular han
side abtenidas en embriones de sanguijuelas de la fFfamilia
Blosslfoniidae, cuyos hueves san de mayor tamafie que el de
la mayaoria de los otros anelidos y exhiben desarrallo
directa, es decir, no presentan un pericdoe larvaria. El
embridn de estas sangul juelas es un excelente material para
el sstudic de algunos problemas importantes del desarrallo
tales como desarrolla determinade, origen clonal de lIas
tojidos y drgancs smbricnarics, metemerisme, patrones de
pralliferacidn coceslular, etc, Las cdlulas embrionarias de
glossifoniidos scor de gran tamafle y por tanmta pueden
someterse & variadas manipulaciones expsrimsntales tales
coma aislamiento, microinveccidn y destruccidm. Papr
contener gran cantidad de vitelo, embricnes completos o

blastdmeros aislados pueden cultivarse fécilmente sn medios




salincos simples hasta alcanzar el estado deseadoe (Ferndndes
y Olea, 1882). Un andlisis de la embricgdénesis de Iz
gangui juela puede encontrarse en la monografia de Schleip
(1938) y em los trabajos de Ferndnder (19800, Ferndndezr vy
Stent (1982) y Ferndndezr y Olea (1982). Las divisiones
celulares mds tempramag han sidoe caracteriradas mediante la
abservacidn microescdpica directa de embriaones (Whitman,
1878; Schleip, 1938; Ferrndndez 1780). Las caracteristicas
de los estadoes més‘ tardias del desarralla, harn side
arnalizadas enm mids dotalle recientemente gracias a 1a
disponibilidad de calaramtes nucleares fFfluorescentes y de
traradores intracelulares de linaje celular (Weisblat gt
21., 1978 V 1980 ; Zacksar, 1984). Mediante la
micrainyaccidn de blastdmeras con maléculas traradoras,

tales come la peroxidasa de rdbance (HRP) o con colorantes

Fluorescemtes carnjugados a maldoulas transportaderas, ha
sido posible marcar selectivamente lineas celuwlares
embrionarias especificas y trazar su destina durante el
desarralla (Weisblat et al., 1980k y 1984; Sharnkland y
Weichlat, 1984), Las trazadores han sida ttiles en lIa
descripoidn de l1inajes celulares en los estados més tardios
del desarralla, ocuando es dificil visualizar corn colaridad

las cglulas embriconarias (facksanm, 15984).

El nemdtodo Caenorhabditis slegans es uma de las

pocag amimales emn 1 ocyal ha sido posible describir el

linaje de la mayoria de las aproximadaments 93530 cslulas que




camparnenn al adulto hermafraodita (Sulstorn gt al., 1383).
Comparando este rnemdtadoa con la sangul juela se advierte que
en esta dltima =21 mimero de ceélulas es tal ver dos drdenes
de magritud mayaer (Stent y Weishlat,1985). Sin embarga, el
andlisls de linaje celular emn la sanguljuela puede ser
asimpliFicada tomande en cuenta gque sl cuerpoe de este animal
estd compueste de 32 segmentos, bilateralmente simétricos y
similares emtre si, mis un prostomia no segmentada. For
tanta, 1 concocimiente de come se Farmar algunes de los
segmentas carparales puede ser suficiente. En cotras

arimales compuestos de segmerntas muy distintes, come en

Insectos, la situacidn s mds complejn.

En um trabajo recients scbre desarralla smbrioparia de
sanguijué!as glossi Fforni idos, Fermdnder {1580), ha
propuesta una tablae de desarraolla y una namerclatura para
designar los dJdiferentes tipos de colulas embrionarias. Este
sigtema de notacidn puede también ser utilizade en atros
plogsi Fanlides tales como Melabdella ftriserialis (Weisblat

2t al., 1980 y Fig. 1J}.

El hueva Indivisoe (estade 1) experimenta una serie de
divisiones estereoct i padas que dan origen =] cince
blastdmeres valumineosas ¥y algunos mids pequefiosx (estade 4).
Los valuminasos son las células SNDRPR, precursora del

soctoderme, las celulas SM, precursoras del mesodermo, y las

[ celulas A, B y L, precursoras del endodermo. Las cdlulas

l pegquefias constituyern "=1 sombrere de micridmeros’, que da



Figura 1. Representacidry esquemdtica de los &8 primeras

estadas del desarralle del glassifoniida Helabdella

trigserialis, Los esquemas *tienen la misma escala v

correspgonden a vistas dorsales o ventrales, s=segin se
indica, y las ladas Izgquierda y dereche del embridn
carrespanden & las ladas izquierdo y dereche de las £iguras
respectivas., El1 didmetra del hueva indivise (estada 1) es
de I50-400 pum. Para mayores detalles cansultar el texta

{Repraoducidae de Weisblat gt al., 1980a).
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arigen al prostomico. Durante el estado & la célula SM se
divide en el par de megntelablastos MY {Irquierde) y Md
(derechal, la céluyla SNOFRGR s& divide ern los
progotatelablastas NOFRI y NOPGD, mipntras las cdlulas A, B
y O sufren reliterados ciclos de erndomitosis, se hacen
sinciciales y na madifican su tamafe. Las celulas NOPQI y
NORGd contindan su programa de praliferacidn para producir,
durante el estade 8, los cuatrae pares de teloblastos

ectoddrmicos desipnadas coma células Ny, 2, P v G.

Loz teloblastos gom células voluminosas (70-180 um de
didmetral, cuye citaplasma consiste de teleplasma Yy
vitelaplasma. El telaplasma, que contiene el micleo y gram
cantidad de organelos, forma e masa esferica en el polo
repraductor de la cdlula.,. El viteleplasma, gue &8 rico &n
plaquetar vitelinas y pobre en organelos, accupa el resto de
la célula. Feoco despuds de su nacimiente, los telcoblastos
empieran & dividirse coma células de tipa troarncal. Esta se
manifiesta en la rforma de una serie de divisianes
desiguales, en lag gue Ia cadlula resultante de mayor tamafio
retiene las caracteristicas de 1a célula madre Yy se
denomina de la misma mansra. Las cslulas hijas mds pequefias
Yy disecalidales se llaman cédlulas bldsticas primarias y
cangtituyen columnas de direccidn caudoraestral 1lamadas
cimtillas germinales., Tantce las cintillas coma las cdlulas
que las constituysmn se designan por las letras mimisculas

carrespondientes a las mayisculas con gue se designan los




telablagtoa que les dieraom arigen (Fig. 2).

Lomenzanda con las células blédsticas de mayor sdad las
cuatre cintillas ectodermicas y la mescodsrmica del mismo
lade del embridn se unsn para formar las ocintas o bandas
gerninales Iirgquierda y derecha. Esto marca el Fin del
estade &, CLada cintilla consiste de dos partes: una
proximal, llamada cimtilla no asociada y una distal, 1lamada
cintilla asociada. Egta ltima estd Integrade a la
regspectiva banda germinal. Emn cada banda germinal la
cinmtilla mesadérmica yace por debajo de las cutra
cintillag ectoddrmicas. Las cintillas descendientes de los
teloblastes 0 y P s encuentran ubicadas ermtre las
cintillas n y q. La cintilla que se encuentra al lade de q
s@ dernaomina p y la que se ublca al lade de n se dJdesigne

coma o (ver Flg. £ ).

Lap bandas’ germinales irzguierda y derechs se sngruesan
y alargan por adicidén proximal de cédlulas producidas por
lag teloblastas y por adicidn intersticial preducta de la
divisidn de sus proplas células., Asf, las bamdag germinales
se desplaran rostraolateralmente sobre la superficle dorsal
del embridrn, hasta que sus sxtremas rastraloes se ponern en
contacte en la linea media. Esto marca el Ffin del estado 7.
Més tarde, las bandas germiéales se desplaran
circunfrerencialmente alrededor del embridn coalescienda en

la forma de un "cierre ecleir” para fFformar, e la




Figura 2 . Esquema gque muestra la disposicidn de las lineas
celulares ecta y mesodérmicas de un embridn de He

triserialigs. Los telablastos, las cintillas na asociadas,

las bandas germinales y la place germinal ocupan unr
territerico bien definide de la superficie animal del
embridn. (Madificada de Weisblat et 21., 1984). Este

esquema fueé realirada en urm computador Apple Mo I'ntash.
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guperficie ventral del embridn, la placa germinmal. A lo
large de la place germinal se advierte la formacidn de unrna
serie iterade de blogues de tejidos ecta Yy mesaddrmicos
separados par septas transversales. Cada par de blogues
corres pornde a un Ffuture segmento del cocuerpo de ia

sangul jusela adulta.

I ]

La dInyeccidn de trazaderes de linaje celular ha
permitido demostrar que cada una de los blastdmeras de 1a
sangul juela tiene ur destine preciso en el desarrallo
embrianaria. Ademds, se ha podide determinar el patrdn
sspacia- temparal de las divisianes celul ares
caracteristicas de diferemtes l1ineas celulares V¥ la
compegicidn celular de los clones (Weisblat gt al., 1980b;
Zacksarn, 1584)., Asd, cada uno de los 32 segmentos del
cuerga de la sanguljusla se Forma a partir de colaones
celulares fundades poar un mimera FIlja de pares de cdlulas
blasticas primarias: um par de cdlulas m o y p ¥y dos
pares de celulas n y q. Far tamta, cada segmento del cuerpe
de la sanguijuela incluye la descendencia de 14 células
bldsticas primarias (Weisblaet gt al., 1578, 1880b y 1984;

Ferndndezr y Stent, 15982).

Durante el estade 7, y previco & la Infeiacidn de la
organagenesis, las distintas lineas celulares tiernen una
posictidn constante. De esta manera, ceélulas homdlogas de
difercentes linpas celulares ocupan sitios equivalentes de

la superficie esmbriaonaria. Ademis, coma los telablastos y
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las celulas bldésticas se dividen em fFforma espiral o
unidirececional (Ferndnder y Stent, 15982), las cdlulas de
lag cintillas y de las bandas germinales se ardenan una
detrsds de la octra por edad. Asd, log clonss producidos por
las primeras células bldsticas primarias acupan la pasicidn
mas rastral, mismtras agquellas produclidaes par las Gdltimas

celulas bldsticas primarias ocupan poslcianes caudales.

Um embridn en el cual distintas lineas celulares de
cardcter determinado presentan uma distribucidn tam
sistemdtica permite explarar coma camblan las propiedades
de sus componentes (telablastos, eintillas na asaciadas y
bandas germinales), por ejemple su velacidad de
prallferacidn, cuando sus células se trasladan de un
compartimienta a otra del embridn. Se define conter
campartimiente embrionaric aguel espacia, conr limites a
veces bien def!nfdos; coupade por una categoria particular
de celulas. En diferentes compartimientas del embridrn Ilas
ceélulas pusden adguirir relaciones con células de distintas
linecas celulares o con sus homdlogas e 1a misma 1inea

celular.

En observaciones preliminares se detectd la existencia
de mitasias tanta ern los teloblastos como en las células de
lag bandas germinales de embriconses del estade 7 del
desarralla. Sir embargo, na se observarom mitaosis en las
cintillas no ascocladas de patos embricones, las gus durants

grern parte del estade 7 parecifarn na camblar de longitud.




12

Ademds, la distribucidm de células mitdticas a la largo de
las bandas germinales no presentaba urn patrdém defirmidc.
Con estas antecedentes gse planted coma hipdtesis que los
componentes de las distintas lirneas celulares, tales como
telablastaos, células blasticas primarias, células
blasticas secundarias, etc., del sstada 7 del desarrollo
del embridm de sanguljuela, presentarn diferentes patrones
de proliferacidn, lo gue podria depender de la pasicidnm y
relacicones de las celulas demiroe de sus respectivas linoas
celil ares, Ademds, 81 existe un equilibric entre lIa
prodiuccidn de calulas bldsticas primarias ¥ su
incorparacidn & las bandas germinales, las cintillas no
asaciadas debierarn conterner un mimerco relativamente

constante de calulas.

Las abjetivas de este trabajo fuerony &) estudiar la
praliferacddn e los teleblastes, celulas bldsticas
primarias, secundarias, ete. , ¥ &) Investigar 51
alteraciones on las relaciones de vecindad entre Ias

cdlulas de diferentes cintillas germinales padrian provocar

madl Ficaclaones en su patrdm de pralilferacidn.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaran sanguijuelas de la especie Helabdells

triseriglis, colectadas en la lacalidad do E1 Mante. Los

animales se mantuvierorn om agua de estera Filtrada gque se
reemplazaba cada tres dias. Los embricnes de removieran del

Interior de log "cocans' adherlides al vienmtre de 18 madre y
se cultivaran en un media salina simple (Inase, 1560) cuya
composicidn 28 Ia sigulente:Nall 7,2 X IO'ZM; KCI 1,4 X JO'SN;
Call, X EH, 0 6,2 X zo'am; MasSQy X 7H 0 7,6 X 16~ M; pH 6-7.

En este media el embridn pusede completar su desarrclloa, Lasg
embriones Fusron cultivades a una temperatura constante de
20 °0 em una cdmara climdtica. Se utilizar;n alrededor de

900 embrionss provernientes de nds o menos 50 hembras.

Tratamienta con colchicina. Fara prevenir el cursa noarmal,
de 1l mitosis .y acumular metafases—c, los embriones se
cultivarern poar 2-24 h ern medic salino contentenda

calohicina en la concentracidn de 1072 M. Esta concentracidn
s decidild despuss de emsayar =1 efecta de diferentes dosis
de la droga y de determinar su capasidad para Interrumpir
mitagis y la posibilidad de revertlr su efecto mediante

lavadaes prolongades en el media de cultiveo. En la
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concerntracidn indicada, los embricones puesdern rescatarse de
la accidn de la draga aunrn despuds de largas Incubaciones de

24 R,

Ereparacidn de pmontajos completes. La distribucidn de
mitosis en embriones mormales, ¢ en agquellos tratades conm
calchicina, se estudld en maontajes completos preparados de
la siguiente manera. Los embricones se Fijaran en una
salucidn de farmaldehida al 10 % ¥ Haescoht I3258
(Calbiochem) al 0,02 X. Este dltimo es um colorante que
tifie las cremosamas y la cromatina al Iinteractusr caorn leos
pares A-T del DNA {(Sedat y Manuelides, 1977). Caon este
procedimiento Fud posible visualizar claramente los
nieleas iInterfdsicas y ademds identificar células en
di ferentes periodas de la mitasis. Tarnr promto se inicia lIa
Fijacidn, se agregan dos a tres gatas de dcidae acétice
glacial que permite aclarar los ombriones (Ferndndez,
198¢). Para me joarar la visualizacidn de cigrtos
telchlastos, y de sus respectivas cintillas, algurnos
embriones fueraon disecados ecaon microagujas duranmte el
pracesa de Fijacidn—transparentacidn . Embriones campletos
a Incampletos fueraon montados ewntre porta y cubre-cbjetaos
carr gliceral al 75 X y Hoescht al 0,02 X. Las ndcleocs vy
Figuras mitdticas se detectaraom y ocuantificaram enm unm
micrescopia de Fluorescencia Zeliss, premunida de epi-—

Iluminacidn y de los Fflltros apropiados.
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Ablacidn de pcélulas. Para investigar si la Interaccidn
enbtre células de diferemtes lineas celulares participa en
la regulacidn de la actividad praliferativa, se procedid a
la destruccidn mecdnica de una o mds telablastos, cuande
gstos ya habiam iniciade la produccidn de células bldasticas
primarias., Conn este propisita se utilizarom micreagujas y
la operacidrm se realizd bajeo caondiciones adecuadas de
asepsia. EI Instrumental qgquirdrgice, como el wmedia de
cultiva, fuerorn esterilirados ern autoclave, mientras la
cdmara quirdrgica fue previamente mantenids con luz
ultravialeta por 3¢ minm Com el propdsita de generar
gnamalias en las relacianes celulares, el embridn operada
continud su desarrallo por 24-72 h en el medic de cultiva
cantenienda 80 ug/ml de gentamicina. Lusego los embricones
cperados Fueron tramsferidozs a medie de oultive con
valehicina por 4—-6 h. A continuacidn se prepararcn montajes

compleotes segin 1¢ descrito.

Recuenta de células detenidas en metafase—c en embriones

del estade 7.

Can el fin de confirmar los resultadas abtenidos del
recuenta de metafases—c tefildas con Hoescht, se procedid a
recanstruir dos embriones mediamte odmara ldcida. Para
esto, embriones tratades com calchicina por 4 » 8 A fueron
fijados por 1~2 h a 4 °C en la solucidn de Karnovsky
diluida al 50 X (Ferndndez gt al., 1987). Después de la

i jacidn, los embriones se lavaram en amert i guadar
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cacadilata 0,05M y se pastfijaron en Os04 al IX en la
ebscuridad y & temperatura ambiente. Se procedid luegoe a
deshidratar les embricones en alcoheles de cancentracidn
crecients para finalmente Iincluirles en Epon 813. Cartes
seriados yw teflidos com azrul de teluidinas, de alrededor de
! um de espesor se dibujarom bajo ecdmara ldcida. En

embriones asf reconstruides se pueden realizar recuentas

celulares.
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RESUL TADOS

Duramte ol estada 7 se pusdern visuallizar claramernte los cuatro
pares de Ilineas oelulares ectadérmicas y el par de Ilineas
mesadérmicas extendidos sobre la superficie dorsal del esmbridn
{Fige. 27, Parea Facilitar el andlisis del patrdm de
praliferacidn de colulas de estas lineas, el estada 7 del
desarralle fud subdividide ern tres subestadas:r 7a o tempranc,
7B o Iintermedic vy Vo o tardic. A su ven, las bandas germinales
de estas embriones fFfusron subdivididas ern tres sectores:

rastral, imtermedia y caudal.

En embricones teNidas corm el caolarante fluorescente Hoescht,
el DNA de las cromoescemasn de cédlulas detemidas en metafase-c es
muehc maa Fluarescente que el del niclec de celulas
Interfédsicas y puede distinguirse ficilmente al microscopic de
Fluorescencia. Dependienda de la posicidn de la cdlula en el
monta je completa del embridn, la placa metafdsica aparece coma
ura barvra o come una corana Fluorescente (Figs. Sa y JbB). Fara
asegurar que =n loas embricnes tefiidos el material correspondia
a cromasamas, se hicieraorn absepvaciones paralelas del! mismo
material al micraoscaple dptico., Caoma se muestra en las Ffiguras
48 ¥y 4b, el material fFlucrescente aocunulade en células

detenidas en metafase—c coarresponds a cromasomas vistas desde

el eouadar o polos de la cédlula en divisidr.




Figura 3. Micrafotagrafia de Ffluoerescencia que muestra dos
telablastas de un embridn del estade 7a del desarrolle, cuyos
nicleas metafdsicas aparecen on vista ecuaterial (a) y polar
(b)), Las fFflechas apuntan hbacia los cromosomas metafdsicas.

Fijacidrn Farmaldehide dcido (FA) y tincidn con FHoescht 335258

(HE} . x 320,

Eigura 4. Célula en metafase perteneciente a las bandas
germinales de um embridn del estade 7k fotaografiade bajo el
microscapia de Fluarescencia fa)l b4 baja Fluminacidn
canvencianal (8). Las flechas apuntan hacia Jlos coromasamas

metafdsicas. FA » Hit.x 800.

Figura 5., Micrafatagrarfia de fluorescencia que musstra deos
telablastas (th) y parte de sus cintillas (cil) no ascociadas,
de  wrn  lada de un embridn de samgul juela del estada 7o del
desarrcllo. Nate la diferencia de valumern entre los
telablastaos w las células bldsticas primarias y la Intensa

Ffluorescencia del telaoplasma (tp). FA y HE.x 225.

Figura 8. Micrafografia de Flucrescenclia de bajo aumento gque
muestra . embridn de sanguijuela del sstadeo ra del
desarraollo. Se chservan los 10 telablastas (th) ¥y sus oclinmtillas
(cil}, gue han comenzado a2 caalescer para Formar las  bandas

germinales (bgl. FA y Ht.x &5
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1.~ Caracteristicas pralilferativas de las gdlulas del pstade

7a (30-458 h de desarrallcl). Observacidm de 30 embrianes.

&) Ieloblastas. La actividad proliferativa de estas cdlulas

parece ser asincrdnica pussta que no se observan telablastaos
haomélogas (por ejempla NI y Nd) ni tampooa telaoblastos na
homdlagos del misme lada (por eJgempla Ni  y 81), qus
constribuyen con urr mimere similar de celulas a Ia
canstruccidn de -7 bandas germinales, divididndase

simultaneamente.

bB) Cipntillag no asaciadas. Durantse este sstade los cince pares
de telcblastas producern wunm clertc mimera de células bldsticas
primarias que canstituyern las cintillas no asociadas (Tabla I
y Figs, 5 y 7). El miclea de estas células ectedérmicas es mds
a menas esférica, mide alrededor de 7 um de didmetra y occupa
aproximadamente un tercico del volumen celular (Fig.8). Na se
detectarn células mitdticas en las cintillas ectodédrmicas na
asccladas. Sin embarge, se abservam calulas sn mitesis en =1
purtae =2n gque las cintillas se redrnen para constituir las

bandas germinales.

El miclea de las clulas blastices primarias mesodérmicas
es de mayomr tamafia que el de las cdlulas ectodérmicas y mide
alrededar de S um de didmetro. Es ovalada ¥ acupa
apraoximadamente un tercic del valimern celular. Células en
divisidnm se encusntram emn um lugar precisa de las cintillas

mo asaociadag my ccupande la poesicidn 10-12 desde el telablastao




21

TABLA I

Numero de cédlulas blisticas presentes en las rintillas no asociadas
de embricnes de los sstadoas 7a-c.

Estada Za (promedic de 8 embricnes)

CINTILLAS NUNMERO DE CELULAS PRESENTES EN LAS CINTILLAS
NO As0CTADAS
" 16 (10 ca8lulas bldsticas primarias y &
ceélulas hldsticas secundarias)
b 18
oy opo(#) 1¢
q 15

-

Estada 7b (promedic de 10 embriones)

m 16 {10 células bldstiras primarias y 6
cdlulas bldsticas secundarias)

¥ 1z

o ¥ op 13

g =0

Estade 7o {(promedic de 10 smbriones)

mn 16 (10 c8lulas bldsticas primarias y b6
cédlulas bldsticas secundarias)

bl =0

o Voo 18

g =l

{f*) £l proteloblasta Q/P empieza a producir células bldsticas
primarias antes de dividirse en O yv P, La cimtilla nacienmte puesde,
por  tamta, quedar unida al telablastac O0 & a1 P. Mds adn, l1as
cintillas a y p habitualmente se entrecrusan, Formando un quiasma
{(Ferndndez y Stent,1980), y la ciptilla que pasa a integrar la banda
germinal en la posicidn o pusde ser descendiemte de una wcdélula gue
por su posicidn podria carresponder al telablasta P y viceversa




Figurg 7. Microfotagrafia de Fluorescemcia gque muestra tres

cintillas ectodérmicas del lado dereche y dos del lado
izguierde de urn embridrm del esstade 7o del desarrello. La
flecha Indica un teloblasto en amafase, Note la ausencia de
mitasis en las cintillas (oi). fth), telablaste, FA y HE. x

BEC.

Eigura 4. Micrafatagrafia de Fluorescencia gque muestra  unm
teloblasta N y su cintilla que incluye 16 células blisticas
primarias. Nitese que =1 miclec de estas dltimas células es
central, ocupa apraximadamente un tercic del voldmern de 1a
célula y su cromatina dispersa eos altamente Fluorescente.

Embridn del estade 7b del desarrolla. (tp), teloplasms. FA

Ht. X 720,
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de carigen (Fig.9). Es Imteressante destacar que el eje del husa
mitdtica de estas cdlulas es chlicua al eje mayor de l1a
cintilla. Ademis, cuando se examina la distribucidén de nicleas
mas alla del sitic de divisidn se encuentra que dstos alternan
a Ils dereche e Iirquierda de la linsa media. ELEste sugiere
Fuertemnsnte gie las planas sucesivos de divisidm son
artagoenales entre si, caracteristica esencial de sistemas de
clivaje espiral (Fig.10). Por tamto, la cintilla no asaciada m
consta e doas regiones: al) uma praximal, relacionada a1
telablaste de aorfgen y que cavsta de aproximadaments 10
cslulas dispusstas en tdndem y b) una distal, relacionada a la
banda germinal y que consta de -8 cédlulas dispuestas & zig—-

TRg.

o) Bandag germinales. Durante el estede 7a s inicia la
coalescencia de las cintillas ne asaciadas para formar las
handas germinales ( Fig. 4). Cada ineipiente banda germinal
tiene alrededor de 50 células (Tabla II), Ila mayvoria de las
curles se considera coma cdlulas bldsticas secundarias.
Algunas de las células presentes en las bandas germinales se
encuentran en mitosis.

&= Laracteristicas pralifergtivas de las cadlulas del sstada

R ARedR Rl ety

Zh8 (45-85 h de desarraollal). Observacidn de 35 smbrionss.

a) Telablastas., La actlvidad divisionel de estas cédlulas
es semejante @ la de sus equivalentes en el estade 723.

b)) Lintillas no gsocigdag. £1 ndmera de cdlulas bldsticas



Figura 5. Micraofotografia de Fluorescencia gque muestra el
teloplasma (tp) de una de los telablastes M y la cimkilla m

gque consts de : 10 células bldsticas primarias, adyacentes al
toloblasto, y» 8 cédlulas bldsticas secundarias adyacentes a la
banda germinal (bg). La cdlula gque ccupa =1 lugar mpdmera 11
tFlecha) se encuentra eom netafase. Observe gue las células
bldsticas secundarias se dispornen em espiral. Rbajo y a 1Ia
derecha se cbserva wr ectateleblasta cuya cintilla s
incarpora a la banda germinal (#). Embridn del estada 7a. FR y
Ht. x 160.

Figura 10. Micrafctografia de fluorescencia que mueftra parte
del segmemte de la cintilla m adyacemte a la bkanda germinal.

Ghserve que los miclecas (n) se encusrntran en interfase. FA Yy

HE, x &40.
Figura i11. Microfotagrafia de Fluarescencia de bajo aumente de
wr emhridn completo del estade 7b del desarrelloc. Se abserva
lo siguiente: &) &l polo reproductar de los telablastas que

contiene teloplasma altamente Fluarescente (tp), posiblemente

e o, p ¥ qgyo) el punta de coalescencia de las cintillas
(Flechal para Formar las bandas germinales (bg) y las células
del scmbrera  de micrdmeros  (sm). Ohserve gue las bandas
germinales atm no coalescen en su extremo rosiral. FA ¥y Ht. x
5.

Figura 12. Micrafotagrafia de flucrescencia de bajo aumenta que

muestra el montaje completo de um embridm del estade 7o del

I
debida al DNG mitocondrial, &) las cintillas no asccoiadas m,
desarralla. Observe gque las bandas germinales se han reunida en

sy sxtremo rostral. (Flechal) FA y Ht. »x 100.
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TARLA II

>

Nimera total de células bldsticas secundarias y sus descendientes
presentes eom los distintos sectores (Hec.) de las bandas germinales
Izquierda Vv derecha de embriocones completos de sanguijuels del estadea
7 del desarralla, tefidoes corn Haescht 33258.

ESTADO 7a b o
{Rrom. & emb.) (FPram. & smb. ) tFram. 5 emb.) F
Sec. Rcrs; tral 50 250 510
Sec. Inter. 30 180 280
Sec., Caudal 18 100 150 |

TOTAL g3 530 230
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presentes ern las cintillas me asociadas exhibe un aumernto. En
la cintilla n el nimerce de células bldsticas aumenta de 16 a
19; gn las ecintillas ¢ y p aumenta de 10 a 18, mientrss

en las cintillas g aumenta de 158 a 20 (Tabla ). Sin embargo,
me se detecta células em divisidn dentre de las cintillas
ectoddrmicas no asociadas, indicando que las referidss células
probablemente persisten como células bldsticas primarias, y su
aumenta en ndmero podria deberse a L transitaoria
desegquilibrico entre la velocidad de praliferacidn del
respectiva teloblaste y la incarparacidn de células a las

bandas germinales. La regidn proximal de las cintillas no

ascociadas mesaddrmicas mantienes wr ndmeroe copstante de 10-12
clulas bldsticas primarias ordenadas en tdndem y e aparente
repose divisional, mientras la regidnr distal presenta 68

Fad

células hldasticas, dispuestas 1 espiral.

c) Bandag germinales. Durarmte el estade 7B lazs bandas
germinales aparecen come urn par bilateral de estructuras en
Forma de media luna gque atm na se ham reunide sn su  extremo
restral vy gue incluyer aproximadamente 250 cdlulas cada una
(Tabla II). Se detecta urn mimera mayor de células mitdticas

digtribuidas a le large de las bandas germinales.

3. - Laracteristicas proliferativas de las célulsas del gstada

e (65-80 h de desarrallel). Observacidn de 40 embriones.

al) Tolaoblagtos, La ectividad divisional de estas celulas na

parece haber cambiade duranmte toda el estada 7.
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b)) Cintillas no asecigdss., El1 rnimero de ceélulas bldsticas de
las cintillas ectodédrmicas permanece constamte (Tabla I) y no
se abservan células en divisidn., Emn las ocintillas mesodérmicas
no asaciadas s sigus cbservande células blidsticas en divisidn
ern la posicidn 10-12. La regidn distal de esta cintillas
tambidn exhibe un mnimere constante de 6-8 celulas dispusstas

1 zig-=zag.

o) Handas germinales. Duramte el estade o las bandas

germinales han crecidoe considerablemente y se harn ascociade en

su extreme rastral (Fig. 128). Cada barnda germinal tiene

apraximadamente 500 células (Tabla IT).

4, - Caracterigticas proliferativag de las celulss de las

estades Za—r de gmbhriongs tratados comn calchicing

4, 1. - Telablastas. La preliferacidn de las telablastas es
detenida por la ecoalchicina y despuds de das horas de cultive
e la droga todos los telablastas aparecen blogusados en
metafase—c. For tanto, la colchicina blagquea la praduccidn de
ceélulas bldsticas primarias y convomitantemente dstas na som

reclutadas al extrema caudal de le banmdas germinales.

4.2~ Lintillas ne asaociadas.

. En los estados 7a-c la longitud de las cointillas no
asocladas estoddrmicas na es madificada por la droaga,
Indicanda que células bldsticas primarias no son ni agregadas
mi sust;aidas de las referidas cintillazs (Tabla III). Tampoco

ha sBido posible reclutar metafagses-c en las cintillas
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TARLA IIT

Nimera de ceélulas bldsticas prosentes en las cintillas na asaciadas
de embriones de los epstadas 7a-c. tratadoes can calchicina.

Estada 7a (promedic de 8 smbriones)

Haoras de incubacidrn m 2] (= -] q

en calchicina

(Cantral) 1¢ 15 11 14
4 10 14 10 15
a 11 17 g 14
15 10 156 10 i4
20 12 15 10 15
24 10 i6 iz 15

Estade 7Z& (promedic de 9 smbriones)

{Cantrall 14 148 18 21
4 11 20 18 20
a 10 20 17 22
15 12 21 18 21
=20 11 20 17 22
24 10 20 1& =20

Egtado 7o (promedia de 1! smbriones)

{Cantral) 11 17 18 22
4 10 17 17 22

a 12 19 17 23
18 12 20 18 21
20 11 20 15 20

=24 10 21 148 20
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ectadérmicas a pesar de largas Incubacicnes en calchicina.
Coma  era de esperar, emn las cintillas mesodérmicas aparecen
células deternidas en metafase-c en 1a pasicidn 10—-12,
canfirmanda Ias ahservaciones realizadas ernr material narmal
(Figs. 13 y 14}, Las primeras divisicnes celulares em las
cintillas epoctodérmicas oacurren en 21 lugar donde dstas se
Incorperarn a las bandas germinales (Figs. 18 y 18) y el nimera
de ceélulas bldstices primarias presentes en estas cintillas

fFluctda emtre 15 y 22 (Fig.17).

4¢ 3. — Bandas germinales.

En 1a Takla IV se presenta sl ndmera de metafases-oc que se
detecta en cada wuna de log tres sectores de las bandas
germinales de embriomes de los estados 7a-c, tante noermales
come tratadas por diferentes tiempos con colochicina. En la
Tabla V, em cambia, s nuestrarn los mismas resultados pero
expresadas coma parcentajes del ndmera total de cecdlulas de

cada sectaor.

De acuerdoe a estes datos, todos los sectores de las bandas
germinales de embriones comtral del estadoe 7a presentarn unm
indice mitdétice comsiderablemernte mayor gque aguellos de los

estadaos 7b y 7c.

51 se arnaliza los datos de la Tabla IV gueda en sevidencia
que en embriones del estada 7a, el ndmera total de metafases—c
que es5 paosible reclutar #n cada une de las tres sectores de

las bandas germinales alcanza un mdxime después de un




EFigura 13, Microfategrafia de fluorescencia que nuestra sl
telaplasma (tp) de umo de los mescateloblastas y algurnas de las
calulas bldsticas primarias de las cintillas m de urn  embridh
del estade 7o cultivadoe en colchicina por 8 h. La cslula que
aoupa @l Jlugar mndmera 11 estd ern metafase—co (Flechal). Observe

la disposicidn B espiral de las calulas bldstioas

secundarias. FA y Ht.x 320,

= T T E T gng 14, -Micrafatagrafia de Fluorescencia de atra teolaohlasto
M oy de su cintilla, en la cual de rnueve la célula ndmera 11
estd deternida 2n metafase—o (flechal., Ewbridn del esstade 7o r

cultivade por 8 h an coalchicina. FA v Ht.x 210.

Fingura 15, Microfotagrafia de Fluorescencia que muestra las
cintillas @ » py, de un embridn del estadoe 7o cultivade par 8k
ern colchicing, Iincorpordndase g las bamdas germinales (bgl.
Nate que células ectodérmicas en metafase—o (Flechas) sdla s=e

encuentran dentro de las barndas germinales. FA y Ht.x 480.

Figura 16&6. Microfotografia de Fluorescerncia gque muestra dos
celulas grn metafase—c (Flechas) pertenscierntes a lam cimtillas
gi ¥y qgd incorporadas & las bandas germinales de um embridn del

estade 7h del desarvrallo, cultivade par 4 h en colchicina. FA

¥ Ht.x £50.
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Figura 17, Micrefotografia de fluosrescencia de un montaje
completo de dos eoctotelablastos y de sus respectivas cintillas
(cild de um embridn del gstade Th cultivada por 24 h en
calchicina. Observe gus ura de las cintillas tieme
apraximadamente 15 células bldsticas primarias. Adends, se
adv:’ert‘ev la ausencia de cdlulas en metafase~c. (tp),

teloplasma. FA y HE.x TS50,
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TRELA IV

Nivaro de cilulas bldstices sscundarias detenidas mn eatafaze—c presentes en diferentes sectores
de las bandas germinales de embricmes de sanguijuela del estado 7 del desarrolle.

Estado 7 tespranc 7 vedio 7 tardio
{promedio de 8 ewperimentos) (promedic de 6 experimentos) (prosedioc 8 experimentos)

horas de in- sector sector sector total  zector sector sector total  sector sector sector total
cubacién en rost.  inter. coudal esbr. rost.  inter. caudal embr. rost, inter. caudal embr.

colchicina, obs, obs. obs
Control 4 3 2 18 7 4 2 16 8 5 3 18
2 10 & 4 20 12 8 5 i5 15 10 5 18
4 28 20 14 2 k'3 R ‘; 18 48 k3 3] .20
8 2 16 i6 % 43 24 20 33 8
16 21 17 15 54 58 25 18 76 E4 3 15
20 24 16 18 2 48 | 25 i6 2 17
2 | 24 15 2t 54 46 24 24 83 3 21

Los valores incluides dentro de un wisso rectingulo no presentan diferencia significativa,

Los valores ne encuadrados para un mismo sector de la handa germinal presentan diferencia
significativa cuando se comparan entre si ¢ con los valores incluidos demtro del rectdngule
correspondiente.

{F.0.3 test de t)
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TRELA ¥

Portentaje de células bladsticas secumdarias detenidas en metafase-c presentes en diferentes
sectores de las bandas germinales de esbriones de samguijuela del estado 7 del desarrollo, Esta
{abla se confecciont con datos incluidos en 12 tabla IV,

Estado 7 temprano 7 zedio 7 tardio
{prosedic de 8 experimertos) ({promedic de 6 experisentos) {(prowedio 8 experiuentos)

horas de in- sector sector sector total  cector sector sector total  sector sector sactor total
cubacién en rost.  inter. caudal enbr. rost. inter. caudal embr, rost. inter. caudal embr.

colchicina. obs, obs. chs
0 8 10 1.1 18 28 2.2 2 16 1.6 1.8 2 18

2 20 20 2 48 44 5 15 2.9 3.5 .3 18 ]

4 56 87 7| 2 144 7.7 23 18 %4 a5 3.3 20 |

8 &4 3 s 16 20 2 A 20 12 15 22 16 |
16 B0 70 244 IS5 2.6 253 2| 18 143 228 22 15
20 &4 8.8 18 20.8 258 2 18 13.3 2285 2.3 17
24 g2 80 a3 21 2.6 255 24 24 1.6 ak2 20 2t
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tratamienta por 4 h en calchicina. Este misma acurre ern el
sector caudal de las bandas germinales on los estadas 7b y 7c.
En cambic, eon embricnes de los estados 7h y 70 este mixima se
lagra a las & h y 16 h, respeotivamente, ern Ilos sectares
Intermedia v rastral de las bandas.

Sin gmbarge, el andlislz de loas porcerntajes de metafases—o
en relacidn al total de cédlulas ernr cada sectar (Tabla V),
muestrar a) la existencia de unm gradiemte caudorastral de
velacidades de proliferacidn en las bamdas germinales de
embrienes del estada 7a y b)) que comparandoe distintos sectores
de las bandas germinales de smbriones de las tres estades,
porcentajes equivalentes de metafases—-c se lagran com tiempos

de tratamiento can colchicina cada ver mids largos.

51 bienm oxiste ssta aparente diferencia en la velecidad de
praliferacidn de las caliulas del sector caudal, comparade com
las sectores intermedia y rostral, no se pusde descartar la
pasibilidad que pstas diferencias sean g1 refleje de la
existencia de una fraccidn preliferativa distinta em cada une
det leg sectares. Esta seria mayar o9 a2l seetor caudal gues en
las otros dos sectares. En efecta, en la tabla V se aobserva
gue en cada una de los estades, aungue pripoipalmente en sl
7a, el parcentaje miédxime de metafases-oc alcanzade o8 siempre

mayor emn el sectar caudal que em las otras das.

En este misma contexto cabe destacar le difererncia en

cudmta a las porcentajes miéximas promedie de metafases—c

alcancadas en log distintes estados, Ezste es notablemente
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mayor en 2l pstado 7a gque en les estados 7B y 7. En estos dos
dltimes, los promedios son muy similares. Este evidentemente
s correlacicona corm las variaciones observadas en el indice

mitdtico.,

Far lo tanto, durante el sstadoe 7 del desarralla se
chserva uma Franca disminucidrn ern la actividad praliferativa
de las células de las bardss germinales, que estd en directa
relacidrn corn la edad del embridn y con la posicidn de sus
calulas. Emn cierta medida szta serdia un reflejo de la edad de

la poblacidn celular correspondisnte.

Estas diferencias, en cuanta a la actividad prallferativa,
podrian ser el resultado de variacionss en la velocidad de
praliferacidén (tiempa total de ciclal) y/o en la fraccidrn de

células orn praliferacidn en cada sector

g, - Recuentas de cgelulas Iinterfidsices y en divisidn en

smbriones del estado 7.

Coma se muestra enm la Fig. 18, las pintillas y bandas
germinales de embricres del estado 7 del desarrallce presentan
dos tipas de célulasr: (@) discoidales y nucleadas y (B
esféricas y anucleadas. Estas dltimas miden aproximadamente 20
pm de didmetro y carresponden a células mitdéticas. Loz
cromasomas de estas Ultimas son muy pequeflos y dificiles de
detectar en cortes. Los recuentas celulares mediante cdmara

licida en seccoliornes de embricones concusgrdan bastamte con las

datos abtenidos de cbservacionss de mantajes completas de




Figurg 18. Reproduccidn baja cdmara licida de una seccidrm de 1
rpm e espesor tefflda con arul de teluidina, que muestra parte
de l1las bandas germinales izquierda y derecha (bgi y bgd )} de
i embridn de sanmguijuela del estadoe 7b cultivado durante 4 h
err colchicina., Ohserve las calulas esféricas sin nldclea
{flochas fFinas), gque se Interpretarn coma cdlulas detenidas en
metafase—~c y las digscoidales con mdclea cemntral {Flechas

grumsast, que prabablemprte corresponden a odlulas o2

interfase.
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embriones &l micrascopio de fluarescencia. Em um embridm del
estade 7b, cultivada por 4 h en colchicina, se contararn B4
clulas. De dstas 110 correspondianm a células en divisidn
532 a células en Iinterfase. En recuentaos celulares realizades
en mentajes completas de embricnes dsl mismo estada y
similarmente tratadaes carm coalchicina se cantaraern alrededor de
500 celulas en las bandas pgerminales ¥ de estas

apraximadamente 120 estabam en metafase—o.

Cabe destacar gue los recuentos gn secciones de embriones
Incluyen las cdlulas de las ecintillas na asociadas. Les
resultades se resumern en la tabla VI y correspondern a

recusntes efectuadas en dos embriones.
6. - Recuentas celulares mediante plancos de diseccidn dptica.

El estudic micrascdpica de montajes completas mediante
plancs de diseccidn dptica permitid determinar gque, el nidmere
de celulas detenidas en metafase—o e regiones supeprficiales
fectaderme) o profundas (mesoderme) de las bandas germinales
es bastante similar (Tabla VII), Recuentos celulares indican,
ademdzs, que ol nimere de cdlulas ecte y mesaddrmicas es

tambiédn similar en las das bandas germinales (Filg.19).

7. = Reversibilidad de l1a accidn de la calchicina.

Despuds de incubar embriornss del estada 7 del desarroella
par 24 h ern celchicinae, dsteos fFueron trasladades a media

salina por otras 24 h. Observacidn de embriones vivaes o
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TRELA VI

Nimerc aprowimade de células blisticas superficiales {1) y profundas (2} detemidas en metafase-c
en diferemtes sectores de las bandas germinales de embriones de sanguijuelas del estado 7
avanzade. {Prosedic de 8 experimentos)

sector rostral de las  sector intersedic de las sector caudal de las

bardag germinales bandas germinales bandas germirales
Horas de  Repidn Regién Repidn Regién Regidn Regidn  total esbriomes
cultivo en superficial profunda  superficial profunda superficial profunda utilizados
colchicing
¢ (contrel ) 4 & 3 3 2 H 18
] 24 28 17 20 15 18 24
8 B 28 13 22 14 15 16
16 | 40 34 k- 15 16 15
20 36 K 3 17 16 17
24 38 L) H 3% 14 17 21
total 230 210 150 150 8 72

(1) La mayoria de las células de la regién superficial se comsideran perterecientes a las
cintillas ectodérnicas,

{2) La mayoria de las células de l1a regidn profunda se consideran perierecientss a las cintillas
wesodéraicas,
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TRRLA VITX

Recuenta, baja cdmara lidcida, de células de las bandas y
cintillas germinales de embirianes del esstade 7b,utilizando
secciones seriadas tefifdas can azul de taluldina (2 embriconess).

Haras de Tatal de Tatal de Tatal de % de
Incubacidn Cslulas Calulas Calulas raélulas
ern colchicina nucleadas ssféricas ernr divisidm
divisidr
4 532 110 842 17. 13%
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Eigurag 132. Micrafotaegrafia de Fluarescencia de un mantaje
completae de las bandas germinales (bg) de wa embridn del
estade 7o del desarrolle cultivado par 8 h ern calchicina.
Obhserve la digtribucidrn de cdlulas eon metafase~c (Flechas) en

las bandas germinales frquierda y derecha. FA y Hi. x 250.

Figura 20. Microfatografia de Fluorescencia que muestra el
aspecta Jde las bandas germinales de wn embridrn del estada 7o
cuya teloblasta M1 fué destruido durante el estado &b, Luege
el embridm fud cultivade durante 6 h en colohicina. Observe gue
la banda germinal irguierda aparece distinta a la derecha.
Esta aitima presenta &ha banda mis rfluarescente que
corregponde al  mesodermo (Flechal. Numerasas células enm
metafase—c s ohserwvarn or las cintillaszs sctodérmicas de 1a

banda germinal Ifzquierda. FA y HE. =» 130,

Figura g1. Microfotegrafia de Flucrescencia que musstra la
bamda germinal derecha de wn embridrn del estado 8 temprana
aperada  durante el estado 6b. Las telablastos N y 8 fusron
destruidos » se permitid al esmbridn combtinuar el desareclla
hasta el estade 9@ temprano. Luego se cultivd en colchicina por

4  h., Observe que las cintillas oy p incluyen oglulas en

metafaze-c. Las cintillas n y q parecen estar atusentes y en s5u

lugar gse destacam células mds valuminasas que por 50 aspecto

se fnterpretan come cdlulas mesoddédrmicas (Flechal)., FA y MHE. x

320,
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despuds de i jadas y teflidas com el calarante MHoescht 33258,
germitieron determinar si el desarrallo habla side reiniciade.
Se detectd gque el crecimiente del embrism tratade con
calchicina pusde ser reestablecide y dste aadguierse corn el

tiempe la fFisconemia de embridn normal.

8. - Papel de las ipteraccicnes celulsres en la regulacidrn de

it

la praliferacidn cealular.

a) Ablacidn de mesateloblastas

La abservacidn gque las células bldsticas primarias
eotedérmicas parecen sxperimentar su primera divisidnm al
pasar a farmar parte de las bandas germinales sugiere, gque la
yuxtaposicldn de células de distintas lineas praovee el
estimule requerido para que estas entren en mitosis. Por esta
razdn, se procedid a destruir diferentes telablastos con Ia
intencidn de generar anarmalidades en las bandas germinales.
Asi{, se procedid a destrulr una de las meseteloblastas, por
ejemple el irzquierda, guedande Ia respectiva banda germinal
sdla can las lineas ectodédrmicas. La destruccidn de MI o Md se
efectud en el estade 6a o &b, cuanda gas mesotelablastas ya
habian empeaada sus divisiones desiguales Yy producido
alrededor de ccha células bldsticas primarias cada uno. El
teleblaste N habia producide alrededor de cuatra cdlulas, el
telablasta B dos calulas y los preectoteloblastos O /7P otras

das. Una vez realizada la destruccidmn quirdrgica de una de los

-
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mesctelablastos, el embridn continud su desarralle por 24 h en
medie salime, para cambiarle despuds a media con colchicing
por 4-6 h. En estos experimentos el ectaderme del lade
intervenido se desarralld en ausencia de la linea m. For tanta
la ausencia de M y m par 24 h pa previnae Ia prellferacicn de
las lineas ecltodérmicas ern lugares donde el mesaderma estaba
ausente (Fig.20). El recuento de células ectodérmicas en 10
embricones emtregd resultados similares a los obtenidas en

embriones comntrol.

b) Ablacidn de ectoteloblastas.

Las cslulas blasticas primar-ias de las ocintillas
ectadeérmicas establecen cantacta entre sf al pasar a Formar
parte de la banda germinal. Hay evidencia que contactos del
tipo “pap” se establecern entre cdlulas de la misma o distinta
cintilla a nivel de las bandas germinales (Ferndndez y Stent,
1982). En este contexte es Impartante (recordar gque la
formacidrn de tales contactos especialisados caincide corn el
inicia del cicla proliferativo de las cdlulas bldsticas
primarias ectodsrmicas. Fug de interds, entonces, explorar si
la falta de algunae oo algurnas de las lineas celulares
ectodérmicas podria afectar el patrdém normal de praliferacidn

de las restantes.

Para esta se pracedid a destrulr algin ectotelablasto en el
estade 6Ga o B8b del degarralla, permitiende luege que el
embridn operade alcanzara el estada 7 u 8. Despuds de

cultivar los embriaones operados par 4-5 h en colchicina, éstos
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Ffueran fijades, tefiidos y montados para su cbservacidm al

mivpascopica de Fluorescencia.

La sabreviverncia de las esmbriaones intervenidas e85
relativamente haja y par tanto sdélo se puda andlirzar cinco de
los treinta embriones ocperadoes. De las abservaciones resulta,
sin embarga, que la Falta de algurna o algunas de las ocinmtillas

no parece afectar la pralliferacidn celular de las restantes.

£l teloblasta destruide deja de producir células bhldsticas
Yy baja estas condicicones el desarralle pracede con urna a das
lineas celulares menas. En la ausencia de la Iimea Nm, las
limpas Do, Pp y 8g contindan sy desarrolle y e la banda
germinal quedan algunos espacias vacantes que deberian haber
sida eocupadas peor la descendenclae del teloblasta N. Alge

similar se observa al destruir los telcoblastes O, Py G.

Cuanda se destruyer simultdneamerte doa teloblastas, por
ejempla N y @, la situacidn es similar. En la figura 21 se
muestra las cintillas a y p can varfas celulas en metafase—c.
En el gspacia adyacente, gque debsria estar occupade por las
lineas Nn y Bg, se cbservan células voluminosas que par su

tamafic se Iinterpratar come mescoddrmlcls.
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DIsCUsSIaN

l. —~ Telablastos gome colulss tramcales

En el andlisis de linaje celular es8 de alte interds
determinar odma urna célula se divide para ariginar 8uU
descendencia clonal. Existern tres madalidedes principalss de
divigidn celular {(ver Stent y Weisblat, 1985). La modalidad de
tipe diversificante @3 aquella ern l1a cusl una célula de tipe A
se divide en dos calulas desigusles de tipo B y £, ninguna de
las cuales ariginard de nueva umna ecgliuvla de tipoe A, La
modalidad praliferativa es aquella en que una ceélula se divide
simétricamente para producir dos hijas Iguales, las que a su
ver tambiern se dividen simétricamente. La madalidad de tipo
celule tTroncal es aguella en gque uma célula se divide
asimgtricamente para originar dos hijas desiguales, por
ejempla ung del tipe A y Ia atra del tipe R, La célula de tipo
A se divfdg de nueva, tal como la hizo su pragernitora, en una
célula de tipa A y otra de tipe B. Agd, las divisiones
praceden de acuerdea a um patrdm de prolilferacidén parental

reliterativo.

Los teloblastos, cslulas pragent taras embrionarias
descritas principalmente para ansélidos ( ver revisidn de

Andersomn, 19873), pusden considerarse come cédlulas troncales
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pues se dividern asimédtricamente ariginandc uma célula de tipo
Ay de mayor tamafic, en este case el prapic teloblasta, y una
eslula de tipo B, la llamada ecdélula bldstica primaria. Este
procese divisionmal dura aproximadamente el tiempe requesrido
para proaducir el nmimera de células blasticas primarias
necesarias e la fundacidn de las 52 segmentos del cuerps de
la sangul fusla (Ferrndndezr y Stent, 18980; Ferndnder y Olea,

1582).

Curicsamente, sinm embargo, los telablastas praducern urn leve
pxoesa de células bldsticas primarias, las Ultimas de 1las
cuales fFfracasam ern Formar segmentos gque se incorparen al
embridn de sanguijuela (Ferndndezr y Stent, 15982). La
egirategia divisional de tipe trorncal es bism concocida en
tejidas coma el hemopoidéticeo, testicular y en epitelios de
revestimienta., Los teloblastos y las células trancales de
vertebrados adultos comparten des propliedades importantes.
Primera, el heche de permanecer ancladoes sn un cierte niche
histaldgica mientras una de los productos de sus divisiones se
aleja del lugar de arigem Yy segundo, el hecha que las
telablastas y las ceélulas troncales rmo se diferencian mientras
Bus hijas sl lao hacern. Existen, sin embarga, algunas
diferencias importantes de mencionar. Rar ejempla, la longitud
de lag ciclos generacionales. Las células troncales de alguncs
tejidas de vertebrades se caracterizan por tener cicles
celulares relativamente largos, del orden de varias horas o

dias, en tanta que ern los teloblastaos los ciclos celulares
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serian  de alrededor de 2 h. Ademds, la divisidn de cdlulas
troncales de vertebrades es en general bastante simgtrica y
asf las cdlulas hijas son de tamafic similar. Estas Jdiferencias
ma  debierarn sorprender cuando se comparan células de sistemas
er desarralle, gque puesden Furnciarnar por algunas horas o dias,
con celulas de sistemas adultos em diferenciacidrn, programadas
para Ffunciarnar durante afias. Para mayer Infoermacidn respecto &
las propiedades de ceélulag troncales de tejides adultos se

puede consultar el trabajo de Pottern y cal. (19739).

2. = Patrdn de prolifferacidn de las telablastas Y
establecimienta del ensamblaje celular gue da grigen a4 un

hemisegmenta.

Las resultades abtemidos indican gque los telcoblastos
parecen na tener ritmos sincronizadas de divisidn celular.
Ademds, los experimentos conm calchicima sugieren que laos

telablastos tendriam cicles celulares de aproximddamente £ h.

La evidencia dispenible indica gque para producir ol
ensamblaje celular que da origen & un hemisegmenta se regquiere
que las diferentes células bldsticas primarias entren em
ndmera distinta a las handas germinales. Asf, cada
hemisegmento del cuerpo de la sangul juela adulta estd Formada
par la descendencia de un conjuntoa de 7 células bldsticas
primarias:s una celula m, daosg celulas my uma célula a, una
calula p y dos celulas g (Ferndndez y Stent, 1982; Weisblat

Y Shankland. 1985).
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cldma  regulan los telobldstes la produccidn de cglulas
bldsticas primarias si um mnimere precise de estas debe
ingresar poar unidad de tiempa a las bandas germinales? Emn
este caontexta cabe recardar gue 1 mimera de ceélulas presentes
en lag cintillas po asaciadas parmanece relativamente
canstamnte durante gran parte del estade 7 y 51 suponemoes que
la duracidn del ciclo celular de los teloblastas N vy R es ¢
t ¢t = I h) yel de los telaoblastes M , O y P es Zt,
Iingresarian « las bandas germinales uma coélula bldstica
primaria n y q por haora, urna célula bldstics primaria a y p
par cada dos haras y das cédlulas bldsticas secundarias
prabablemente hermaras, par cada dos horas. Esta dltime porgue
en esta tesis se ha demositrado que las celulas bldsticas
primarlias mescdérmicas se dividen anmtes gque las celulas
Lladsticas primarias ectoddrmicas., La primera divisidén de las
calulas m acurre dentra de la respectiva cintilla rno ascooiada.
De este manera, para mantener el referide balance celular
debierarn Incorporarse & cada banda perminal dos cdlulas
blisticas secundarias m. Este se explica en el diagrama de la

siguiente pigina.
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@@ g) teloblasto

i cintilla
) |
{

Banda
germinal
n o m p q
Fernandez y Stent (1982), ern su trabajo acereca del

desarralla de la sanguljuela Hirudea medicinalis., demastraram
que el crdenamienta segmentaric del mesaderma precede al del
ectaoderma. Las lineas mesoddrmicas establecern premetdmeraes
temprane en el desarrallo y cada umo de estas wltimes estd
constitufda por la progenie de una ceélula bldstica primaria
trelacisn clenal). Estas propiedades del mescderme pueden
egtar relacionadas a la prematura divisidrn de las células

blasticas primarias m.
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3. — Batrdn do praliferacidn de las celulas bldsticas
primarias.,

Las ecintillas ectaddrmicas noe asacisdas tienenm entre IS5 a
20 ceélulas bldsticas primarias, mimera gque se& mantiene
relativamente comstante durante granm parte del estade 7. En
estas cimntillas no ze han cbservadoe células en mitasls y las
primeras divisiones celulares se detectan cuando las celulas
ingresan a las bandas germinales. Este hecho sugiere gque las
Iinteracciones celulares a nivel de Ias bandas germinales
podrian gatillar la proliferacidén en las "durmiemtes? células
bldsticas primariaes ectoddrmicas. Sin embarge, estae conclusidn
no es apoyada por las resultados presentados ern ssta tesis,
y tampoeca por los trabajos de Rlair (1982), Rlair y Weishlat
{1982 y 1984) y Zackson (1984). Asd, la falta de alguna o
algurnas de las ecintillas germinales parece ne modificar an
farma Importante 1 ocomportamisnta prallferativa de las
calulas de las cintillas vecimnas, aunque na se puede descartar
gue la presencia de das lineas celulares seria estimula
suficiente. Mis observaclonss scabre la conducta prallferativa
de lag celulas bldsticas primarias mesadérmicas [PDYRS
tambien, lIla Idea de gque na es el cantacta entre células de
diferentes cintillas la que gatilla el Iinicie de la mitasis.
i no es la interaccidn o contacte entre celulas de distintas
cintillas el fFfactar que gatilla 12 divisidn celular, os

vidlido suporner gque existe algim otro mecanisme mediante o1
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cual lIla ecélula bldstica primaria es inducide a entrar oen
mitosis, .

Al respecta, es Importante menciaonar gie lIas células
eucariontes existen alternativamente e egtadas de
pralliferacidn y de repaso., PRardee (1973), utilizandoe células
narmales e cultiva, demestrd gue las células animales paseen
urr mecanisma regulatoria respansable del paso de egstas de un
estade prallferativo & atra de reposa. Este autar demostrd,
ademds, Ila existencia de unm punte ernr el cicla ubicade =rtre ﬁ
y & llamade punto de restriccidn (R), gque regula la entrada
de la cdlula recien originada em una mitasis en un nueve cicla
de praliferacidn. Su praposicidn: "que las células eucariontes
han desarrollade la habilidad de cambiar de un estada de
praliferacidn a otro de repoasea, coma un  mecanisma  de
sabreviverncia previe a la diferenciacidn”, podria relacionarse
cornr la qus Ie sucede a las cdlulas de las cintillas no
asocfadas, que san el producta de la praliferacidn de las
telablastos y que pasade unm cierto tiempa se dividenm e Iniciam
su di ferenciacidn. Rassaw et al. (1979), utilizanda
ciclaheximida para detener la sintesis de protelnas, han
demastrada que las células normales en cultivae deben acumular
una pratefna especifica muy I1dbil anmtes de sabrepasar 1
punte de restriccidn. Par la tamte, el comtral del crecimiento
en el punta R dependeria de la habilidad de la célula para
acumular uma proteina "iniciadora” en una cantidad coritica.

Las c8lulas de las cintillas podriam sintetizar uma proteina
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de egte tipa que se acumularia durante el trayecte de lIa
caelula blédstica primaria emntre el fteleblaste y la banda
germinal. Emn esta regidrn del esmbridn, o un pocae antes (casa de
las celulas m), la prateina alcanzaria Ia concentracidn
critica gatillanda la salida de la cslula del 81 para entrar
e S. La sintesis de tal proteinma podria resultar de la
activacidn del gen correspondiente de la célula bldstica
primaria, que hubiese alcanrada uma cierta posicidn dernire de

la cintilla germinal.

La explicacidn de la divisidm de las células bldsticas
primarias, coma resultada de la simtesis y acumulacidn de una
praotefina, presenta incanvenientes cuande se analiza el efecta
de la calchicina. &Si se parte de la base que la calchicina no
afecta la sintesis ds prateinas, al menas la de aguellas
aseciadas al cantral del trdamsitae a la large del ciclo celular
{Pardee, 1973), el hecha que despuds de largas exposicionss &
la droga ro se detectan metafases-c en las cimtillas nmo
asociadas ectoddrmicas sugiere que =1 mecanisma de regulacldn
de la preliferacidn de estas células es Independiente de su
edad y sdlo se expresa a mivel de la banda germinal. Es
pasible, que cuanda la cslula bldstica primaria smtra a la
banda germinal se sabrepase el punta de restriceidn. Por el
cantraria, las calulas de las cintillas mesadeérmicas
sobrepagarfan el purntce de restriceoidmn antes de entrar a l1a
banda germirnal. En este cantexta resulta de gran interés

determinar emn que momento o punto de la cintilla germinal no
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asociada se Inicia la replicscidén del DNA.

El patrdn de divisidm celular de las células Lbldsticas
primarias de las cintillas mesedérmicas difiers de aguel de
las ectaedérmicas ne sdlo en cuanta sl lugasr donde acurre su
primera divisidrm cglular, sing también en que mientras Ias
primeras se dividen en espiral las Wiltimas Iao hacer
unidireccionalmente (ver Fermdndes y Stent, 1982). Asi, el
patirdn de divisiones espirales que caracteriza & las
blastdmeras precursores de las cinco pares de telablastos se
mantiene en las lineas mescddrmicas. Mis observaciarnes no
apartarn evidencia que Indique gque los mesotelaoblastaes de H.
triceriaglis se dividen espiralmente. &Sin embarge, demuestran
que el clivaje espiral de los proteleblastas (ver Ferndndez,
1980), e©s5 rdpidamente retomade por las células bldsticas
primarias mesaddérmicas. Pare:;7 altamente probable gque la
farmacidn de saomitos ern H. triserialis resulte también de
divisicones egspirales alternadas de las wcédlulas bléadsticas
secundarias mesodérmicas. E£1 clivaje espiral es, entonces, una
praopiedad mantenida por large tiempe en lineas celulares

magadeérmiloas.

DI ferencias en los plancos de clivaje, come en el tamafio
celular, podrianm influlir em la longitud del cicla celular.
Zacksan (1984) ha demostrade que en la sanguijusla H.
triserialis las ceélulas de mayer tamafioa de las bandas
germinales tienen ciclos celulares mds cartos que las de menor

tamafic.




Las presultadeas de reclutamientce de células e metafase-c
sugieren que el patrdn de proliferacidnm de las célulss de las
cintillas ectedérmicas cambia Iacal y temporalmente. Los
indices mitdéticas calouladas para embriones normales soan
considerablemente mayores en el estada 7a que en los estades
7Ry 7o. Esto es, & medida gque progresa 1 desarrallo 1a
Fraccidrn de celulas en mitesis disminuye. Estae canfirma
resultados de otros auwtores coma Parisi gt 3l. £1978) que,
utiliranda embriones de erdiza de mary determinararn w1
drdstica disminucidm del indice mitdtica en el cursa del
desarralla tempranc. Los indices mitdtices, calculados para
celulas de las bandas germinales de embriones de sanguijuela,
san bastante elevados durante el estade 7a, pera estdan dentra
del orden de magnitud de indices mitdticos calculados para
atros sistemas en desarrelle tales como el cerebslao del
embridn de ratdmn (Langman, 19686) y ol tuba meural del embridn

de palla {(Mards, Lodinm y Srajer, 1970).

Variaciones ern el JIndice mitdtico de embriones de
sangui juela puede correlacicnarse con el porcentaje de células
en metafase-co. Este dltima os mencor 2n los sectores rastrales
que er los caudales de las bandas germinales y tambidn
disminuye a medida que praogresa @1 desarralle del embridnm.

Cabe recordar gque el desarralle de Ia sanguljuela provede
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caudaragtralmente y por tanta siempre hay um nimera mayer de
cdlulas en los sectores rogtrales que e los caudales. La
disminucidn del porcentaje de ceélulas en metafase—co entre los
estadas 7a y 7b—c podiria deberse a una disminucidn de 1as
calulas emn divisidn v /o a un aumento del tiempe del cicla
tetal. Ambas hechas parecieran depender de 1a edad y poasicidn

de las células demtra de las bandas germinales

Relacianada can la farmacidn de patrones de proliferacidn
calular, Zackson (1984) ha demastrade gque las primeras
divisiaones celulares ern las lineas ectedérmicas son altamente
desiguales. Asi, las lineas ectodeérmicas m y q tienern dos
tipos de células. Las desigrnadas cama nf y gf que se dividen
tar pranta emtran & las bandas germinales, y las desigrnadas
come ns y g% que se dividen mds tarde. En contraste, las
cintillas oscteddrmicas & y p tienen cdlulas de un sala tipo
que se dividen tan pronto entranm a las bandas germinales. Asi,
variacicnes en los patrones de prolliferacidn de las células
bldsticas poadrian ser una comsecusncia de la diferente
velacidad cornm que se dividern las células de las distintas

cintillas en distintos mamentos del desarrallco.

Las resultados que muestran gue a urnm misma rnivel de las
bandas germinales la fFfraccidmn de ceélulas ectodérmicas y
mesadarmicas en divisidérn es similar, sugieren la existencia de
mecanismos de regulacidn que sincronizarian la actividad

praliferativa de los dos tipos de tejidas, Esta seria de gran
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Impartancia en la preparacidn de un Inventario de celulas ecto

Y mesadérmicas destinadas a la congtruccidn de cada una de las

metdmeros.
S, ~ Farmpulacidn de i madela de proliferacidn gelular gn las

Iineas celulares determinadas del sgmbridmn de gsanguijuela del

estada 7 del degarralla.

Log resultados obtenidos en este trabajo permiten construir
drr modela de proli feracidn de las lineas célulares del embridm
de sanguijusla del estade 7 del desarralle gque tiene las
siguientes caracteristicas?

1) Los distintos componentes de cade linea celular difieren enm
su velacidad de proliferacidn, &) La praliferacidn de Ios
telablastos ostd sincroenlzada carn el Ingresa de sus
descendientes & las bandas germinales, 3} La velecidad de
praliferacidiy de las cdlulas de lag bandas germinales varda de
dousrda a su posicidn on el embridn y 4) La fraccidm de

celulas o praliferacidm en los digstintos sectores de Ias

bandas pgerminales varda en funcidn de la edad del embridr.
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