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RESUMEN

Durante el desarrcllo preimplantacional de los mamiferos
ocurren al mencs dos procesos morfogeneticos importantes:
compactacién y blastulacidn. El primerc se reconocce en el
embrién de 8 células porgue cada una pierde su forma esférica al
aumentar el Area de contacto con suse vecinas llepandose a formar
un embridén esférico.

El segundo, blastulacidén o formacidén del blastocisto, SE
reconoce en el embridn de 24 a S@ células por el desarrollo de

una cavidad interna circundada por dos poblaciones celulares,

masca interna y trofectoderma, que se diferencian por su
morfologia y destino. Antec de la formacidn del blastocisto no
hay diferenciacidn celular en el sentide convencional de

diferenciacién espacial ya que las células del embridén son
iguales entre si por su morfologia y determinacidén; sin embargo,
hay diferenciacidn tempbral puesto gue las propiedades de las
células en cada ciclo son diferentes de las propiedades de las
células del ciclo anterior.

La diferenciacidn temporal, simulténea con cambios
morfolégicos, como multiplicacidén celular y compactacidn, s
reconoce por cambics en el patrdén de sintesis protéica.

Se han propuesto y examinado experimentalmente distintos
mecanismos reguladores de la sintesis de proteinas en el embridn
preimplantacional de ratdn Yy ha podido descartarse la
participacidn de las divisiones celulares, las divisiones
nucleares, el niamero de células, el tamafo del embrion y la

relacién nicleo/citoplasma. En esta Tesis proponemos otros dos
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mecanismos posibles de regulacidn:

1) La sintesis de proteinas podria ser regulada por los cambios
de losz contactos o de la forma celular gue ocurren durante la
compactacidén. Esta proposicidén se basa ern gue en otros sistemas
cse ha descrito que una gran variedad de proteinas es regulada
tanto a nivel transcripcional como traduccional por los cambios
de forma o} el establecimiento de contactos celulares,
sugiriéndose que el mecanismo de regulacidn involucra al
citoesgueleto.

) La sintesis de proteinas podria ser regulada a nivel

[

transcripcional o por los ciclos de replicacidén del DNAR o por
ambos a la vez. La regulacidén transcripcional de la sintesis de
proteinas esta& bien comprobada y la necesidad de replicacién del
DNR  para gque la sintecis protéica sea normal ha side demostrado
en distintos sistemas, incluido el embrién preimplantacional de
ratén aunque sdlo durante el estado de una & dos células.

Con el fin de poner a ;rueba las distintas propeosiciones

hemos establecido métodos para sincronizar el desarrollo de una

poblacidén de embriones y observar las modificaciones durante la

compactacidn. Luego se inhibid con diferentes procedimientos
cada wuno de los dos mecanismos reguladores propuestos y se
analizd por electroforesis uni o bidimensional en geles de

poliacrilamida, el efectc de la inhibicién sobre el patrén de
proteinas sintetizadas por embriones previamente incubados con
2SE-metionina.

Nuestros resultados pueden resumirse como sigue:
1) Inhibicién de la compactacién.

EGTA, un quelante de Ca®*, inhibe la compactacién y modifica
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en forma bastante generalizada el patrdén de sintesis de
proteinas, retrasando o inhibiendo totzimente la sintesis de
diversos polipéptidos. Es posible que parte del efecto de EGTR
sea inespecifico, al modificar procesos cslulares dependientes de
Ca®+ que neo estdn relacicnades con la comgpactacidn.

Concanavalina A (Con R), una lectinz gque se une & moléculeas
de superficie e interfiere con la compactacidn, induce cambios
miicho méas definidos en el patrédn de sintezic de proteinas. Como
algunos de estos cambios no se observan con los otros agentes
descompactantes, podrian estar asociados & la activacidén por Con
A de receptores de superficie gque afectan la regulacién de l=z
sintesis de proteins independientemente de la compactacidn.

Citochalasina, (CCD), o—-Lactzalbimina (a—Lal, que
interfieren con la compactacidén al inhibir el citoesqueleto y la
B-galactosiltransferasa respectivamente, indujeron cambios
seme jantes (aumento o disminucidn) en el 75% de los 141
polipéptidos analizados en geles bidimensionales, de lo cual
puede conclulirse que el 28% de las proteinas restantes
probablemente son afectadas por estos tratamientos en wuna forma
independiente de la compactacidn. Del total de polipéptidos
analizados, hubo 14 cuya sintesis cambidé durante la compactacién,
y de éstos sédlo une fue afectade cuandoe la compactacién era
inhibida por CCD o por a-La, 1lo gue sugiere gue este polipéptido
podria ser regulado por la compactacidn. Como este caso admite
otras interpretaciones puede concluirse gue el conjunto de
nuestros resultados revelan gque 1leos cambios de forma celular
durante la compactacidén probablemente no representan un mecanismo

regulador del patrénmn de sintesis de proteinas por nosotros
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estudiado.
Z) Inhibicién de la actividad nuclear.

Los experimentos de inhibicién de la transcripcidn por o-
amanitina sugieren gue entre las @ y las €& horas decpués de la
compactacidén se sintetizan proteinas utilizando mRNAs transcritos
previamente, puesto gue no se observd efecto del inhibidor, lo
cuual implica gue los mRNAs pueden ser de largae vida y se traducen
mas tarde. €in embargo, cuando la replicacidén del DNA fue
inhibida por afidicolina durante el mismc pericdo, el patrdén de
sintesis de proteina se modificd notablemente. Esto significsa
que dicho patrdn podria estar regulado por ciclos de replicacién
en una forma independiente de la transcripcidn.

Cuando el tratamiento con afidicelina se prolongd hasta 24
horas después de la compactacidén, lee embriones dejaron de
sintetizar las proteinas que sintetizan los controles y ademés
sintetizaron otras nuevas. Esto sugiere que el presunto "reloj"
de la sintesis de proteinas, gue regularia los cambios
temporales, no es detenido al detener lz replicacédn del DNA sino
gue funcionma anormalmente, lo cual sugiere gue la regulacidén de
la sintesis de proteinas seria dependiente, pero mno en forma
exclusiva, de los ciclos de replicacién cel DNA.

En conclusidn:

1) Una regulacidn de la sintesic de proteinas por cambios de los
contactos o de la forma celular gue ocurren durante la
compactacién no es confirmada por nuestros recsultados.

£) Una regulacidén de la sintesis de proteinas por ciclos de

replicacién del DNA es compatible con nuestros resultados.




SUMMARY

During early development oif mammals, at least two important
morphogenetic processes are detected: compaction and
hlastulation. The former is recognized in 8-cell embryos because
hlastomeres lose their semispherical form as they flatten against
each other and the embhryo acquires a spherical contour. The
latter is recognized in emhryos having 24 - 50 cells as a
hlastocoel 1s Zformed surrounded by inner mass cells and
trophoblast cells, which are different regarding their actual
properties and their fate. Prior to blastulation +there is no
cell differentiation, in the conventional sense of sgpatial
differentiation, but temporal differentiation becomes evident if
cell properties in successive cell cycles are compared. This
temporal differentiation has been detected by changes in the
pattern of protein synthesis.

Diverse wmechanisms involved 1in the regulation of protein
synthesis in preimplantation embryos have bheen suggested and
later discarded experimentally. Among these, the role of cell
divigion, nuclear division, numbher of cells, emhryo size and
nucleus/cytoplasm ratio. Here we examine the role of changes in
cell form or contact and the role of transcription or
réplication.

s The effect of changes in cell form or cell contact on protein
synthesis, through trancriptional or post-transcriptional
mechanisms, has been described in a variety of cell types in
vitro and the cytoskeleton seems to be basically involved; a

regulation of this kind might operate during compaction. 2- The
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effect of DNA replication on protein synthesis has also bheen
described in different models, including in the mouse embryoc at
the 2-cell stage, and this kind of regulation might also operate
in later stages.

In order to test these +two proposals we have Ifirst
established methods that synchronize development during
compaction. In synchronized embryos we tested the effect of
drugs that interfere with compaction and drugs that interfere
with DNA replication or with +transcription. The pattern of
protein synthesis was studied by incubating embryos with =%5-
methionine and performing one- and two-dimensional
electrophoresis.

Our results can be summarized as follows.

1. Inhibition of compaction.

FGTA atfects the pattern of protein synthesis by retarding
or preventing the synthesis of several polypeptides. However,
these effects might be due to chelation of Ca®* and not to
specific changes in cell form or contact.

Con A interferes with compaction and causes precise changes
in the pattern of protein synthesis. However, since some of the
changes are not observed with other decompacting agents, all
changes may_not be ascribed to changes in form but rather to
acti?ation of Con A receptors on the céll surface.

Cytoéhalasin D (CCD) and alpha-lactalbumin («x-La), which
interfere with compaction through inhibition of the cytoskeleton
and of R-galactosyltransierase, respectively, induce similar
changes in 754 of the polypeptiaes analyzed and therefore, other

proteins changes may not be caused by decompaction. 0Of all
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polypeptides analyzed, only the synthesis of 14 changes during
compaction and out of these only 1 is affected similarly by CCD
or a-La thus suggesting that ;ts synthesis might be regulated by
compaction. However, this observation also fits in with other
possible interpretations and we would conclude that changes in
cell form during compaction probably do not regulate the pattern
of protein synthesis.

2. Inhibition of DNA replication or transcription.

inhibition of transcription by «o«-amanitin suggest that
proteins synthesis between @ and 6 h postcompaction is based on
mRNA’s transcribed previously as the inhibitor does not affect
the pattern. However, the dinhibition of DNA replication by
aphidicolin during the same period causes a distinct change of
the pattern which means that its regulation by DNA replication
does not depend on transcription. When aphidicolin treatment is
extended up to 24 h postcompactién, the proteins found in control
embryos are not detected but other proteins are observed thus
suggesting that the developmental clock which probably regulates
temporal differentiation works abnormally but is not completely
arrested by the drug.

Our results allow us to conclude:

1. That we have not ohserved a distinct effect on the
pattern .oi protein synthesis caused by changes in cell form or
cell contacts during compaction.

2. That cycles of DNA replication are probably involved in

the regulation of the patterns of protein synthesis.

Xiii




INTRODUCCION

1. DESCRIPCION DEL DESARROLLO PREIMPLANTACIONAL DE RATON
1.1. Los cambios celulares: regionalizacién y diferenciacién

El comienzo del desarrolle de loz mamifercs ha sido
descrito en diversas ecspecies perc sélc en alguneos animales de
laboratorio, principalmente el ratén, se han analizadoc
experimentalmente los procesos implicados. Sin  embargo, la
gran cemejanza morfolégica que se aprecia en los casos
descritos, autoriza extrapolar a otros embriocnes los
resultados experimentales obtenidos en algunas pocas especies

Y

i

(reviciones en @, &

El huevo, rodeado por la zona pelidcidsa, se divide en dos

blastdémeros, aproximadamente 24 horas después de la
fecundacidén y luego cada blastémerc continda dividiéndose,
asincrénicamente, cada 1@ a 1& horas (38). En esta etapa,
denominada segmentacidn, aparecen locs primeros contactos
celulares, los cuales establecen une interaccién celular que
presumiblemente especifica un orden ezpacial en el embrién.
De hecho, se observa que el citoezqueleto de la =zona de
contacto carece de miosina (1@&) y es en esa zona donde se

detecta por primera vez espectrina (127).
Decsde el estado de 4 células en embriones de ratén, ya SEa

incubados in situ o in vitro, y también en embriones de rata

y de hamster in situ, es posible reconocer mediante técnicas
citoguimicas la distribucién regionalizada de algunas

proteinas de la membrana plasm&tica comoc fosfatasa alcalina y

9'-nucleotidasa (51,53, 71). ARsi puede distinguirse en los
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blastoémeros la regién de contacte de la regién expuesta al

medio. Una regionalizacién similar de 1la membrana puede
observarse usando lectinas y andlogos de lipidos  (48). La
distribucidén en el espacio de estos componentes muestra que

durante el comiernzo del desarrollo, aungue no haya diferenciacs

de destino entre células puesto que son egquivalentecs
(totipotentes), Fay un  orden espacial reconocido por
diferencias entre las partes de cada células (63, TEY..
Este fendmeno, que se h& denominado regionalizacién
0o especificacién regional, puede observarse durante el
desarrollo inicial de diversas clases animales y referirse
tanto a partes celulares como & partes del embriédn (104). Lz
importancia de la regionalizacidén en el embrién de mamiferc
radica en gue una distribucién espacial heterogénea de loc
componentes celulares parece ser necesaria para explicar lz

diferenciacién celular observada méds tarde en el blastocisto.
Antes de la blastulacién, cuandc el embrién tierne sélo £
células, ocurre el proceso de compactacidén gue es requisito
para las etapacs gue siguen. La compactacién se caracteriza
morfolégicamente por una pérdida de la forma esférica de los
blastédmeros Y una disminucidén dréstica de 1los espacios
intercelulares. En una mérula no compactada es posible
distinguir claramente loe blastémeros; pero una vez ocurrida
la compactacién es dificil reconocer los limites celulares
con el microscopio de luz y la mérula que tenia un contorne
lobulado, adguiere uno esférico (27, Z8). Con la compactacién,
la regionalizacidén de la membrana plasméitica se hace

morfolégicamente evidente y es posible distinguir una zona
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apical de una baso-lateral en les blastdmeros. Mediante
ricroscopia electrénica de barride se observa que las regiones
con escasas microvellosidades corresponden a lac 4&reas en
contacto celular y las con abundantes microvellosidades a las

areac expuestac al medio exterior (123).

Durante 1la cempactacién les microtdbulos y los
microfilamentos son redistribuidos (27, S9%, las mitocondriacs
llegan & ccupar  la regién cortical (27) y se detecta wuna
distribucion polarizada de actividad de HRF en el citoplasma
(98). Ademas, la participacién del citoesgueleto en la
compactacidén también se ha demostrado experimentalmente
can modificadores del estado de polimerizacidn de
microtibuloe y microfilamentos. Es posible concluir qQue el
cambio de forma necesita de activa polimerizacidén de

microfilamentos de actina, mientras que la participacién de

los microtibulos es menos definida y dependeria de la fase del
cicle celular (78). EL citoesqueleto experimenta durante
la compactacién un canmbio importante de organizacidén
espacial que probablemente explica las diferencias
entre las etapas gue pueden distinguirse con tratamientos
descompactantes (véase Resultados, unto 2). Dicho cambio
consiste en el establecimiento de conexiones formadas por

microfilamentos de actina, gque se observan con microscopia
electrédnica de barrido, extendiéndose entre los citoesqueletos

de blastdmeros adyacentes (véase detalle en RApéndice I).

Desde el punto de vista fisiolégico, uno de los rasgos mas
notables de 1la compactacién ec el establecimiento de las
primeras uniones celulares. Estas son de tipo 'gap junction?,
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como se reconoce por su ultraestructura tipica al microscopic
electrénico, por el acoplamiento iénico gue demuestran los
estudios electrofisiclégicos y por el paso de péptidocs

fluorescentes entre los blastémeros (27,36,7@,76,8Q).

Durante 1la compactacién ocurren cartios en la adhesividac

de los blastémeros que corresponden a la expresién de algunas
glicoproteinas cuya funcidén depende de la presencia de Ca=~
en el medio como la wuvemorulina (48) o la -

galactosiltrancsferasa (9).

El conjunte de los cambios descritos define a lo mencos
dos regiones distintas en cada célula: 1ls regién gue
corresponde a la periferia del embrién y 1a regibn que
corresponde al centro del embrién. Este orden espacial
parece anticipar 1la primera diferenciacién celular detectacs
al dia siguiente, cuando las células periféricas de la méruls
formardn el +trofoblaste del blastccisto y  las células

centrales su masa celular interna (revisidés en S@).
Cinco a seis horas antes de la formacién del bBlastocisto

las regiones apicales de los blastémercs externos de la mérula

avanzada se sellan entre si mediante complejos de unidn, que
comprenden 'tight Jjunction’ (52) y desmosomas, los cuales
tienen asociados manojos de filamentos intermediocs (S55). Con
el sellamiento entre los blastémeros periféricos, el embridn
se hace impermeable y ya no penetran al interior trazadores
como el lantano (52). Luego aparece el blastocele, una

cavidad gue se expande por el vaciamiente de liguido acumulado
en el citoplasma de 1los blastémercs y también por el

transporte activo de iones hacia el interior del embrién 0




El blastocisto ce forma normalmente c.ando el embrién tienc
entre &4 y 3@ células (3@b, 115).

Johnson y colaboradores (62) har propuesto que la
polarizacién de 1los blastémerocos durante el ectado de 8 célulac
da cuenta del establecimiento de los dos linajes celulares Gue
se reconocen por primera vez en el blastocisto, suponiendo gue
las divisiones celulares son paralelas a la superficie de la
mérula compactadas, le gue generariz células externas €
internas dictintas.

Comoc consecuencia de la multiplicecién celular v del
H sellamiento, los blastémeros centrales de la mérula guedan er

un microambiente diferente del medio externo, &l cual no estéar

expuestos los blastémeros periféricos. La diferencia de
microambiente o la <cola diferencia de& posicién de los
blastdmeros en la mérula se ha invocado como causa de 1le

diferenciacién de las células externas hacia trofoblasto y de
las internas hacia masa celular. Este modelo , que se ha
denominado "adentro-afuera” fue formulade primeramente por

Tarkowski y Wrdblewska (113).

1.2. Los cambios moleculares:expresién génica.

En  la seccién anterior se describieron algunas moléculacs
que aparecen o0 se redistribuyen durante el desarrollc
preimplantacicnal. A continuacién se describiran los cambios
moleculares que tienen wuna relacidén més directa con la

actividad génica; es decir, cambios en los mniveles de mRNA que
son producto de la transcripcién de genes del embrién o de la

degradacién del RNA materno y cambios en la sintesis de
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proteinas traducidas a partir de mRNRs sintetirados durante la

ovogénesis o sintetizados por el embridén.

Se ha observado usando geles uni y bidimensionales que el
patrén electroforético de las proteiras del embrién cambia
durante todeo el desarvollo preimplantacional y se han
encontrado también alguneos polipéptidos ue corresponderian &
distintac etapas del desarocllo (73). Estos polipéptidos han
sido identificados como el complejo de proteinas de 68/78 Kd
llamado hsep ("heat shock protein") ques aparecen en una fase
temprana del estade de &2 células (5}, las proteinas
ribpsomales que aumentan mds de 11 veces entre el huevo no
fertilizado y la mdrula compactada (69}, la fTubulina vy 1a

actina cuya sintesis crece notablemente Zespués del estado de 8
células  (1). Sin embargo hay un ndmero may grande de
polipéptidos, cercanc a S6, de los cuales se sabe que su
sintesis cambia durante el desarrolleo pveimplantacional pero
gue no han sido identificados, conociéndeose de ellos s6lo  su
peso molecular, su punto isoeléctrico y su ubicacién nuclear o
citoplasmatica (47).

Hasta la blastulacidn, cuando se diferencian la masa celular
interna del trofoblasto, los cambios de ex%wesién génica en el
cirso del tiempo no se observan & través del espaciec; por 1lo
tanto, se trata de una diferenciacitén temporal, en gue las
céliulas se distinguen de sus progenitoras oy no de una
diferenciacién espacial, en que las células se distinguen de
células contemporaneas en diferente localizacién. La

diferenciacién temporal se comprueba comparande eventos del

desarrollo inicial y el andlisis se dirige a los mecanismos gue
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regulan el orden temporal o dicho de otra manera; se analiza el

"reloj del desarrclloeo® gue sefala cudnde debe ocurrir cada
evento. Los eventeos iniciales — como divisién celular,
regionalizacidén, compactacién - se comparan por referencia a lo

gue en este campo se denomina patron de sintesis protéica gue
describe el resultado final de la exprecsién génica teniendo en
cuenta los cambios m&s destacados.

lLos cambios generales en el patrén de sintesis protéica
son muy parecidos entre las distintas especies estudiadas y  se
encuentran escasas diferencias entre ratones, conejos Yy
humanocs (16,115)3; pero debe tenerse en cuenta gue los estudios
M&s acuciosos se han limitade al primer y segunde ciclo
celular del embridn de ratdn.

Durante el estade de 1 célula hay poca o ninguna sintesis
detectable de RNA (94,119) y la enucleacidén fisica o quimica
no afecta algunos de los cambios moleculares gue hian sido
reconocidos antes del estade de =) células

(15, i, 46, 91, lai, 114). Estas observaciones sugieren

ey}

que dichos cambrtios peodrian ser regulados exclusivamente a
nivel postranscripeional, presumiblemente nutilizando
componentes maternos heredados del ovocito. Asi, el
ovpcito madure ovulado, puede considerarse una
celula altamente especializada, preparada para operar el
mecanisme del control postranscripeional gque gobierna el
desarrollo del estado tempranc de & células. Este mecanismo
podria entrar en operacidn por la fecundacidén y producir

cambios moleculares y morfolépgicos que conducen a la primera

divisidn celular y a la activacién del gencma embriénico.
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Durante el segundo ciclo celular, siempre en el ratén,
ocurre la transicion del control del desarrollc desde el
gernoma materno al embridnico (94), con lo gue el control del
desarrollo deja de ser sélo postranscripcional, comc en el cicle
anterior, pasando = depender también de loe cambios
transcripcionales. Se ha establecide gque la activacidn
trancscripocional procede en dos fases. La primera, sensible &
g-amanitina, ocurre una hora decspués de la primera
segmentacién y causa la sintesis inmediata del complejo
de polipéptidos de peso molecular de 68/70 Kd
identificados comoc hsp (8), la cual ez independiente de la
replicacidn del DNA (45). La segunda fase de actividad
transcripecional ocurre 8 & 9 horas dezpués del clivaje,
durante G&, causando  un importante cambio en la sintesic
protéica que es necesaria para la segunda divisidn de

1, 35). Los cambios en esta segunda fase son

[

segmentacion (13,

independientes de 1la replicacién del DNA inmediatamente
precedente (segunda replicacién), (13, 9&); sin embargo,
experimentcs con  inhibidores de la sintesis de DA Ccomo
fluoro-desoxiuridina y afidicolina muestran que esta segunda

faze tiene un requerimiento absolutc de 1la primera replicacién
del DNA (la fase S del ciclo precedente), aungue la primera

divisidn celular sea innecesaria (45).

Rlrededor de un 42 % del RNA maternc presente en el huevo
ovulado es degradado en el estado de & células y otro 3I0% lo
es en el estado de blastocisto tempranc (6).  Después de un

pequefo aumento inicial siguiendo la fecundacién, el total del

contenido de poli R decae alrededor de un 7@% durante el




estade de & células tardio, seguide por un aumento aproximade

de 5 wveces entre el estado de & células y el estado de
blastocisto tempranc (74, 94). El aumento en el contenido de
poli A desde el estado de & células en adelante coincide con
14T aumento similar en el contenidec de RNA total, come
recultado de wuna mayor velocidad de sintesis del RNA
embridénico, ¥ de un aumento de &alrededor de ©§ veces de le
estabilidad del mensajeroc embridnico durante la transicidr
mérula-blastocisto (19, &@, 66, 74, 94). Aungue el mRNE

embridnico recién sintetizado aparentemente de cuenta de sdélcoc

AT tercio del RNA poliadenilado presente al final del estadco
de & células (1) vy la cantidad de ®mRNA sin poli = es
decconccida, ne hay evidencias directas para un voel del mRNA

materno durante estados mis avanzados.

El wso de las técnicas de DNA recombinante ha demostradc
la existencia de mRNMA de actina y de histona H3 en el hueve no
fecundado. Estece mRNAs disminuyen notablemente en el estado

de & rcélulas tardias y desde el estadc de 8 células al estadc

de blastocisto se observa un progresivo aumento en s
contenido por  embridn, aungue proporcional al nidmero  de
células. RAdemas, el mRENAR de actina es parcialmente degradadso
en el estado de 1 célula y cae cerca del limite de deteccién
en el ecstado de 2 células tardio, mientras gue el mRNA de
hipoxantina fosforibosiltransferasa no muestra ningin cambioc
en el embridén de & células inicial y declina durante el
estado de & células avanzado. De estos resultados se concluye
gue cada mRNA tiene su propio patrdn de cambio, expresado en

la 1longitud de la cola de poli A y en su degradacion, durante
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el periodo de conitrol materno de la sinieszsis de proteinas Yy
que en general, los mRNAs maternos remanentes en el embrién de @&
célnlas temprano son degradados a bajos niveles en el estado de
2 células tardio (35, 29, 88).

Una serie de fentdmenos celulares han side invocados para

dar cuenta de los cambies moleculares iniciales y en estados

mas avanzados del desarrocllo preimplantacional. Entre egllos
destacan lag divisiones celulares, las divisiones nucleares,
la relacidn ndclec/citoplasma, el tamsfio del embridn vy el

nimero de células.

Si el clivaje de un huevo de ratdén fertilizado es  inhibide

con citochalasinag, este se hace tefraploide durante el
siguiente dia de cultivo. Sin embargo, el patrén
electroforétice bidimensional de las proteinas gue estos
embriones sintetizan coincide con el de los embriones

controles, 1lo cual sugiere que la traduccidén estado especifica
en estos embricnes es independiente de la divisién y de las
interacciones celulares (92). Si los husvos fertilizados SOn
continuamente expuestos a afidicoline, el clivaje vy la
replicacidén del DNA son inhibideos, manteniéndose la sintesis
de proteinas como en los huevos fecundados 3 sédlo unos pocos
pelipéptidos nuevos aparecen después de un dia y en los diac

siguientes estos huevos detienen completamente la traduccién.

Eetos resultades se han interpretado comoe evidencia de uri
control de la <{raduccidn estado especifico que es
dependiente de replicaciones de DNA y no lo es de un reloj
citoplasmaticos pero eg  nmuy dificil descartar un efecto

inhibitorio inespecifico de la afidicolina sobre la sintesis
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proteica en tratamientoe tan prolengados (33).

i se hacen quimeras de &, 4, B8 y (& embriorec con 2 dias
de desarrollo, modificandose el numero de células, las
interacciones entre ellas y el tama¥o del embriérn, no se altera
la activacidn de los pgenes embridriicos de LDH, lo cual

sugiere que ningurio de estoe factores modificarian la expresién

de estos genes (1&2).

En embriones de Xenopus laevis = ha mostrado que una
determinada razén nlcleo/citoplasma e requerida para los
eventos de transicion de mérula & blastula y para la
activacidn del genoma embridnico (84}, También se ha
encontrado ern el desarrcllo temprarc de Dresophila, gue
cuatro ciclos antes de la divisidn del Gblastodermo terminal,

la razén ndclec citoplasma determina, =z través de la duracién

de los cicleos mitétices, la transcripocién en el embridn (89).

Ern  hueveos de ratdén, la r&zdn niclec/citoplasma  ha sido
modificadsa por extraccion o inyeccién de citoplasma o por
biseccidén de huevos para dejar ambos pronlcleocs en la mitad
del citoplasma. Cuande el patrédn electroforético de las
proteinas sintetizadas es analizado por electroforesic en

geles bidimensionales se observa que lcs embriones bisectados
de & y 4 células con razones nicleo/citoplasma doble vy normal

expresan patrones de sintesis de proteinas eguivalentes a los

de los embriones controlecy; tampoco se rodifica la expresidén
del antigeno de superficie estado especifico SSEA-1, el cual
aparece normalmente en el estade de £-8 células. Estos
resultados se¢ han interpretado come gue la actividad génica

caracteristica del estado, en el ratén es independiente de 1la
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razén niacleo/citoplasma (9@).

Ademés de los cambics moleculares temporales que hasta
agui se han descrito occurren cambios mclecuilares espaciales,
los gue son coincidentes con las diferenciaciones celulares
observadas por primera vez en el blastocisto. Cuande S E
estudian las proteinas  del trofokbklasto, aislado por
microcirugia, y las de la masa celular interna aislada por
inmunccirugi&, se observa que cada wuro de estos tejideos
contiene algunos polipéptidos comunes y ctro:z exclusivos. Los
polipéptidos exclusives de la masa celular interna aparecen en
morilas de 3,59 dias de edad, ubicados en las celulas
internas del embrién. Cuando grupos de células internas son
aislados por inmunocirugia Y cultivados in  vitro, sS0n

capaces de generar las proteinas del trofoblacsto, revelando

asi las propiedades de regulacidn embridnica caracteristicacs
de la maca celular interna. Estos resultados sugieren
gue la diferenciacién celular observada en el blastocisto

empieza por lo menos en el estado de mérula y que las células
internas de ésta morula se diferencian en las células de la
maza celular interna, aungue dicha diferenciacién sea
reversible (41, S8, 116).

Hasta ahora no se han identificade loe agentes causales de

los cambios moleculares espaciales y temporales que ocurren en

el desarrcllo preimplantacional del embrién, peroc en general
se ha propuesto que estos cambios estarian dirigidos por um
programa de desarvolleo probablemente ubicado en el DRNA

nuclear.
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. CONSIDERACIONES GENERALES E HIPOTESIS DE TRABARJO

Los fenédmenos gque ocurren durante el desarrollo inicial
han sido seleccionados, analizados y sgrupado: en una tesis
general, no siempre explicitsa, gue sostiene lo csiguiente: el
desarrollo es una secuencia lineal de eventos relacionados
entre si por un programa genético que los ordena
temporalmente.

Hay evidencies experimentales y argumentos tedricos para
sugerir que dicha tesis no ofrece una explicacidn czatisfactoria
del desarrcllo (ver Apéndice II).

Comeo a&lternativa a las ideas arriba analizadas se puede
plantear gue los distintos eventos del desarrollo se inscriben en
una red (o malla) de relacionaes causales con caracter histérico.

.

+

El card&cter gerneral de ectos conc

)]

i

fu} alternativos impide

e uedan ser robados experimentalmente, sin  embargo al
7

entender el desarrolle inicial de wmamiferce comc un  proceso
histérico — por oposicidn a programatico — de relaciones causales
reticulares - por oposicidén a relaciones causales lineales -,

pedria predecirse gue la actividad génizca contreola distintos
procesos del desarrollo los que & su vez medifican la actividad
génica.

Hay muchsas demostraciones experimentales de que los procesos
de actividad génica regulan distintos eventos del desarrollo (27,
33, 4, 82), y recientemente también se ha acumulado una gran
cantidad de informacidn que sugiere la relacién inversa: los
contactos y cambios de forma celular modularian la actividad
génica.

e ha observado que distintos tipeos celulares, como células
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Hela, fibroblastos 2Te, células T, condrocitos, célulae gliales,
o hepatocitos, sintetizan una variedad de productos génicos (c-
myc, c©-fos, rRNAc, mRNA de actina, receptor de interleuguina Z,

protecglicanos, mRNA de glutamina sintetaca, etc.) dependiendo de

1

los contactos © la forma de las células (11, 28y By B3x 97,

o
3y =

r

117). Se ha sugerido que en el mecanismo de estocs procescs
paerticiparian elementos del citoesgueleto los que dependiendo de
s estructura o composicién regularian la biosintesis de
proteinas (3, 72, 87).

Sobre la base de 1los conceptos alternativos nos apoyamos
para proponer dos explicaciones gue podrian dar cuenta de los
cambics en sintesis de proteina gue ocurren después de la
compactacidon del embridn de ratdn.

1) Los cambics de sintesis protéica sonm modulados por les cambios
de los contactos o de la forma celular que se observan en la
compactacidn.

Z) Los cambios de sintecic protéica son modulados por actividades
nucleares y en especial por ciclos de replicacién del DNA.

Con el cbjeto de analizar experimentalmente estas
proposiciones estudiamos los cambios en la sintecis de proteinas
de los embriones después de la compactacién, tante en condicicres
normales como en aguéllos en gue se ha inhibide la compactacién

{explicacidn 1), o de los ciclocs de replicacién del DNA

(explicacidén 2).
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MATERIALES Y METODOS

I. MATERIAL BIOLOGICO.

1.1 Obtencidén de embriones preimplantacionales.

Hembras de ratén de €& & 8 meses de edad de la cepa CF1

(adquiridas en el Institutoc de Salud Pablica) fueron inducidas a

superocvular con  una irnyeccidn  intraperitonesl de 4 UI  de
gonadotrofina de suero de yegua prefacsa (Sigma), seguida 44 R
decspués por Una inyeccidn intraperitoneal de S UI de
gonadotrofina coridnica hurmana (Sigmal. Las hembras se cruzaron
conn  machos Swissz-Rockefeller o con machos CFL. Se reconocid la
fecundacidén por la presencia del tapédn vaginal. Las hembras
fuercern sacrificadas por diclocacién cervical y se expuso la via
genital para aislar el oviducteo o el dterc. Se recelectaron
embriones de 1, &, 4 y 8 células y mérulas avanzadas por
perfusidn de los oviductos, o blastocistos por perfusién del
dterc, con medio Piggers (1&) suplementadc con 4 mg de BSA por
ml, Fara determinar ls edad de locs embricnes se definié como
inicio del desarrolloc la hora @ del dia en que se ochservd el
tapén vaginal. Embriones de 1, 2, 4 y & células, méritlas
avanzadas y blastcocistocs de 2 edades distintas se colectaron a

&, 36, 5@y, S6, 28 y 928 horas de desarrolle

ri

las 12,

respectivamente.
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Composicidén del mecio Biggers (12).
NaCl 94,%% mM; KCI 4,78 mM; HHzeFDs 1,12 mM; MgS0, 1,12 mM; NaHCOs

25,27 mM;  Piruvatc de Sodio @,25 mM; actate de Calcio 1,71 mM;

A

Lactato de Scoio 21,598 mhMj; Glucosa 5,56 w3 Fenicilina 12Q. 222

r

Ul/mly Eetreptomicina 2,050 mg/ml.

1.2 Obtencién de ovocitos
Hembras inducidas a superovitlar ccomo ¢e describid en el
parrrafo anterior fueron sacrificadas 22 & 26 horas después de la

inyeccidér de gonadotrofina coridnica humarn

L]

Se perfurdid el
oviducto con medic Biggers y los cimules liberados gue conteniar
los ovecitos se incubaron con 0@ pg/ml de hialuronidasa er

Biggers para despojarlos de las célul foliculares, LLos

1
Ut

ovoritos fueron lavados y cultivados en Biggers suplementado con

albimina en la misma forma que el reste de los embricnes.

1.2 Cultivo de embriones

Loe embrionec cbtenidos en 1

r
o

distintos estados
preimplantacionales se cultivaron con microgotas de medio Biggers
con albdmina bajo aceite mineral & Z7°C ern una atmésfera himeda
‘con 2% de COs durante distintos periocdes de tiempo segin el
protocolo experimental. En alguncs casce la microgota contenis
ademAds uno de los inhibidores ensayados.

Los cambios morfogenéticos, como compactacidn y
blastulacién, fueron observados bejo n microscopio

estereoscoépico en la misma capsula de cultivo. Los embricnes




fueron sincrenizados y seleccionades segar la compactacidn, comc
«¢ describiréd er la seccién Resultados, por lo cual, en las
seviec experimentales se expresa el tiempz en hores desde la
compactacion (RCY), gque es el tiempo contade después gque ha
ocurvido la compactacidn en el E@% de los embricnes controles.
Los embricnes =ze fotografiaren en un microscopioc Zeiss usando

6ptica de Nomarchki.

1.4 Sincronizacién de embriones

Fuesto gue wunoc de nuestros objetivez eg relacionar el
proceso morfogernético de la compactacién (Fig. la, B) con los
cambios en el patrdén de la sintecis de proteinas, hemos diseviadco

diversos métocdosz cuya

[t

ventajas e inconvenientes hemos comparado
sictemdticamente con el propésito de establecer el método dptimo

para sincronizar precisamente los embriones en esa etapa del

(6]

gdesarrollo.

Cuando =ze extrajeron los embriones, & las S5-6@ horas post
coitum, provenientes de wun  grupo de hesbras gue han sido
inducidas csinultdneamente & superovular vy sE observd el
porcentaje de erbriones compactados, se comprobd gque el lapso de
compactacién de la poblacién, es decir, el tiempoc gue transcurrid
entre gue se compactan los primeros y los dltimos embriones, fue
de © & & horas (Fig. j Hug Este lapso ec funcidn del tiempo gue
demora en compactarse cada embridén y también de la asincronia en
el desarrclle de éstoes. En vista de gue un lapso de compactacién
de la peblacién mucho mayor que el lapso de compactacidn de cada
embrién podia introducir cierta ambiguedad en las observaciones,

disefiamcs tres métodos de sincronizacidén con el propésito de
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acortarlo, cuyce resz.ltados se informan a contiruacién.

1.4.1 ©Sincronizacién por seleccién de los embriones por
compactacién en un lapso determinado.

Dbservande la compactacidén de embriones proveniente de
hembras superovuladas se comprobd que a las £ horas desde gue se

compactaron los primeros embriones se habia compactade entre un

(&Y

@y 7% de la poblacidn. La sincronizacidn consistid en

(0]

eliminar los erbriones To compactados e gce plazco
(aproximadamente ur 4@/, Fig. 1d). En esta serie se realizaron 7

encayos independientes con un total de 87 embriones.

l.4.2 Bincronizacién de los embriones segun el momento de 1la
segunda divisién celular,

En embriones obtenidos de hembras ovuladsas en el estade ds
dos célular tardic (4@ horas post coitum) se observéd la aparicién
del estado de Z células al produciree la divisidén de uneo de los
dos primercs blastémeros. La sincronizacidn consistiéd en
selecciconar los embriones en los gue el estade de 2 células habia
ocurrido en el plazo mé&ximo de una hora. Ecstos se cultivaron in
vitre hasta el estado de 8 células y ¢ obeervd la compactacidn,
encontrandose que el lapso de compactacidén de la poblacién fue de
aproximadamente & horas (Fig. 1e). En esta serie se realizaron S
ensaycs con un total de E@ embriones. ARun cuando el métode
sirvidé para sincronizar el desarrollo, el porcentaje de embriones

que se divide en el plazeo fijado corresponde solamente al 2@ =

22% de la poblacién.
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Figura 1. SINCRONIZACION DE EMBRIONES. (a)} Embrién de 8 célul
no compactado; (b)Y Embrién de 8 células compactado. Diamet
aproximado del embrion incluyende zona pelicida 79  pm. o
ordenada: % de embriones compactados; abscisa: tiempe relativo
momento de la compactacion; {c) Compactacién en una poblaei
asincrénica de embriones; (d} Compactacién de una poblacién
embriones sincronizada pov eliminacién de los embriones
compactados en £l lapso de 2 horas; se realizaron 7 ensayos ¢
un total de 83 embriones. (e} Compactacidn de una poblacidén
embriones sincronizados por celeccion de los embriones en los ¢
pourre la segunda segmentacion  en el lapso de 1 horaj
realizaron S ensayos con un  total de 30 embriocens. |
Compactacidn de una poblacién de embriones provenientes de

sola hembraj se realizaron 3 ensayos con un total de

embriones.
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1.4.5 Sincronizacién por utilizacién de los embriones obtenidos
solamente de una hembra.

Observando la compactacidn de embriones proveniertes de cacs
B

.
m

hembra por separade encontramecs que el tiempo cde compactecién

cada grupc fue alge mayor gue & horas (Fig. ig). FPara ezteac

cbhservaciones realizamzs 2 ensayos con ur totel de 4@ embriorec.

i

FRunque este métode de sincronizacién de la compactacicérn

m
"

eficaz, el ndmero de embricnes provenientes de una sola hembra

m
i

mily EesSCaso (1% a 2@ embriones) e insuficiente para algun
g

(a]
al

experimentos.

Er base & estas comparaciones elegincs el métode 1.4.1, 1z
sincranizacién por seleccién de los embriones compactados en ur
lapsc determinado, ya gue ademas de ser de féaril realizacidés
entrega wun ndmerc suficiente ce eabriones sincrenizados para
niuestros experimentos de marcacidn de proteinas. Hemos adoptad:
una medide de tiempo, denominada horas de compactacién (KC) gqus
se basa en definir come hora @ (BRC) el memento en que hs
compactado el SU% de los embriones controles sincronizados por el

métode 1.4.1.

1.5 Inmunocirugia (1@28) de Blastocistos

Blastocistos de aproximadamente 68 horas de desaroll:
fueron incubades a 27°C por 2@ minutos en S pl' de Biggers cor
BSA m&s S@ pl de anticuerpos monoclonales, luege fueron lavados
en Biggers con albimina e incubados, por 4 minutcs & 37°C, en S¢
ul de Bigger BSA mé&s T pl de complemento. Una vez que se gbservé
la lisis de las células de trofoblasto, las macsas celulares

internas fueron lavadas en Biggers para eliminar los restos de
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celulas trofobldsticas. Les anticuerpos Fcnoclonales, cedidos por
Maria Inés Becker, fueron obtenidos por inmunizacién de ratonec
con células de teratocarcinoema y seleccicrados por su reactivider

cruzada con embriones preimplantacionalss de ratén.

i.6 Tratawientos de los embriones

En todos los tratamientos con inhibidores, los embriones ques
nabian sido cultivados en medio Bigpgers normal fueron lavados P
aproximadamente 1 minuto en Piggers gque contenia el inhibidor y
luego ocultivados en microgotas del wmismo medio bajo aceite
mineral en las condicieones descritas. La viabilidad de 1las

celulas después de cada tratamiento fue comprobada con la tinciér

vital de eosina amarillenta.

1.6.1 Inhibicién de la compactacién

La compactacidn se modificé con les ciguientes agentes, cuyo
mecanismo inhibitorie es explicado ern la seccién Resultados:
EGTA, citocalasina D (CED), concanavalina A (Con A), alfa
lactalbimina {(a-Lal.

En el tratamiento con EGTR se wveenplazéd Ca®+ por Na* en el
medio de Bipgers suplementado con albdmina. 8Sin embargoe, debido
a las trazas de calcic que contaminz muchos reactives, esta
sclucién de Riggers sin Ca®+"tiene adn alrededor de 9 pM de
calecio  (Apéndice 1), le que es suficiente para permitir la
compactarcidén, adn cuande ésta sea retardada. Al agregar ECGTA a
este medio, fue guelade el calcic contaminante dejando asi un
medic en gue los embriones no se compactan o se descompactan si

estaban previamente compactados.
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Se¢ probaron distintas concentracicrnes de EGTA y se& encont:

que la viabilidad de los embriones disminuia a concentracion:

"

sobre 1 mM y ue la velocidad de dezcompactacién disminuie

n

cencentrazicnes bajo @,5 mM. En definitiva se wsé @,5 naM e
EETA, solucién en la cual una poblacién de embriorec recién
compactados se descompacta en menos ce 1| minute Yy Mo causa muerte
celular en cultives de hasta &4 horas.

En el tratamiento con CCD se wusé @,5 pg/ml, e era la mercr
cencentracidn que inhibia la segmentaciér (54). La incubacién
con Con A fue hecha con 10@ pg/ml segin Reewe (99).

Enn el caso de oa-La, gue ha sicdo decorito como inhibideor de
la adhesién en teratocarcinomas {51 ; se usd un B,&% en Bipggers
gue tenia € o 4 mg/ml de albimina. No encontramos diferencias e~
la compactacién o blastulacidén entre esta:z dos concentracicnes de
I

albidmina, por lo gue en los siguientes experimentocs usamcs ©

mg/ml.

1.6.2 Inhibicién de la actividad nuclear

Las actividades nucleares inhibidas fueron la replicacién vy
la transcripeoidén.

La replicacién fue inhibida con Zy% pg/ml de afidicolina
comc describen Spindle y colaboradores (122). Nocsotros
comprobameos  que la droga inhibia totalmente la incorporacidén de
BH-timidina en blastocistos.

Fara inhibir la transcripcién se ucaron dos concentraciones

de oa—-amanitina, 1 y 15 pg/ml, que han sido utilizadas como

inhibidores de las RNA polimerasas I1I y II + III respectivamente

(73, 1@@). También se observé, midiendo la incorporacién de 3H-
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timidina al DNA, si los tratamientos con g-amanitina modifiéaban
la replicacidn.

Durante estos dos tratamientos de inFibicidn de la actividad
nuclear se observé 1a morfologia de l:: embriones tratadns al
tiempo en que los embriones controles se compactaban o

blastulaban.

c. MARCACICONES IN VIVO
.1 Marcarcidn de proteinas

En cada uno de los tratamiento: los embriones fueron
incubados bajo aceite mineral en microgotes de 20 pl de Biggers

que contenia & uCi/pl de 2=G-metionizz (actividad ecpecifica

1a@a—1490&% Ci/mmol, Rmersham). Para gelzs unidimensionales se
incubaron grupos de <S¢ embriones durante & horas y para
bidimensicnales grupeos de 40 embriones durante 4 horas. Después

de la& incubacidén los embriones fueron lavados varias veces en
medio Biggers a 37°C para eliminar la alStmina del eultivo ¥
puestos en grupos de S a 7 embriones en 1@ pl de Tampdn de
miestra para los geles unidimensionales y en grupos de 3@ a 4@
embriones en ig #l1 de Tampén de lisis para los geles
bidimensionales. Estas muestras fueron cuardadas & —7@°C hasta

el momento de usarlas.:

.7 Marcacidén de DNA

Grupos de 42 embriones en estad: tempranc de 8 células
fueron incubados bajo aceite mineral en gstas de 5@ pl de Biggers
con 1 pCi/ml de 3H-timidina (actividad especifica de 2@ Ci/mmol,

Amersham) durante 24 horas en cada unc de los tratamientos. Al
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Tinal de la incubacién los embriones fueron lavados y TfTijados
sobre portacsbjetos por la técnica de secado al aire (111). Para
el andlisis de la sintesis de DNA ver seccién 3.2 de Materiales y

Métodos.

3. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS MARCADOS
3.1 Andlisis de l1a sintesis de proteinas
Z.1.1 Geles unidimensionales

En ensayos preliminares se hicieron geles de peoliacrilamida-—
SDE (68) en gradientes de 7 a 15% v se determing e la mayor
cantidad de proteinas de embriones preimplantacionales podria
resolverse en geles al 1@%.

También se compard la resclucidn de geles convencionales de
15 om con minigeles de 7 cm, encontrandose que ain cuando los
peles de mayor tamafie eran m&s resolutiveos la diferencia no  era
significativa en cuanto al patrén de sinteszis de proteinas.

lLos geles unidimensionales ue méds frecuventemente usamos
fueron geles de poliacrilamida—5DS al 18% de 9,04 cao de 2ENEE DTy,
Syd om el gel separados y 1,5 en el gel concentrador.

Las muestras gue habian sido congeladas en Tampédn de muestra
fueron congeladss y descongeladas por 3 veces, denaturadas povw
ebullicidn durante § min y corridas en el gel a 1@ V y 15@ V por

-

aproximadanente & horas.




Tampbon de muestra
Tris HC1 B,R&23 M (pH 6,8); DS 2%4; Z-mercaptoetanol &%4; glicercl

1@4; aznl de bromofenol @,0@2%.

Junto con las muestras se corrid un  patrdén de proteinas
pretenidas: af—-macroglobulina, 188 Kdy GR-galactesidasa, 116 Kdj;
fructosa-6-P-gquinass, 84 HKd; piruvato guinasa, 28 Kds  fumarasa,
48,5 Hd; deshidrogenasa lactica, 36,5 Kd; tricsa-P-isomerass,

Sb, 6 Kdy (Sigma).

3-1.2 Geles bidimensionales

La primera dimenisidn se corrid, con algunas modificaciones
ce la técnica de O'Farrell (86}, en tubos cilindricos de 12 com de
largo v 8,3 cm de di&metro interior. Los tubes fueron lavados en
mezcla sulfoordmica, agua destilada, etanol y secadcs al aire a
temperatura ambiente; luepo se llenaron con la mezcla para
isoelectroenfoque, la gue se dejo polimerizar por aproximadamente
15 horas cubriendo la parte superior del gel con agua destilada.

Despues que el gel polimerizd se retird el agua de la parte
superior y se reemplazd por Tampén @ durante 1 hora, lilego se
aspird este tampén vy se equilibrid con Tampén de lizis (2@ pl?
mas 1@ pl de agua durante coira hora.

Se lavé con agua y se colocd en la cdmara de electroforesis

coen HaPQ, 1@ mM en cdmara inferior (polo pesitive) y NaOH 2@ mM

en la superiocr {(poleo negativo). Se cargaron 25 pl de Tampén de




27
lisis y se precorrié 15 min a 282 V, 32 min A%V oy B rin &
42 v, Después se retird el NaOH de la cémara superior y ss
cargt¢ la muestra, previamente congelada y deccongelada por tres
veces, culriéndela de 1@ pl de Tampén 0. Se rellendéd la céarars
supericor con NaOH y la electroforesis se corrid a 325 V por 16

horas y 8@@ V por una hora.

W

Después de estas operaciones, los geles fueron egquilibrades

por daes periodos de 1 hora en S ml de Tampén de muestra-Sho.
Algunos geles fueron guardades en este Tazpén a —o@e(.

La segunda dimensidn se corrié en un gel de peliacrilamidsza-
808 de 8,8 cm de grosor, compuesto por un gel separador de 1% y
un gel concentrador de 4% de 1@ y 4 com de largo respectivamente.

Bl gel de la primera dimensién fue sellade sobre el pel
concentrador con agarosa al 14 en Tampdn de puestra-5DS.

La electroforesis se coymrid & 28 mf por alvededor de &

horas.

Mezecla para iscelecircenfoqgue

Urea (Merck) 2,73 0j acrilamida £8,38%-bisacrilamida 1,524
(Riorad) @,67 ml; Nonidet F-4@ 10% (Sigma) 1 mlj anfolitos (pH 5-
&, Sigmal, 2,2 mly anfolites (pH 3,5-10, Eigmna), 0,98 ml de
agua, 2,85 ml; Temed (Merck) 3 ply persulfato de amonie 10%

(Merck) 5 pl.




Tampdén O
rea, 9 M; anfolitos (pH 5-8), @,8%; anfelitos (pH 3,5-1@) w, =%

c-mevcaptoetancl (Sigma) 5%

Tampdn de lisis
Urea, 9,5 Mj; anfoliteos (pH 5-8) 1,6%; anfolitos (pH 3,5-1@),

g, 2% 2-mercaptoetancl S%; Nonidet P-40 &%,

n

Tampdn de muestrs— SDE
8sD&, 2, 3% E—mercaﬁtaetanol, %3 glicerol, 1%y Tris HC1 (pH

&,8), 62,5 mM.

3.1. % Fluorografia de geles

Los geles uni o bidimensionales fueron puestos en Acide
acético pr dos périodos de 3¢ min cada uno, luepgo en 4 volidmenes
de PFO (Sigma) en &cido acético al E2% (w/w) por 3 horas vy
finalmente colocades en agua por 1| hora (14).

Los geles se secaron entre hojas de papel celofan a 4@eC por
alrededor de 3 heras y se expusieron a una pelicula de rayos X
{Kodak X-Omat R} a —-Z@&-C.

La exposicidn a la pelicula de rayos X se realizé por

distintes periodos de tiempo para encontrar el tiempo éptimo.
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3.1.4 RAndlisis de geles unidimensionales
Los geles fueron revelados por las té-nicas convencionales ¥

se midid la absorbancia de las bandas cc- un densitdmetro Belman

ACD--15.

Faira hacer L7 an&lisis cualitativoe del patridn
glectroforético total se analizd la incorporacién de =955
netioninag & algunas proteinas definiczas por sl migracidn

electroforética, para estas proteinas sz compard su Area en el
densitograma en relacién con su  Area total, analizando las

variaciones de estos valores con el tiesse de desarrollo y cads

uno de los tratamientos (para detalles vézse Rpéndice ITI). E1
analisis de estas proteinas tiene wvalor séle como  uma
representacidn de los PASGoS dist:ntivos del patrdén
electroforético total, pov 1o que no  hemos hecho una

interpretacién de los resultados obtenidos para cada proteina por

separada.

3.1.5 An&lisis de geles bidimensionales

La pelicula de rayos X  fue reveladeo por las téonicas
convencionales después de exposiciones wariables al gel por 3 a
60 dias. Como el patrén electroforétics +total observade por
series bidimensisnales resulta de uns gran complejidad nosotrcs
analizamos las proteinas  individuales sintetizadas. Fara el
analisis de las proteinas sintetizadas por los controles las
placas (de 3 a 4 para un mismo tiempe de desarrcllo) fueron
copiadas en transparencias y luego sobrep.ecstas para eliminar los

polipéptidos que no estaban presentes en todas. Con este

procedimiento se eliminaron cerca de 3@ czrcas de un total da 170
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gue &parecian en los controles. Las 148 proteinas  restantes
sirvieron para construir una matriz con la que se compararon las
transparencias construidas de cada uno de los tratamientos (2 a 3
placas para un mismo tipe v tiempo de tratamientor.

For este procedimiento sélo detectamo: presencia o ausencia
de proteinas. La presencia de una determinada marca indica una
cierta proteina gque fue sintetizada o gue se desplazé en el gel
por  haber sido modificada postraduccionalaente. La ausencia de
una marca  indica gue esa 'prnteina ha sido modificada
postraduccionalmente dejando de ocupar su lugar original en el
gel o gue la velocidad de su sintesis e¢ muy baja. En lps caszos
en que se observt una gran disminucién de proteinas con algin
tratamiento, el tiempo de exposicién del pgel fue aumentado hasta
12 veces el tiempo del control para debtectar las bandas menos

intensas.

Zel.6 An&lisis de la incorporacidéon de 355-Metionina

Los embriones fueron incubados en ==S-petioninma como se
describid anteriormente, lavados y congelados-descongelados por 3
veces, disueltos en una base orga&nica en un medic de tolueno
(NCZ, Nuclear-Chicago) y contado en FPO/FDPDR disuelto en toluenc
en un confador de centelleoc B por 8,9 minutos con une eficiencia

de alrededor de 7@%. Cada experimento se hizo por triplicado.

2.2 Andlisis de la sintesis de DNA
Los embriones incubados con 2H-timidina fueron transferidos
a 8,5 ml de citrato de sodio (8,5%) por £ & 5 min, puestos en un

portacbjeto y fijados en &1 con metanol/acido acético (Zsl),
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luego se secaron &1 aire y se lavaron a 40 en 1@8% de Acido
triclorcacético (169}, Despiiés de ésto &e expusieron a una
gentlsidn fotograftica (KHodak NTE-2) y  fueron guardados en uéa
cdmara oscuwra con desecante por £l tiempo adecuado.

El reveladoe se hizo por las técnicas convenclionales. Les
nicleas fueron tefides con azul de tolnidina, deshidratados en

una serie creciente de etanol, xilol y montades en FPermount para

microscopia de luz.
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RESULTAPOS

1. Sintesis de proteinas durante el desarrolle preimplantacional
Durante el desarrolleo preimplanteacional se han descritc
cambios en el patrém electroforético de la sintesis de proteinas
que coinciden con cambios en la wmorfogénssis vy diferenciscidn
celular {(vease Introduccidn). Foyv lo tanto, uno de muectiros

rimeros pasos fue reproducir estos resultados ara validar loc
= ’

resutltados ajenos y  establecer un control general de los
experimentos gue se harian a continuacisn. Ademas, guisimos
poner & prueba nuestra téonica de geles unidimensionales

procurando distinguir los patrones de sintesis de proteinas de la
masa celular interna y el trofoblasto, cuyas diferenciss sélo ss
han observado en geles bidimensionales.

En la Figuwra & se observa el desarvollo preimplantacional de
raton y los cambios en el pabtrén de proteinas sintetizadas sn lo:s
distintes ecetados, que confirman los decocritos en la literatura
{(ver Introduccidn). La interpretacidn de estos patrones
electroforéticos ha sido compleja ya que se ha tenide gue tomar
en cuenta parametros como la captacién de aminodcidos exégenos,
la presencia de amincdcidos enddégenocs y los canbics en el
metabolismo vy disponibilidad de ATP que oouwrren durante este
pericdeo (l4a, &9b, 3ISa); considerando estos pardmetros se ha
concluido que después de la fecundacidén hay una leve disminucisn
en las proteinas sintetizadas, llegando a valores minimos en el
estado de & células; mas tarde, cuando el embridn tiene 4 células

4

la sintesis de proteinas empezaria a aumentar alcanzandose

valores notablemente m&s altos en el estado de blastocisto, sin
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emdarge el aumento en ecste estade depende también del mayor
transporte de amincdcidos ({(l4a). Junto con estos cambiocs
cuantitativos se han observado cambios cualitativos durante todos
ecte periodo de desarreollo: algunas bandas desaparecen en ciertas
etapas mientras que otras aparecen. Sin emnbargoe, hay gue teney
presente gue cada banda individuaal del patrén electroforético
puede corresponder a un gran nlmero de polipéptidos del mismo
pesoc molecular. Teniendos en guenta esta precaucidén en ls
interpretacidén y habiéndose lograde identificar a&lgunas de las
proteinas cuya sintesiec camhiz se ha concluide gque habrian
cambics cualitatives y cuantitatives en la sintesis de proteinas
durante el desarrolleo preimplantacicnal (8, 69).

ARderds de esta diferenciacidn temporal en la sintesis de
proteinas ocurve una diferenciacidn espacial, la gue ha sido
reconocida desde el estado de blastocisto mediante el andlisis de
las proteinas en geles bidimensionales (1i6). En la Figura 3z se
muestra un esquena del procedimiento para aislar la masa celular
interna por inmunocirugia, y en la Figura 32b se presentan en
geles unidimensionales patrones ‘de sintesis protéica equivalentes
a los publicados por otros autores en gelez bidimensionales. Se
puede observar gue tantc el  trofoblasto come la masa celular
interna sintetizan con distinta velocidad algunas proteinss
especificas, lo cual es puesto &n evidencia por el dencitograme
(Fig. 4). Nuesiro estudio se refiere a etapas anteriores a la
blastulacidén y comienza con un andlisie de los cambios temporales
en el patron electroforético de las proteinas sintetizadas. Con
ese propésito examinamos las proteinas gue sintetizan los

embriones en tiempos muy precisos del desarrolle, para 1o cual
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Figura =& ANALISIS DE LOS CAMBIOS TEMPORALES DURANTE B

—w

DESARROLLO PREIMPLANTACIONAL DE RATON. (a) Esguema de los cambic

morfoldgicos. (b) Autorradiografia de gel de pecliacri

al 1@%. Froteinas sintetizadas por embriones de las
horas de desarrolleo: A= @, B = 125 C= 263 D= 3&; E= 5@j
S, A-E: S embriones por canal. F,G: & embriocnes

Los huevos no fecundados (A) fueron tratados con hialuronidas

para eliminar las células foliculares. Fara mas

experimentales ver Materiales y Métodos.
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Figura 3. ANALISIS DE LOS CAMBIOS ESPRCIALES EN BLASTOCISTO D

RATON. (A) Esguema de inmunccirugia gque muestra el aislamient

de

A:

con células de TE lisadasy C: MCI aislada después del lavade d

B. (b) Electroforesis de MCI con procedimiento igual a Fig. 1
(C) v de TE (A)3; se muestran las proteinas enriquecidas en e
trofoblste (=) y las enriguecidas en la MCI (=). En canal C, 1

MCI; en R, S blastocistos.

l1a masa celular interna (MCI) por lisis del trofoblasto (TE)

Blastocisto intacto; B: blastocisto somedito a inmunocirugi
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Figura 4. DENSITOGRAMA DEL GEL DE LA FIGURA 2b. (a) Densitograma
de gel de blastocistoj (b) densitograma de gel de MCI. ¥ -
3
proteinas exclusivas del TE; - FProteinas enriquecidas de la MCI.

.
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sincronizamos poblaciones de embriones segun el procedimiento

desecrito en Materisles y Métodos.

]

=] Modificacidén de la forma celulars: inhibicidn de la
compactacidn

La compactacidn es un proceso compieju en que intervienen
tante componentes de la superficie celular como del interior de
la célula, los cuales operan en distintas etapas.

La participacidn del citodsqueleto en este proceso se ha
gestudiado con el uso de drogas gue afectan el estado de
pelimerizacicon de microtdabulos vy microfilamento, llegandose a
sugerir la participacidn de ambos en este procesg {ver
Introduccion). Nosotros encontramos recientemente que dwrante la
compactacidn ocurrian cambios estructurales impertantes en el
citoesguelsto. La observacidn por microscopia electrénica de
barrido de morulas reveld que largos procesos citoplasm&ticos
conectan los blastdémeros entre si. En embriones exbtraidos con
Tritén X-10@ se reconocen estas conexiones desde aproximadamente
4 horas después del comienzo de la compactacidén, alrededor de la

regidn de contacto celular, entre los citoesqueletos corticales

de blastdmeros adyacentes. Microscopia electrdnica de
transmisidng: tratamientos” ©on DNRsa. I y decoracidén con
meromiosiﬁq pesada, demuest;an que las conexiones del
citnesquele%o contienen haces de microefilamentos de actinas Sin

-

embargeo, puesto que las conexiones del citoesqueleto aparecen 4

e g

horas después que los embriones. se han " compactado, éstas no
L

podrian participar en este cambio de forma celular en sus

~ [y
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primeras etapas. Se ha propuesto, en base a evidencia
experimental dascrita wmdés adelante, gue dichas conexiones
participarian en una segunda etapa de la compactacidn. Las

observaciones resumidas mads arriba se detallan en el Rpéndice I.
Se han descrito dos moléculas de adhesividad celular, la
uvomordlina y la B*galactosiltrangferasa, gue participarian en el
cambio de forma de las células. La uvoﬁorulina se encuentra
regionalizada en las superficies de contacto y su funcidén puede
ser inhibida con anticuerpos especificos dirvigidos econtra ella.
Cuando embriones de 8 células compactados son incubados con estos
anticuerpos se observa inhibicidén de la compactacidén en una etapa
temprana y compactacion de los enbriones, adn en presencia del
anticuerpo, en una etapa tardia (48, GG4). Esto ha llevado a
proponer que la compactacion podria dividirse en dos etapas y gue
la uvomorulina actuaria en la primera. La uvomorulina une Ca®+ y
es protegida de degradacidn proteclitica por la presencia de este
ion (48}, lo cual sugiere que la unidn con Ca®+ induce algan
cambio confeormacional en esta proteina. For 1o tanto, 1a
descompactacidn de los embriones en presencia de EBTA podria
gxplicarse por la qguelacion del Ca®=*+ de la uvomorulina.
Utilizamos €]l EGTA como un inhibidor de 1la compactacidn,
consiguierdo un 18 de dinhibicidn (Fig. BSa). Este agente
descompac?ante se us6 en 9 ensayos con alvededor de 1@ esbriones

en cada uno.

-

Duranté la efapa‘rtardia de la compactacidn, gue ocurve 4 a 6

!
horas después de la temprana, se ha detectado un aumento
significativo de la actividad de;una enzima de superficie, la G-

galactosiltransferasa, que actuaria en el proceso de adhesividad
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celular (5). Los embriones preimplantacionales incubados con un

anticuerpes dirigido contra esa enzima, se compactan norsmalmente
en una primera  etapa pers 4 a & horas despres se descompactan,
probablemente por inhibicidn del mecanisdmo de la etapa tardia de
la compactacidn (S). Comp se ha demostrado en cultivo de células
(Ref.) que esta enzima puede ser especificamente inhibida por a-
lactalbimina {(a-lLa), incubamos con a—bLa un total de S0 embriones
no ceompactados en I ensayos ¥ observamos gue en la primera estapa
se alcanzaba hasta un 720% de compactacidn y gue en la segunda
etapa estos embriosnes se descompactaban (Fig. Sa)l.

Algunas de las moleculas de superficie gue participan en 1la
compactacidén contienen carbohidratos cuya  funcién puaede  ser
alterada con lectinas (99). La lectina Concanavalina A {(Con )
inhibié la compactacidn en un 128%, cuando la probamos con un
total de &2 embriones en 3 ensayos independientes (Fig. Sal.

Como se menciond anteriocrmente, otro de los componentes gue
participan en la comnpactacion son los microfilamentos de actina y
los microtdabualos del citoesgueleto. El rol de los microtidbulos
no ha side aclarado con Preeisién porque las drogas gue modifican
su estado de polimerizacidn actdan en forma dependiente del ciclo
celular (26, 44, 54, 78). En cambic se ha demostrado la
participacién de los filamentos de actina en la compactacidn.
For ihcuchion de embriones con inhibidores de la poelimerizacidn
de  estos microfilamentos, se  observa  inhibicién de la

1 b
campactacidn en embriones nocompactados y descompactacién en los

ya compactadaos (54). HemoE%trqﬁédo un total de 62 embriones no
compactados en 9 ensayos oon :if&chalasina b (£CD), observando un

182% de inhibicidén de la compactacisén (Fig. Sal.

i
1
|
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Disponemos pues de 4 métodos para inhibir la compactacidn, los
gue actdan & traveés de distintos mecanismos afectando en forma
diferencial cada una de las etapas descritas en la literatura
para este proceso morfogensdtico. Como se ha expuesto mas
arriba, a-La sdlo inhibe la segunda etapa de la compactacién pero
no se& han deserito otros efectos diferenciales entre los
tratamientos descompactantes en cuanto a etapas de compactacidn.
Hemos disefado un métode que permite analizar la cinétieca de
recompactacion y asi detectado diferencias entre los tratamientos
con EBTA y con CCD. Para ésto, poblaciones de embriones
previamente sincroenizadas fueron descompactadas con EBTA o CCD
tanto en una etapa temprana (3 hD) como en una etapa tardia (7
hC) y luego se observéd la recompactacién en medio de cultivo
normal. Los resultados con EGTA que se muestran en la Fig. Sh,
indican que el EGTA modifica las dos etapas de la compactacidn,
pero la cinética de recompactacién en la etapa temprana es méas
lenta que en la etapa tardia lo gue nos sugiere que el Cas~,

probable sitic de accidn del EGTA, actuaria en forma distinta en

cada etapa. Esta diferencia, ademds, no es dependiente de la
sintesis proteica, vya que tratamientos con cicloheximida no  la
modifican {Fig. Sib). Muestiras chservaciones sobre el
establecimiento de conexiones rcitoesqueléticas ' (véasa

b N
Introduccidén vy Apéndice I) pueden relacionarse con la diferencia
entre ambas etapas si se atribuye al Ca®+ uyn efecto de
contraccidn del citoesgueleto v a las conexiones una funcisén de

tensores. For otra parte, 4a descompactacién con CCD no produce

diferencias en la cinética de recompactacién en las distintas

etapas mencionadas, lo cual supgiere que los microfilamentos de




Figura %. CINETICA DE LA INHIBICION DE LA COMPRCTARCION Y DE LA
RECOMPACTACION EN EMBRIONES DE RATON. O~denada: % de embriones
compactados; abscisar tiempo relative al momento de la
compactacién en los controles (h). (a) La compatctacidén normal de
una poblacién de embriones sincronizados (@) fue inhibida por los
siguien%es tratamientos: @,5% mM de EDTA (&) B, 5 pg/ml de CCD
(o)3 B,2% a—la (o). Se estudiaron B3 ecbriocnes controles en 7
ensaycs, 9@ embriones tratades con EETA en 2 ensayos, O
embriones tratados con a-La en T ensayos y 68 embriones tratados
con CCD en 5 ensayos. {b) Recompactacién después de descompactar
una poblacién de embriones sincronizados, por tratamiento con 9,5
mM  de EGTA por 1@ minutos. Observe gque las mdrulas compactadas
por 3 horas (&) se recompactan lentamente degspués de un retardo,
mientras que las mérulas compactadas por 7 hrs (o) se recompactan
inmediatamente. tLas morulas tratadas con S ng/ml de

cicloheximida desde 3 hO (@) muestran una cinédtica de

recompactacion similar a la de las mérulas tardias no tratadas.
(c) Recompactacién después de descompactar en @,5 pa/sml  de CED.
Observe que las mérulas tempranas (&) y tardias (o) muestran una

cinética de recompactacidn similar. En (b)Y y () los puntos son

un promedioc de 3 experimentos con grupos de 3@ embriones.
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actina {probable sitio de acecidn de CCD) participarian en forma
samejante en ambas etapas (Fig. T,

Sobre la base de los antecedentes y observaciones sefaladas,
hemos elegido EGTA, w-la, CCD v Con A, para alterar el cambio de

forma que courre duarante la compactacidn.

.1 Efectos morfeldgicos

Adn  cuando cada uno de los inhibidores recién mencionadas
alterd la compactacidn, sus efectos morfoldgicos fueron distintos
y por lo tanto, & continuacidén se describirdn brevemente las
modificaciones causadas por cada uno de los tratamientos recién
descritos.

El +tratamiento con EGTA afectd drésticamente la forma
calular. Embriones compactadoes, tanto en la primera como en la
segunda etapa de la compactacidn, se descompactaron totalmente en
pocos minutos de tratamiento con EGTA. La forma descompactada,
tanto de ¢éstos embriones como de los embriones en los que se
impidié la compactacidn tPétéﬁleDS con EBTA desde antes que ésta
ocurriera, era distinka a la forma precompactada normal
{comparese Fig. la con Fig. 6c).

l.os embriones normales antes de compactarse presentan

células que ne son  totalmente esféricas ya gue estan algo

1!
-

aplanadas  entre sij este aplanamientﬁ no es consecuencia de la
contencién‘y mresidén de la zona peliucida, puesto gque cuando esta
se elimina los blastémeros persisten aplanados. Cuando los
embriones precompactados fueiron fratades con EGTA sus blastdémeros
adoptaron una forma mas esfériéé, sugiriendos gue antes de la

compactacidn hay una adhesividad celular suficiente para mantener
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algo aplanados a los blastémeros entre si pero insuficiente para
producir el cambio de forma celular caracteristico de la
compactacidn. Al tiempo en que los embriones controles se
coempactaron (Fig. 6a), los tratados con EGTA mantuvieron sus
blastémeros esféricos con contactos intercelulares casi puntuales
(Fig. 6c)3 esta morfologia se conservd tanto en la primera como
en  la segunda etapa de la compactacidn. Después de 24 horas de
iniciada la compactacisén los embriones controles inician la
blastulacion, durante la cual en cada blastomero se acumula
liguido intracelunlar gue luego se vacia a un espacio extracelular
comun, la cavidad blastocélica. El resultado es un blastocisto
compuesto por células externas aplanadas {(trofoblaste), células
infennas (masa celular) y la cavidad blastocélica (Fig. 6b). Los
embriones gque fueron mantenidos durante este tiempo con EGBTA no
experimentaron ningdn cambio morfolégico evidente: sus celulas se
conservaron esfericas y no se dividierony tampoce lo hicieron sus
niacless y no se observd la acumulacidn de tiguide intracelular
caracteristico de la bBlastulacién (Fig. 6&d).

El tratamiento de 1los embriecnes con cen afects la
compactacion  en una forma muy parecida al tratamiento con EGTH
ain cuando la descompactacidn con CCD  fue mads lenta y los
blastdémeros no resultaron siempre tan esféricos (Fig. 6e). FPero,
al iéualL éue en los embriocnes tra%ados con EGTA, la forma
esferpidal 1de las células se conservd durantae todo 2l
tratamiento. Al tiempo en ogue los embriones controles
hlastularon los tratados con-la droga no lo hicieron y tampoco se

observé acumulacisn de liquide “intraceluylar, pero se opbservaron

deformaciones de 1los blastémeros (Fig. &f). CED inhibe las
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divisiones celulares porgque impide la formacidén del anillo
contractil de la citogquinesis formado por microfilamentos, perao
no inhibe las divisiones nucleares, por lo que es posible
distinguir ceélulas multinuecleadas en las tratamientos
prolongados.

El tratamiento mediante Con A conservd a los embriones
descompactados, auin cuando fue posible observar algin
aplanamiento interblastomérico (Fig. eg). Cuando el tratamiento
se prolongd por 24 horas, s@ encontrd que algunos blastdmeros
estaban parcialmente deformados v se habian dividido, pero no
hiubo compactacidn ni blastulacidén (Fig. &h).

El +tratamiento descompactante con o-La sdlo inhibid la
segunda etapa de la compactacidén y la forma de los blastdmeros
descompactados aparece bastante aplanada (Fig. 61i). Mas tarde,
los embriones volvieron a compactarse, lo cual sugiere gue habria
una tercera fase de la compactacidn, independiente de las dos
primeras, gue no ha sido descrita. For los tratamientos con a-La
no  hubo cambios apreciables en la velocidad de divisidn celular,
divisidn nuclear, ni blastulacidén, observaAndose estos procesos en
forma paralela y semejante a los controles (Fig. 6j). En esta
tesis no se presentara un analisis de los resultados descritos en
relaciéh con los mecanismos morfogenéticos de compactacién y
blastulacidén, sdélo nos referiremos a ﬁu‘relamién con el patrén de

sintesis de proteinas.

2.2 Efectos en la sintesis de proteinas
Recapitulando, nuestra estrategia experimental consiste

en comparar las modificaciones del patrén de sintesis de proteina
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gue causan distintas drogas descompactantes con el propésito de
descartar los efectos gue les sean especificos y reconocer icos
efectos comunes gue pueden razonablemente atribuirse al cambio de
la forma celular.

Se compard el patrén de proteinas sintetizadas por los
embriones controles y por los embriones scometidos a cada uno de
los tratamientos descompactantes. Estas obhservaciones fTueror
realizadas & las @, 4, 7 y =4 hC en geles unidimensionales. Be
hicieron 2 geles para los embricnes controles y des geles pava
cada uno de los tratamientos.

A continvacison se expondra el analisis del pa&atron
electroforético total de 1las proteinas sintetizadas por  los
controles vy  los embriones tratados. Fara este analisis hemos
elegido en base a las medicienes densitegraficas (vease ARpéndice
11I1) 5 bandas distintivas del patrén electroToretico, lo cual nz
implica que correspondan a polipépiidos especificos de un  estade
de desartolle o a marcadores de diferenciacién celular. Es
decir, este andlisis es significative en cuanto se refiere & una
representacién del patvén electroforetico total, puesto que las
variaciaones de intensidad o el desplaramientoe de ciertas bandas
pueder deberse a meodificaciones postraduccionales de alpunas
proteinas y mne interesan aqui, si mno afectan las bandas

distintivas, & wmenoe gque' modifiguen la confipuracion del
conjunto.

En las Figuras 7 & 18 se cobserva gue el patron de proteinas
sintetizadas por los embriones conirales (C) cambio después de lz

compactacién, como se comprueba comparando los densitogramas C de

las Figuras 7, 8, 9 y 10.
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La mayoria de estos canbicos persistieron con las
tratamientos en los que se habia inhibide la compactari6on, come
se reconoce en las Figs. 7 a 12 comparande en les densitogramas
de las Figuras 7, 8, % y 1@ cada unc de lcs tratamientos: EGTR,
CCD y ow—-La. Los geles de estos tratamientos se muestran en el
Apéndice 1IV.

El eferto de Con £ se distingue del efecto de los otros
agentes descompactantee estudiados. El patrdn de electroforesis
de las proteinas sintetizadas se muestra en el densitograma de la
Fig. 11 ¢ el gel en el Apéndice IV. A diferencia de los
tratamientocs con EGTR, CCD y a—La hubo un marcado cambioc en las
oroteinas sintetizadas después de &4 horas de tratamiente por
comparacién con loe controles. Aparecieron 2 bandas nuevas, ds
las cwuales las més evidentes sonm A, C, D, F, I, K oy
desaparecieron 5 bandas de lag cuales dos (a, e) corresponden &
proteinas gue aparecian con el desarrolle noramal y las etras tres
(6, Hy K) covresponden a proteinas gue se enciientran normalmente
descde antes de la compactacidn. Cambios similares fueron
ohservados e peles bidimensicnales (Fig. 120, pero la
equivalencia no es evidente porque en estos experimentos <&
procesaron & veces mds embricnes y el tiempo de incubacion con
255-metionina fue © veces mayor. Como estos cambios masivos en
el patrén de proteinas sintetizadas Tueron inducidos soélo por Con
A y no por les otros fratamientos decscompactantes ec probable que
esta lectine no haya afectado =6lo la compactacidén, sino gue
ademds haya modificado otros proceses dependientes de receptores

superficiales activables por Con A. Tampoco podemos descartar

que estos cambios correspondan & modificaciones postraduccionales




Figuras 7-1@. EFECTO DE LA INHIBICION DE LA COMPACTACION SOBRE LA
SINTESIS DE PROTEINAS. Densitogramas de la autorradiopgrafia de
geles de embriones controles o sometidos a tratamientes
descompactantes por & horas antes de las @ hC (7)3 por 4 horas
desde las @ RC (8)3 por 7 horas desde las @ hC (9)3 por Z4 horas
desde las @ hC (1. Las proteinas fueron marcadas por
incubacién con 2=5-metionina durante las 2 ﬁltimas.horas de
tratamiento. C: control; tratamientos: 2,5 mM EGTA; @,5 pg/ml
CCDh; @,2% o-La. Para las proteinas &, e, i, 0, W, descritas en
Resultados, se indica su ausencia (f), en presencia y disminucion

({), presencia y aumento P .

Q
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Figura 1i. EFECTO DE CON A SOBRE LA SINTESIS DE PROTEINAS.
Densitogramas de autorradiografias de geles de eabriones
controles () o tratados desde antes de 1la compactacion
(aproximadamente @ hC) con 10@ pg/ml de Con A (Con) por 2 horas
(1) y por 24 horas (24). Fara las proteinas a, e, 1, 0, U,
descritas en Resultados, se indica la ausencia (1), presencia y
aumento B, presencia y disminucién (). También se indican 1los
cambios inducidos por 24 horas de tratamiento en las proteinas a,
e, A-K. Los embriones fueron marcadoes durante las & dltimas

horas con 2®=5-metioninaj se usaron 7 embriones por canal.

&

{4
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Figura 1:2. EFECTO DE CON A SOBRE LA SINTESIS DE PROTEINAS:
AUTORRADIOGRAFIA DE GEL BIDIMENSIONAL DE EMBRIONES CON 24 hC.
(a) Controlj (b) Tratado durante &4 horas con Con A 122 pg/ml..

Las diferencias inducidas por los tratamientos son sefaladas por

flechas. La incubacién con 2“4S-metionina se hizeo durante las

ltimas 4 horas.

B
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o ircluco & cegredaciones protecliticas.

L

E: resumer, & puco observar g.e ni CCD, ni a-La indujeron
canuio: detectabies en la sintesie de proteinas aan cuande ambos
irkibieron la cornpactacidon. ECTA er cambio, disminuyd en forms
eneralizada le cintesis de pimoteinas de  alto peso molecular,
ciendo eu efecte mayor & las &4 hores. El efecto ce Cen A por s«

parte, se expreca en una modificacion eepecifica de las bandas
correspondientes a diversas proteinas (um resumen de las
mediciones densitograficas de los polipéptidos distintivocs se
muestra en el FApéndice I1I).

€ir embarge, es necesario tener presente que cualguier banda
individual puede estar compuesta de numercscs pclipéptidos  con
pEEOS molec.olares semejantes, y concecuentemente, cambios
cualitativos en esa poblacidn, tants en la sintesls CORMG €T
mocdificacione: postraduccionales, puedeEn  To  YeConoCcerse por
cambios evidentes en la intensidad neta de una banda. RAdemas, S
cuando la resclucién de las proteinas es buena, stlo pueden
obseirvarse aguéllas proteinas gue estan presentes, coiectiva e

individualmente, en altas concentracicnes. Las proteinas

)

presentes en €l embrion en cantidadesz irsuficientes para ser
detectadas individualmente, probablemente producen el fondo gris

entre las bancdas de la auterradiagrafia, por lo tanto, decidimo

n

estudiar con més acuciocsidad el efecto de loe tratamientos que no
causaron modificaciones evidentes cdel patron en geles
unidimensicnales (CCD, ga-La) o que causarcn modificaciones gue
parecian ser inespecificas (EGTR). Con este fin utilizamos la
electroforesis bidimensional {primera dimensidn:

iscelectrcenfogue; segunda dimensién: SDS) gque permite una mayor
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yesolucién de las probeinas. Los gelszs bidimensionales se
muestran en el Apéndice VI y un resumen de &svos s@ representa en
la Fig. 12 (ver Materiales y Métodos?. En la Fig. 13a se
muestran las 141 proteinas analizadas por esta téonica
(Materiales y Métodos) vy en la Fig. 13k se prrdenan estos
polipéptidos sefialando su precsencia con cuadrados negros, tanto
antez de 1la compactacién (columnas 0) come &4 horas despues de
ella (columnas &4).

Se conpararon las preteinas sintetizadas en embriones

contiroles {columna AY, tratados con CCD (columna BY, con a-La

(columna C) o con EGTA {(columna D). Ne todas las proteinas
distintivas (a, €y iy Uy 1), desecritas para geles &n una
dipensidn pueden identificarse fazilmente e geles
bidimensionales, y& gu las condicierss ce marcacion con ==56-

metionina no fueron eguivalsntesy como 1cs geles bidimensicnales
son  m&s resolutivos y hay mencs probabilidad de superpesicion de
bandas gue en los unidimensionales, aumentamos al doble el tiempe
de incubacién con 3=S-metisnmina para poder detectar proteinas que
ce sintetizaban a velocidades menores, por lo gue la comparacildémn
entre proteinas observadas en geles unl vy bidimensionales debe
hacerse con precaudcidn. lLas proteinas e, i probablemente
corresponden & los polipéptides 33 o 38 vy 68 o 73, la proteina o
puede corvesponder al polipéptido 94, la proteina u probablemente
corresponda a un doblete formade por leos polipéptidos 129 y 111.
De los resultados en geles bidimensionales se puede concluir
que EGTA causa una disminucién generalizada de l1a sintesis de

proteinas, lop gue confirma la observacidn en geles

unidimensionsles. EGTA reirasé la sintesis de 54 proeteinas,




Figura 13. SINTESIS DE LDS RESULTADDS MOSTRADOS EN FIGURAS 16—2@.
{a) Esquema de los polipéptidos analizados en geles
bidimensionales, la primersa dimensién fue ispelectroenfoque {IEF)
y la segunda fue un gel desnaturante con 5DS. La numeracidn de
los polipéptidos esta ordenada de arriba a abajo y de izquierda a
derecha (ver Materiales y Métodos para detalles sobre la
elaboracién "del esquema). {b) Lista de 1los polipéptidos
analizados en los gue se indica su presencia (I o ausencia (0
antes de la compactacién (0} © 24 horas después (24) para cada
unoe de laos tratamientos. A3 Control; B: tratamiento con Ch; C:
tratamien#u con a-La; D: tratamiento comn EGTA. La numeracidén de
los pelipéptidos es simitar a (a). El namere de geles analizados
fue A-0Oh: 2 pgeles; RA-24 h: 4 geles; B-0h: 3 gelesy B-24 ha: 3
geles; C-Oh: & geles; C-&4 h: 2 geles; D-Oh: 3 pgeles; D—-24 hi: 4

geles.
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mientiras que la sintesis de =6 proteins fue inhibids totalmente.
Como estos cambios no fueron inducidos por los otros tratamientos
descompactantes no es probable que se deban & la inhibicién de l=
campactacion no se consideraron en el sipguiente analisis.

Fete andlisis se limitéd, por lo tanto, & una comparacidén del
efecto gque tuvieron los tratamientos con CCD y  con  o—n&. Laos
reesnltades en  general no dan apoyo & un mecanismo de regulacién
de la sintesis de proteinas basado en el cambio de forma celular
durante la compactaciobng sin embargo, para llegar & esa
conclusidan fue necesario establecer oriterios gque permitieran
clasificar 1las 141 proteinas Cuysa resencia  y  ausencia (c
disminucisén) podran recaenocerse COon cierta econstancia. Lac
clasec mayores fueron: primeroc, oroteinas cuya sintesis  es
afectada por igual con los dos tratamientos descompactantes (1€
proteinas); segundo, rroteinas cuya sintesis es afectada por los
tratamientss cuando se les aplica antes de la campactacién (€
proteinas)y tercero, prroteinas  cuya eintesie eambia con l&
compactacidn (6 proteinas). Encontramos sélo una proeteing gue
cambiaba con la compactacién y cuyo cambio era inhibide con los
tratamientes descempactantes (proteina 87, peso molecular &2 KMd,
punto isoelépirico 5 a 6). Este casc covresponde a lasz
caracteristicas esperadas parsa proteinas  reguladas  por s
compactacién, pero el estudio mas acabado de esta proteina no et
el propésito de esta Tesis. En todo caso, N NtmEero RUY EeSCAasc
de polipéptidos con las caracteristicas buscadas, por comparacitn
con las numeécsas madificaciones en la sintesis de proteinacs
inducidas por CCD vy a—La gue no dependen de la compactacién

descritas m&s arriba, no permiten afirmar que el cambio de forma
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celular regula la sintesis de las protei-as estudiadas.
3. Modificaciones de la actividad nuclear: inhibicién de 1a
replicacidén y de 1la transeripecion.

Los resultados descritos mads arviba sugerian que la sintesis
¢de proteinas probablemente no  era regilada  por los profesos
morfogenéticos que inhibimos, por lo que el signiente paso fue
ectudiar si los cambics en el patrén de proteinas sintetizadas
durante el desarrollo son dependientes de las actividades
nucleares de replicacion vy transcripoiin. Para resclver este
problema usamos un disefio gxparimental seanejante &l de la seccidn
anterior inhibiendo cada unce de esos  prooesos Y observando la

ntesis de proteinas. Esta vez, nuestra ectrategia experimental

He

&
ha copsistide en comparar el efecto de diversas drogas gue
modifican la replicacidén o] transoripoidn sin Ccatsar
descompactacién o modificar la forma eslular, lo cual exige,

primerarente, gstudiar sug efectos moyrfoldpgicos. La

ck

ransoripoién fue inhibida wusando g-aranitina, la que a
conrentraciones de 1 pn/ml es un inhibidor especifice de la RNA
polimerasa II, que participa en la sintesic de ®mRNR, y =&
concentraciones de 15 pg/ml actda ademds sobre la RNA polimerasa
III (la@).

La replicacién del DNA fue inhibica con afidicolinag, un
inhibidor especifice de la o-DNR pollimerasa (491}, enzima gque
participa en la replicacién del DNA.

3.1 Efectos Morfelégicos

Aunque s—amanitina y afidicolina inhiben especificamente 1a




Figura 14. EFECTO MODRFOLDGICO DE LA INHIBICION DE ACTIVIDADES
NUCLEARES. (a) % de embriones compactados en una poblacién de
embrriones controles (e) o tratados con &,5 pg/ml de afidicoelina
(&) o 15 pg/mi de a—amanitina (o). Drdenada: % de embriones
compactadosy abscisa: tiempo en hC. (b, ©) Embrién tratado con
a—~amanitina o (d, e) con afidicolina por 3 {h, d) o 24 horas (o,
e) deede 1la compactacion. Ver texto para detalles de las

deseripoiones morfolégicas.
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actividad de algunas enzimas, también Caulsan alpunas
modificaciones merfolégicas descoritas a continunacisén, gque podriar
ser consecuencia directa de la inhibicion enzimdtica.

Ninguna de las dos drogas afectd la compactacidn, ni s«
cinética en una primera o segunda evaps. Sin embargo, 24 horas
después, cuando los controeles eran blastocistos, los emrbriaones
tratados con amnbas droegas se habian descenpactads (Fig. 14).

g—-Ananitina permitid la proliferacién celular, y o er

presencia de esta droga también hubo divieidn nuclear lo gue hace

cupsoner gue la replicacién no fue altevada; ademas, inhibidé le
Formacién de la cavidad blastocélica e impidid la acumulacion de
liguido intracelular. la descripeion de efectos de  e—Rmanitins

se basa en la observacién de alrededor de 20 embriones divididos
en dos series experimentales (Figp. 14).

Afidicolina, en cambio, ne impicid qgque cada célula acumulara
vesiculas de fluideo en su interiaor perc, cCoOmO era de esperarse,
al inhibirse la replicacién del DNA se blogued la carioguinesis vy
citoquinesis (Fig. 14). Laos efectos de ATidicolina se cobservarocn

-

en alrededor de 2% embriones divididos en = zeries tistintas.

3.7 Efectos sobre la sintesis de proteinas

Se analizé en geles unidimensionales el patrén de proteinas
cintetiradas 4, 7 y ©4 horas después de la compactacidn, por
embrriornee en los que se inhibid la sintesis de RNA con 1 o Io
pg/ml de s-—amanitina, o la replicacién de DNA con &,3 po/ml
afidicolina.

Cuando los embriones fueron tratados por 4 o 7 horas con 1 ¢

15 pg/ml de aoa-amanitins no se observaron diferencias enire los




6%

controles y loe experimentales (Figs. 15-17, Apéndice VY. G&Bin
embarpo, en tiempos mas largos, €sta droga afecta la sintesis de
proteings, lo cual ryepresanta un contrel positivo. Cuando el
tratamients se prolongd por 24 horas se observd gue la sintesis
de proteinas en general disminuydé en pressncia de la dropa vy esta
disminuecién fue mayor para los tratamientos con 1S upn/ml de c-—
amanitina (Fig. 17, Apéndice IV). Fror efecto del tratamiento de
=4 horas también se observd modificaciones de polipéptidos
gespecificos: con l& concentracién ma&s baja aparecié en la
electroforesis la banda 7 y desapareciéd la banda &, mientras que
con 19 pg/ml desapareciercn ademd&s las bandas de los polipéptidos
s, ey, i (Fig. 17, Apéndice IV,

Loe tratamientes con afidicelina no orodujeron diferencias
cualitatives o cuantitativas apreciables en el patron de sintesis
de proteinas después oe tyatar duwrante 4 hovas embriones no
compactados {(Fig. 15, RApéndice IV). Cuands el tratamiento con la
droga fue prolengado hasta 7 horas, incluyendes peor  tanto el
periodo en  gue  10S embriones replican su DNA, se observaron
cambics imporiantes. Entre ellos, la disminucion de las proteinas
a, S5 vy 1@ y la aparicidn de una serie de proteinas que en los
controles mno se observabany entre locs gue  se dezstacan las
proteinas 1, &, 4, &, 1&, 13, 14 (Fig. 16, Apéndice IV).

Cusndo el tratamiento se prolongt hasta el estado de
blastociste (&4 horas despues de la cocpactacién) el patron de
proteinas sintetizadas por los embricnes tratados con afidicelina
fue muy distinto del de les controles. Las principales
diferencias son la disminucidn de las bandas de los polipéptidos

a, ey, 18 y la aparicion de © bandas, entre las gue se destacan
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Figuras 15-17. EFECTO DE LA INHIBICION DE ACTIVIDADES NUCLEARES
SOBRE LA SINTESIS DE PROTEINAS. Densitogramas de
auntorradiografias de pgeles de embriones controles o sometidos a
tratamientos por 4 (185, 7 (16), © &4 (17) horas desde las @ hC.
r
La incubacién con 2*®S-metionina 5eghizo durante las dos ultimas
horas de tratamiento. ©C@ cantroles;. tratamienteos: 1 pg/ml de o—
amanitinay 13 pg/ml‘ de a—amanitina; &,9 pg/ml de afidicolina.
Fara las proteinas &, e, i, o, uikdescritas en Resultados, se
indica la ausencia (ty, presencia y aumento ¥, presencia y

¥

disminucién ($). También se indican los cambies en las proteinas

T

a, e, 1-18 inducidas por el tratamiento.
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las proteinas 4, 6, 16, 17 (Fig. 17, Apéndice IV).

Conviene sefalar gue por las mediciones en los densitogranas

cr

de los cambios en las protedinas sinvetizadas es improbable go

m

las proteinas de bajo peso molecular induacidas por lp

W

tratamientos correspondan a degradacidn proteolitica de proteinas
de pesos moleculares mads altos. Cuande medimos la incorpovacion
de 23S-getionina @& los embriones de 8 células no  encontramos
diferencias significativas entre los controles y los tratados por
& horas con afidicolina (promedio de cada btriplicado: 46.319 cpsm
por embrién para los controles y 42,266 cpn por emoridn para  los
tratades con afidicolinal. Estos resultados indican gue losg
cambios en el patrdén electrofordédtico no se explicarian por  uns
diferencia en el transporte de la wmetionina causada por el
tratamiento con afidicolinas Estas y otras explicaciones
alternativas serdn analizadas en la Discusidn.

fisi, es posible concluir gue g-amnanitina, peErD
principalmente afidicolina, cambian en forma notoria el patron de
sintesis de proteinas del embyiidn.

Come de acuerdo con estos 1resuliados, la sintesis de
proteinas podria depender de la replicacion del DNAR, qguisiamos
comprobar si los tratamientos descompactantes ensayades alteraban
la replicacién. Fara ésto incubames los embriones gn PH-timidine
y observamos por autorradicgrafia su incorporacidn al DNA. Los
resultados, resumides en la Tabla 1, revelaron que er! todes los
casos, salvo el tratamiente ¢on avidicolina  (Fig. 18), hube
gsintesis de DNAR, adn cuando ésta pudo haber variado en cantidades

gue el método empleado no nos permitid detectar.
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TABLA 1. Efecto de 1los tratamientos inhibitoriocs de la
compactacién y la actividad nuclear sobre la divisién celular,

nuclear y del DNA en embricnes preimplantacionales de ratén.

TRATAMIENTO DIVISION DIVISION REPLICACION
CELULAR NUCLEAR DEL DNR
Controles + + +
EGTA - - +
CeD - | + +
a—La + + +
Con A - - +
g—amanitina + + +

Afidicolina - - -

Las condiciones de los tratamientos son las descritas en
Materiales y Métodos. La divisién celular y nuclear fue
observada con 6ptica de Nomarski como se indicé en Materiales y
Métodos, se estimé la division celular por recuento de células
por embrién y la divisidn nuclear por conteo de ndcleos por
célula. FPara la replicacién del DNA se midid la incorporacidn de
2H-timidina por autorradiocgrafia segin se indica en Materiales vy
Métodoss la incorporacién de marca radiactiva en el ndcleo se
sefjala con + y se ilustra en la Fig. 18a; la ausencia de
incorporacién de marca a los nicleos se seRala con ~ y se ilustra
en la Fig. 18b.




74

Figura 18. REPLICACION DEL DNA DE EMBRIONES PREIMPLANTACIONALES.
Embriones incubados en #H-timidina fueron procesados para
autorradiografia. La presencia de grdnulos en los nlcleos
(flechas) indica incorﬁowacién de *H-timidina. (a) Fresencia de
gréanulos en un embridn controlj (b) ausencia de granulos en un
embidn tratado con afidicolina. Los resultados de las

autorradiografias para los distintos tratamientos ensayados se

resumen en la Tabla 1.
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DISCUSION

£l objetivo general de este trabsjo fue analizar algunos de
los procescos de los cuales pcdrian  depender los cambics
temporales gue ocurren durante el desarvolle inicial de ravén.

Hemos planteado que durante el desarrallo preimplantacional
de ratén los cambics temporales en la sintesis de proteinas
podrian estar regulados, no ¢4lo por cambios programados de lz
actividad pérnica, sino tambieén por ptros eventos del desarrolls
que progresarian paralelamente en el tieape, como sS6N las
mocificaciones de forma y las replicaciones del DNA. Nuestros
reeunltadeos revelan cambics complejos vy constantes en el patrin
electyoforédtice de las proteinas sintetizadas vy agui analizaros
doc mecanismos alternativeos de regulacién de dichos cambios:
1) Regulacidén de la sintesis de proteinas por cambios de los
contactos o de la forma celular gque coulrTe durante la
compactacidn.
&) Regulacién de la sintesis de proteinas por actividades

nucleares y en especial por ciclos de replicacién del DNA.

1. ¢Es la morfogénesis un regulador de la sintesis proteica?
Ecta pregunia ha sido respondida afirmativamente para otros
sistemas. Comc se describié en la Introduccidn, una variedad ds
tipos celulares responde, frente &l establecimiente de los
contactos o de los cambics de forma, modificando su transcripoién
o traduccien (11, =23, &3, &7, 83, 97, 117).
Durante la compactacién ocurren tanto cambios morfoldgicos

commt rcambios en la sintesis de proteinas. Para estudiar si los
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i

canltics de forma regulan la sintecis de proteinas hemos inhibide
la compactacidén y cbservado el patrén de proteinas  sintetizadas
por los embriones.

E1 tratamientc con EGTA modifica en forma gereralizada la
sinteeis de proteinas, retrasando la aparicién de muchas ¥y
supriniendo la aparicidn de otras. Este compuestc probablemente
no entya a la célula por lo gue su accion podria atribuirse a uns
quelacién del Ca®* extracelular y del intracelular que difunda
hacia el exterior. La disminucidén del Ca®* dentro de la célula
pogria tener numerosos efectos; entre otres, alterar los sistemas
metabélicos y bicsintéticos, modificando la velpeidad de 1la
sintesis protéica; come ha sido demostrade para la inhibicion por
EGTHR de la +traduccién de algunes mRNAs especificos de la
diferenciarién de células de misculo esquelétice de rata (232),
donde 1la falta de Ca® a&altera la fosforilacidn de proteinas
riboscmales o reguladoras de la  traduccidn dependiente de 1l1a
proteina~gquinasa C (72a, 89%9a, 11@a, 11za).

Con A, en cambio, ademis de inhibir la comnpactacidén tiene um
efecto que es més especifico en cuanto modifica la velocidad de
cintezic de séle algunas prolfeinas. Es pesible gque algunos de
cstos cambios sean mediados por la activacién de receptores de
superficie & los que esta lectina se une, los cuales, durantie el
desarrollo norsal podrian participar en  la regulacion de la
sintesis protéica en una etapa m&s avanzada del desarrollo. Con
A ha side descrito como un inductor de diferenciacidén celular
(95) y otra lectina, la aglutinina de permen de trigo (WGEAY,
cause el adelantamiento de algunos procesos morfogeneticos, comg

compactacién y blastulacién, en embriones preimplantacionales de
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ratdn (57). Nuestros resultados sugieren gque podria estar
cperando un adelante semejante en la diferenciacion wmolecular.
Desconocemos, $in embarpo, si las medificaciones en las proteinas
sintetiradas inducidas por Con A corresponden & las observadas en
una etapa wm&s avanzada o si  estos camsbios correspenden &
modificaciones postradaccionales.

CCD y a-la modifican en una forma mdy semejante la sintesis
de proteinas y s6lo un 285% de las 141 prefeinas observadas en
geles bidimensionales se afecta en ferma diferente. Estas
podrian deberse & modificaciones pesiraduccionales distintas
inducidas por cada tratamiento, o0 & alteraciones de la sintesis
de proteinas gque no estén relacionacas directamente con  la
compactacién. Se ha descrito gque CCD, produce una modificacidn

de los @mRNAs asociados &l citoesgueleic v, por ellao, una

—_

disminucidn en la draduccidén (2, 87). Adendsz, las diferenciaszs en
la sintesis de proteinas inducidas por estas dos  tratamientes,
ssi como las inducidas por Con & o inciuse por EGBTR, también
podrian atribuirse a qgue cada wune de estos agentes afecte
distintas etapas de la compactacidn. Suponiends gue cada etapa
regule proteinas especificas, se esperaria gue la compactacidn
inhibida por CCD o poyr u-La afectaran proteinas distintas. Dicha
explicacion, sin embargoe, es poco probable. Hemos demostrado gue
s—La inhibe s6lo la segunda etapa de 1la rcompactacidn, mientras
gue CCD altera todas las etapas, lo cual significa gue los
cambios en la sintesis de proteinas inducidoe por a-ba debieran
estar incluidos en los cambios inducidos por CCD, pesro nuestiros

resultados sugieren gue ese To es el caso.

Finalmente, s6lo una proteina correspaonde a 1lo gque



podia esperarse si nuestra proposicicn fuese correcta. Bu pess
molecular y punto isoceléctrico no ceinciden con ningunsa de lac
proteinas  conocidas cuya sintesis es dependiente de la forms

celular (11, &5, B7, 83, 97, 1173, Hay gue tener presente,

[
L

e

sin embargo, que mas de un 25% de las proteinas son afectadas por
los tratamientos en forma independiente de la compactacion, y por
1o +tanto seria aventurade afirmar gue la proteina encontrada es
una proteina regulada por la compactacian.

Es interesante destacar gue tante la constancia del pairdn

electroforétice observado para los distintos tratamientos, coma

las peqguefas variaciones observadas durante el desarrcllo
sugieren que la mayor parte de las proteinas gue estamos
detectando puedan ser indispensables para la mantencion de la

estructura y las funciones celulares basicas ("housekeeping
proteins"!, y no estar comprometidas directamente en los
procescs celulares de diferenciacion vy morfogéneslis.

Terniendos en cuenta las limitacionese de la tecnica de la
aubtorradiografia de geles uni o bidimensiconales, detalladas en la
seccidén Resultados, sélo podemos concluir gue no hemos detectadd
cambios en la sintesis de las aproximadamente 148 proteinas
analiradas gue pudieran welacionarse con la compactacidrn. Es
pesible gue algumas de las proteinas gue hemos estudiado hayan
variado su sintesis sin gue lo hayamos detectedo. Pero también
han utilizado la misma técnica para reconocer los cambios
temporales y espaciales en el patran electroforetico de sintesis
protéica. Segun los experimentos agui deseritos, dichos cambics

no pavecen estar regulades por el cambio de forma celular durante

la compactacidn.
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S ¢Es la actividad nuclear un regulador de la sintesis de
proteinas?
lemos analizade deos actividades nucleares {(transcripoidn

3 cpn
w

replicacién) en relacién con la sintesis e proteinas,

Fodemos suponer Justificadamente gue hemcs inhibide lea
sintesis de RNA en los experimentos con o-axanitina (73) y sobre

esa base es posible hacer los siguientes comentarios.

Frimero. El patrén de prote
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embriones entre las @ y las & horas de ¢ de la compactacidn nc

ez afectsda, enn nugstros experimentos, or minguna de lag dos

Ti

concentraciones de oa-amanitina, lc ecusl sugiere que dichas

proteinas se sintetizan usande mRNAs transoritos antes de  le
compactacidn. Como se he descritoc gue decspués del ecstaco de 2
células practicamente la totalidad del mRNAR proviene del embrids
(31), es muy probable gue las proteiras g.e se sintetizan durants
el procese de compactacion sean, ETI 2 REyOrid, traducciones Ce

’

E
mniNA: trancseritos cuando los embriomnes terian de & & & células.

bt
m
fl
m
2%
o
1=
o
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gque cespués ce la ccocmpactacidn

i

Acends, se ha descrit

de mRNA se duplicae (94), lo cusal

(4}

ignifica de acuerdo con

nuestros resultados, gue esocs transcritos tampoce se  traducen

inmediatamente, sino mas tarde. Segundo. Un gran nimerc ce
proteinas sintetizadas entre las & y &4 horas deczpuégz de la
compactacidn reguieren de transcripocidén en esa etapa. E=zte
resultado sugiere gue el patrdén de diferenciacidn tempora GuE

hemos descrite para el estado de blastccisto puede ser regualace
en parte a nivel transcripecional. Una regulacidén transcripcionel

semejante ha sidc demostrada en etapas mas iniciales cel

desarrollo reimplantacional (13 oz, El conjunto de estos
P 3 .J
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resultados permite sugerir la siguiente pgeneralizacidn: aun
cuande el desarrclleo preimplantacional esvé sujeto a regulacicn
transcripeional, los mRiNAs sintetizados son  frecuentemente de
larga vida y se utilizan m&s tarde, los mRiAs transcrites durante
ia segmentacién son  traducidos durante la compactacidn y los
transcritos durante la compactacién sen  traducidos durante 1la
blastulacidn.

Pazados en los experimentos con afidicclina podemos proponer
gue la replicacion del DNA regula la sinbesis de proteinas.
Cuancdo los embriones son tratades por &4 moras €on afidicolins
cecde el momentc en gque se compactan, suchas de las proteinas
sintetizadas son distintas a las de les controless esto suplere
gque se reguiere de los ciclos cuarto, quinte o sexto para gque la
actividad transcripoional, y por consiguiente la traduccidn, sea
nOVm&Ela. Ecte mecanismeo de diferenciaciéin temporal basado en el
cicle celular, ha sido demostrade en diverscs sistemas. For
ejemplo, el aumento del mRNA de acetilcolinesterasa {un marcadar
de la diferenciacién del linaje celular del misculo de la cola de
la larva de ascidia), reguiere de un nlmere preciso de ciclos de
replicacién del DNR para gue oourra en el tiempo apropiade (31);
lo mismo puede decirse del cambic de la forma liviana (63 a la
forma pesada (B5) de la DNA lipasa en embriones de anfiblos (71},
o de 1a diferenciacién sin cliveje en anélidos ().

Sin  embargo, la modificacién del patron de sintesis de
proteinas inducido cuando se inhibe 1a replicacién no puede ser
explicado totalmente como un efecto mediado por la transcripeoidn.

.

Cuande los embricnes son tratados con afidicelina por & horas

desde el momento en gue se compactan {inhibicién del ecuarte cicle
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de repilicacién), también se afecta la sintesis de proteinas, pero
nuestros experimnentos con s—amanitina, indican que dicha sintesis
gs independiente de la actividad transcripecional del embridn.
Estos resualtados sugieren e la repiicacién del DNAR podeia

— o

regualar la tradocecidn sin mediar la transoripeidn, coemo ha sido

cemostrade en células Hela y eabriones Ze erizo de mar para la
sintesis de proteinas histdnicas, las cusies son  yepguladas por

los ciclos de replicacidn del DNA (4, SE). Los tratamientos con
ag—amanitina utilizados, tanto por nosoires como por obros aubtores
(73, 1@%) inhiben efectivamente la sintesis de RNA, sin embarge,
noe es posible afirmar absolutamente una inhibicidn completa y
exclair gie la sintesis de proteinas entre las @ y las & horas
decspiiés de la compactacidn pueda ser regulada por un efecto
transcripeciconal, dependiente de la replicacidn de DNA.

Hay ofras alternativas gue es necesaric conciderar.

Fyimers., Ee¢ posible gue &lgunos cambics en el patrén

electroforético de las proteinas sintetizadas se deban a una

da

degradacidén proteclitica ingducicda por egstcs tratamientos. 8i asi

¥

fuera, deberia haber cierta correspondencia entre la disminucidn
de proteinas de alto peso molecular y el aumento de proteinas de
bajo peso molecular. Sin emparpo, las mediciones en los
densitogramas indican gue la disminucién de las proteinas de
pesos moleculares altos {(zona de las proteinas a, e) es  mucho
menoer gue el aumento en los pelipéptidos pequefios, por lo cual,
alin teniendo en cuenta la no linearidad de la Absorbancia con la
cantidad de proteinas, resulta improbable gue los cambios puedan
ser exXplicados sélo por protedlisis.

Segunde. Es posible qgue los tratamientos usadeos induzecan
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modificaciones en el transporte de aiinodcidos f{entre ellos
metionina) aumentande la incorporacidn de aarca radiactivae con la
consecuente modificacién del patron elecircforéticoy sin embargo,
no hemos encontrado diferencias significeivas en la cantidag de
metionina incorporada al embridn  entye los cwontroles y los
tratados con afidicolina, o sea, el transparte de metionina no se
modificaria por el tratamiento. Tercerce. Es posible gue una
prolongacien del eiclo celular acelere el! recambio de las
proteinas en foraa inespecifica, con o gue el patrdén de
proteinas sintetizadas se alterarié, perc éste fendmeno, &si comc
diferencias en £!1 transporte del precursor, debiera causar un
afecto generalirado en las prateinas y ne gl aumento de algunos vy
la disminucién de otras como en nuestros rasultados.

Cuarto. Es posible gue el cambio en =1 patrdn de proteinas
cintetizadas al tratar los embriones con afidicolina corresponda
a unx reaccidn de "emergencia® similar a -os cambios inducidos en
muchas células al variar bruscamente 1a tanperaturs, los
nubrientes, etc.: estas situacienes de  tension inducen la
sintesis de un complejo de proteinas llanzdas hep {("heat shock
proteins'}. En embriones preimplantaciznales se ha deserito la
sintesis de un complejc de 69/78 HKd cozs hsp (8 y podrian
corresponder a proteinas  que migran entre las =zonas de las
proteinas 3 vy 413 pero atn si fuere asi, las hsp serian
insuficientes para dar cuenta de todos los cambios ohservados.

En conclusién, nuestros reeultadss demuestran gue los
cambios en el patrén electraforético induzide pov afidiceclina se
deben a una participacién de los ciclos cdel DNA en la sintesis de

proteinas y gue este efecto probablezente no es mediado por
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transeripcidn,.

Finalmente, es interesante destacar gue los cambics en el
patrén de sintesis de proteinas inducidos povr les tratamientos
con oa—amanitina ¥ afidicolina, por comparacidn COn los
contreles, no son s6lo de adseneia o disminucién de proteinas
sino también de presemncia o aumento de bandas gue wno se chservan
en los controles. Es decir, la detencidén de la replicacién en cl
cuarto ciclo no cassaria una detencidn del “"reloj de sinvesis
protéica™, sinc gque al parecer un funcionamiento anormal de dicho
"veloj". Esto podria explicarse por la participacidén en la
sintesic de esas proteinas tanto de factores gstimulantes como
inhibidores cuya accién seria dependiente de 1los ciclos de
replicacidn del DAL En consecuencia, la ausencia de la

aria & un aumento en la velococidad de

il

4]

actividad inhibitoria cau
sintecie de algunasz prateinas, mientras que la ausencia de

is

actividad estimulanites causaria a una disminucidn en la sinte

1

de otras proteinas, tal comc lo hemos obhservado.

Nuestros resultadces implican gue en la medicidn del tiempo,
responsable de les cambios moleculares decsoritos, participan las
replicaciones del DNA aungue éste no sea el Umico factor. Se ha
demcstrade en el embridén inicial de mamifercs gue ni las
divisiones celulares, ni las divisiones nucleares; ni  una
relacidn nicleo/ecitoplasma critica, ni el tamafio del eabridn, ni
el nameyo de células, participan en la medicidn del tiempo del
desarrolle (véase Introduccidnd, y como se infiere de geste
trabajo, sabemos shora gque la compactacién tampoco es decisiva en

esa medicidn.

El1 modelos que se ha propuesto para otros sistemas
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embrionarios y gue podria extrapolarse a éste, se basa en gue con
cada replicacién del DNR pourririan modificaciones guimicas de
1os nucledtidos gue podrian ser detectadas por la maguinaria
celular de fwranscripcion o posiblemente ce traduccién (24), de
tal manera que las células dcel embrién sintetizarian las
proteinas gue les corresponde al reconocer el numers de ciclos
transcurridos por las modificaciones del DNA.

tiha de las modificaciones guimicas gue se han propuesto
como reguladores de la actividad génica son las metilaciones del
DA Se piensa gqgue estas metilacionrnes podrian afectar la
interaccidén proteina-DNA e inhibir la expresidn génica {(24)3

acdemds, en naestro  pasoc  alguna

17

de estas mroteinas Uy &
interaccidén con el DNR seria dependiente de las modificaciones
guinicas que éste contenga, podrian ser transportadas fuera del
nacles y  afectas otros  pruocesos bicguimicos, tales como la
traduccién.  Sin embarge, ocarecemos de evidencia experimental
nuestra o de otros autores gue den apoyo directo & la posibilidad
planteada.

En el desarrollo de mamiferos la regulacisén de la expresidn
génica por cambiocs en los niveles de metilacién se ha propuesto
para explicar el fendmeno de marca parental (imprintingl. Esta
cemoctrads en muchos Cas0s gque los genes insertades en ratones
transgénicos muestran actividad diferencial dependiendo si ellos
son heredados del padre o de la madre, encontrandose una estrecha
covrrelacion entre la actividad genica, l1a herencia paterna o
materna y el grade de metilacion (189a). Esto ha llevado &
proponer a la metilacion del DNA comc un  importante mecanismo

epigenétice por el cual patrones de actividad génica — por

|
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cposicidén & programna gewético — son  heredades durante el
desarrollo. Nuestros rosultades acerca de la participacion de
los cirles de replicacién del DNAR en la regulacidn de la sintesis
protéica cencuerdan mads CTon HRA& explicacidén epigenética (o
histérica, véase Introduscidn), Qque €on la idea de un programs
genétice gue crdena temporalmente en una secuencia lineal a los
eventes del desarrolle (véase andlisis de estas alternativas en
Rpéndice IIY. Ein ERTAT00, nuestros resultadsos pueden
cansiderarse preliminare:s en cuanto no demuestiran gue los ciclos
de replicacidén del DNA sean explicacidn suficiente de un relaj

del desarrocllo,

4. Conclusiones

1) El patrén electroforético de las proteinas sintetizadas no es
afectads al inhibkir la cosnpactacidn con diversos procedimientos,
lo cual significa que =21 cambic de formna celular gue ocurre
durante ese procesc no recilaria la sintesis de las proteinas
ectudiadas. Dicho en ot-a forma, una regulacién en la sintesis
de proteinas por cambioz d& los contactos o de la formx celular
gue ocurren durante la conpactacién no es confirmada por nuestros

vesultados.

&)y El1  patrén électrnforético de las proteinas sintetizadas es
afectado notoriamente al inhibir la replicacitn vy transcripocidn
del DNAR, pero hemos observade efectos de la replicacidn gue no
serian mediados por transcripcion. For lo ‘%tanto, en la

diferenciacién temporal de las  proteinas sintetizadas podria

participar un reloj basads en ciclos de replicacién del DNA.




Dictic de otra manera, una regulacién de la sintesis de proteinas
por cicios de replicacién del DNR es compatible con nuestres

resaltado

"

i)

Y Los recultados anteriores Tno permiten discriminar entre el
efectc de un programa de expresion genicsa ubicade en el DNR vy el

efectco de moedificacicenies del DRA inducidas por factores

epigeneéticos.
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Development of cytoskeletal connections
between cells of preimplantation mouse embryos

Roberto Mayor, Roxana Pey, and Luis Izquierdo

Departamento de Biologia, Universidad de Chile, Casilla 653, Santiago, Chilc

Summary. Observations by scanning electron microscopy
of mouse cleaving embryos reveal the presence of long mi-
crovilli around cell contact regions that often bridge the
gap between blastomeres. These microvilli correspond, in
detergent-extracted morulae, to strings connecting the corti-
cal cytoskeletons of adjoining cells. They appear about 4 h
after compaction in synchronized cultures. Transmission
electron microscopy, heavy meromyosin decoration and
DNase | digestion show that cytoskeletal connections con-
tain bundles of actin microfilaments. The establishment of
cytoskeletal connections does not require immediate protein
synthesis, as shown by incubation with cycloheximide. Di-
verse treatments that interfere with compaction were tested
for the development of cytoskeletal connections: culture
media with low Ca2?* andfor Mg?*, or EGTA, or a-lactal-
bumin, do not prevent the establishment of connections,
while colchicine delays their appearance and cytochalasin
D suppresses it. The relation between cytoskeletal connec-
tions, compaction and blastulation is discussed.

Key words: Morula — Cytoskeleton — Intercellular — Con-
nections

Introduction

During early cleavage, the mouse embryo consists of spheri-
cal blastomeres contained by the zona pellucida but this
picture changes drastically during compaction of the moru-
la at the 8-cell stage. Compaction is recognized under the
light microscope by an increased cell-cell apposition, the
effacement of cellular outlines and the flattening of blasto-
meres while the embryo becomes spherical; and physiologi-
cally, by cellular coupling via gap junctions (Ducibella
1977; Lo and Gilula 1979; McLachlin et al. 1983). These
transformations suggest a process of supracellular integra-
tion (Izquierdo 1986) in which the cytoskeleton probably
plays a leading role.

Actin microfilaments are presumably involved, since B-
cell morulae are readily decompacted by cytochalasins. As
to colchicine and colcemid, their effect on compaction
seems to depend on the cell cycle and Taxol, a drug that
promotes tubulin polymerization, inhibits compaction and
causes decompaction {Wiley and Eglitis 1980; Kimber and
Surani 1981: Pratt et al. 1982; Ducibella 1982; Sutherland
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and Calarco-Gillam 1983; Izquierdo et al. 1984; Maro and
Pickering 1984).

A role of the cytoskeleton in compaction is also sup-
ported by the regionalization of its components in 8-cell
embryos, as detected by immunofluorescence. Cortical
myosin concentrates at the regions opposite the cell contacts
(Sobel 1983). Spectrin or fodrin condense at the cell cortex
(Sobel and Alliegro 1985; Schatten et al. 1986, Damjanov
et al. 1986) and cortical actin becomes concentrated during
the 8-cell stage, at the regions away from cell contacts (Leh-
tonen and Badley 1980; Johnson and Maro 1984). As to
tubulin, its localization is perinuclear rather than cortical
but during the 8-cell stage it also accumulates at cortical
regions away from cell contacts (Lehtonen and Badley
1980; Houliston et al. 1987). Notwithstanding the interest
of these observations, a note of caution is pertinent, because
the specificity of immunofluorescence may be excellent but
its quantification and localization with the light microscope
are less reliable and, further, observation of whole ova or
cleavage stages causes confusing effects of light scattering
and refraction.

Transmission electron microscopy, instead, permits a
high-resolution description but its usefulness in studying
the cytoskeleton is limited because the three-dimensional
network is seen in practically two dimensions and the con-
tinuity of microtubules or microfilaments is interrupted and
many spatial relationships are lost. The use of removable
embedding media, however, has allowed the examination
of thicker sections and thereby the preservation of addition-
al spatial cues (Capco and McGaughey 1986). Scanning
electron microscopy, which is especially suited for the de-
scription of whole structures, has been extensively applied
to the study of the cell surface of mammalian embryos
but has not been applied to the study of detergent-extracted @Mj;—
mammalia asit h@‘sca urchin and ascidian Y3
(Moon et al.'1983; Jeffery and Meier 1583). 1o 24

Our report here deals with, first, a description of the
cortical and inner cytoskeleton of blastomeres, as observed
by scanning microscopy of detergent-extracted embryos;
second, the correspondence of some structures thus ob-
served with structures observed by transmission microsco-
py; third, the development at compaction of bridges that
connect the cytoskeletons of adjoining blastomeres; fourth,
the composition of cytoskeletal connections; fifth, the cor-
relation between the development of cytoskeletal connec-
tions and the process of compaction, as studied by means
of decompacting treatments.
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Materials and methods

i Collection. culture and synchronization of embryos

Mouse embryo were obtained from CF 1 males mated with
females of the same strain that had been induced to supero-
vulate by intraperitoneal injections with 51U pregnant
mare serum (Sigma) and 44 h later with 4 1U human chori-
onic gonadotropin (hCG; Sigma). Two-cell embryos were
flushed, at 48 h post-hCG, from the oviduct with Biggers’
medium (Biggers et al. 1971) supplemented with 4 mg/ml
bovine serum albumin (Sigma). They were cultured for dif-
ferent petiods in the same medium under mineral oil in
an atmosphere of 5% CO; in humid air at 37° C until
the required stage of development was reached. These cul-
ture conditions were used in all controls. In order to aggre-
gate embryos, the zona pellucida was removed in acid saline
(Ducibella 1980) and pairs were cultured in contact for 5-
8 h (Sepillveda et al. 1985).

Batches of embryos, monitored by light MICroscopy,
showed that about 3 h elapse between the compaction of
the first and the last normal-looking morula. In order to
improve synchronization of development we discarded all
ova that were still uncompacted when 2/3 of them had al-
ready compacted. As a result, no morula in a batch had
been compacted for longer than 1 h when all reached com-
paction. Postcompaction time thus established is used for
describing the development of cytoskeletal connections.
Cell counts were performed on morulae disaggregated in
EGT A-containing mediuvm.

Preparation of cytoskeletons

The procedure began by removing the zona pellucida, then
the embryos were rinsed during 30s in a stabilization
buffer, permeabilized for 1-90 min at 37° C in 0.1%-1%
Triton X-100 in the same buffer and rinsed again for 30s.
Removal of the zona had no effect on permeabilization
but zona-free cytoskeletons were less contaminated with

& céllular debris. Time of extraction and detergent concentra-

tion, within the limits tested, had only scant differential
effects but we selected as the best method an extraction
with 0.5% Triton X-100 for 1min. As to stabilization
buffers, after testing several formulations we chose Sobel's
modification (Sobel 1983) of a bufler that contains EGTA,
‘. ethylene glycol, PIPES and polyvinylp*olidone. Altogether
140 embryos were used for establishing the best methods.
The description of the cytoskeleton, including connec-
tions, is based on the observation of 243 embryos by scan-
ning microscopy and 60 embryos by transmission microsco-
py, covering the whole range of stages.

Scanning electron microscopy

The embryos or their cytoskeletons were fixed in 3% (w/v)
glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer pH 7.4 at room
temperature for 30-60 min. They were rinsed in the same
buffer and mounted, under 30% (v/v) acetone, on alumin-
jum plaquettes covered with 1% (w/v) gelatine, gradually
dehydrated in acetone and dried to the critical-point using
liquid CO,. The samples were coated with a 30-nm-thick
layer of gold in a Polaron E 5000 apparatus and examined
with the scanning attachement of a Philips 300 electron mi-
croscope. ’
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Transmission electron microscopy

The embryos or their cytoskeletons were fixed in 3% glutar-
aldehyde in 0.1 M phosphate buffer pH 7.4 with 1% or
2% tannic acid at room temperature for 60 min, then rinsed
in the same buffer and postfixed in 1% OsO, for 60 min
in the dark. After rinsing in phosphate buffer the material
was dehydrated in acctone, embedded in Spurr’s resin
(Polyscience) and polymerized. Thin sections were stained
for higher contrast with uranyl acetate and lead citrate be-
fore being obscrved under a Philips 300 electron micro-
scope.

Cytochemistry

Actin filaments were decorated with heavy meromyosin by
a method based on reports from Goldman (1975), Begg
et al. (1978) and Hirokawa et al. (1982). Cytoskeletons were
fixed in 1% paraformaldehyde (EMS) in phosphate buffer
for 30 min at 0° C and rinsed several times in buffer. Then,
they were incubated with 2 mg/ml heavy meromyosin (Sig-
ma, from rabbit muscle) in phosphate/buffer, and 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (Sigma), at room tempera-
ture for 30 min. After rinsing in buffer the cytoskeletons
were fixed in 1% glutaraldehyde with 0.2% tannic acid
for 30 min at room temperature, rinsed and left overnight
in phosphate buffer at 4°C. Finally, cytoskeletons were
postfixed in OsO, and processed for transmission electron
microscopy as above. Preparations in which the heavy mer-
omyosin solutions had been boiled for 5 min served as con-
trols.

Depolymerization of F-actin was achieved by incubat-
ing the cytoskeletons with 1-8 mg/ml DNase I (Sigma) for
20 min at room temperature (Hitchcock et al. 1976). To
this medium we added 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride
so as to inhibit protease activity. After incubation the cyto-
skeletons were processed for scanning or transmission elec-
tron microscopy.

Decompacting treatments and inhibition
of protein synthesis

The treatments were applied according to the following time
schedule. (2) Morulae 0 h postcompaction were incubated
until 6 h postcompaction in the medium tested and then
processed for scanning microscopy. (b) Morulae 0 h post-
compaction were incubated until 21 h postcompaction in
the medium tested and then some were processed for scan-
ning microscopy while the others were observed by light
microscopy so as to assess compaction at 21 h postcompac-
ticn and blastulation at 24 h postcompaction. (c) Morulae
6 h postcompaction were incubated in the medium tested
until 21 h postcompaction and then studied as in (b). Con-
trol cultures in Biggers’ supplemented medium were run
in parallel to all treatments and postcompaction times refer
to controls.

For treatments in media devoid of Ca®* and/or Mg?2*,
Biggers’ supplemented medium was modified by replacing
calcium lactate with sodium lactate or magnesium sulfate
with sodium sulfate, or replacing both Ca?* and Mg?*
salts. The media are not, however, free of Ca?* andfor
Mg?* because even pro-analysis reagents include significant
amounts of them as impurities. Roughly, ‘Ca-free’ media
con;e:in 9.3 pM Ca?* and ‘Mg-free’ media contain 7.2 pM
Mg™.
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EGTA trcatment medium contained | mM EGTA in
medium devoid of Ca?” and Mg?". Colchicine and cyto-
chalasin D treatment media contained 0.5 pg, m! colchicine
(Sigma) or 0.5 pg/ml cytochalasin D (Slgmd) in supple-
mented Blggers medium. For preparation of these media
see Jzquierdo et al. (1984). Lactalbumin treatment medium
contained 0.2% =z-lactalbumin (Sigma) in supplemented
Biggers' medium.

Inhibition of protein synthesis was tested by mcubaung
2-h-postcompaction morulae until 6 h postcompaction in
supplemented Biggers® medium containing 50 pg/ml cyclo-
heximide (Sigma) and then observing cytoskeletal connec-
lions by scanning microscopy and compuaction by light mi-
CTOSCOPpY.

Results

Description of cytoskeleton

Blastomeres of all stages show under the transmission or
scanning microscope distinct cortical and interior parts.
This distinction, however, is no longer evident in trophob-
lastic cells of early blastocysts.

The cortical cytoskeleton looks like a dense net, whose
width measures 20-40 nm, mostly made of microfilaments,
single or arranged in bundles. Measurements of single mi-
crofilaments by transmission microscope show a unit diam-
eter of 6-8 nm, which corresponds to actin filaments. These
measurements agree well with observations with the scan-
ning microscope when the thickness of the metallic coat
(30 nm) is subtracted. By scanning microscopy, the spaces
between microfilaments show variable amplitudes. We have
not observed consistent differences between regions of the
cortex that correspond to regions of cell contact or to re-
gions of free cell surface. Only the latter show microvilli,
from compaction onwards (Sepitlveda et al. 1985}, but these
are rather scarce and lie on the surface of the cortex in
detergent-extracted blastomeres. Detergent extraction
probably detaches most of the microvilli from the cell sur-
face and divests those remaining of their rigidity (Figs. 1H5)

The inner cytoskeleton can be observed by scanning
microscopy through ruptures of the cortical cytoskeleton.
It appears as a lose three-dimensional network made largely
of thick fibers approximately 120 nm in diameter, excluding
the width of the metallic coat. Filaments of diverse diameter
and organelle remnants are also observed. The thick fibers
recognized by scanning microscopy correspond, under the
transmission microscope, to discrete packets of fibrillar ar-
rays with 2 repetitive structure, the period measuring ap-
proximately 25 nm (Figs, 14, Fig. 6). This fibrillar material
has been described in early embryos of different species
since the first reporis by Weakley (1968), Calarco and
Brown (1969) and Hillman and Tasca (1969).

Cytoskeletal connections

The description above is complemented here with data on
cytoskeletal connections between blastomeres, which arise
during the 8-cell stage and develop further in later stages.
Conneclions appear approximately 4 h after the begin-
ning of compaction, as monitored by light microscopy, in
synchronized cultures (see Materials and methods). At 6 h
postcompaction the connections are established between all
blastomeres in 100% of the morulae, when cell counts re-
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veal that they have 8 12 blastomeres. Cytoskelcial connee-
tions in 8- 12-cell morulae show under the scanning micro-
scope 2 width that ranges from 10 nm to 150 nm. depending
on their number of microfilaments, and a length that can
reach 3 pm when morulae have fully decompacted in the
stabilization buffer (sce Materials and methods). Cytoskele-
tal connections in late morulae ook shorter, probably be-
cause they do not decompact as much, and more numerous.
On the surface of early blastocysts cytoskeletal connections
are often wide and form a band that stands out at the
border of trophoblastic cells (Figs. 7-18), We have not stud-
ied connections between cells of the trophoblast and those
of the inner mass nor connections between the latter cells.

The position and width of cytoskeleton connections cor-
respond to the long microvilli of non-extracted morulae,
which were otherwise similarly processed (Figs. 13-16).
These long microvilli normally develop in compacted moru-
lae around the smooth regions of the cell membrane at
the sites of blastomere contact (Johnson and Ziomek 1981 ;
Sepiilveda et al. 1985) and also form between aggregated
embryos (Figs. 17, 18).

Structure of cytoskeletal connections

The connections contain abundant microfilaments, which
resemble those of the cortical cytoskeleton and also reveal
the dimensions of F-actin under the transmission micro-
scope. Their identification as actin is further supported by
two cytochemical demonstrations.

First, transmission microscopy shows that the microfila-
ments of cytoskeletal connections become decorated by
heavy meromyosin. The interval between arrowheads on
the microfilaments is apprommatciy 25 nm and the orienta-
tion along the actin bundles is polarized. Heavy meromyo-
sin decoration was observed on 12 embryos and control
with boiled heavy meromyosin was performed on 5em-
bryos.

Second; scanning microscopy shows that connections
disappear when morulae that developed for 6 h after com-
paction are incubated for 20 min with DNase I in 2 medium
that includes the protease inhibitor phenylmethylsulfony}
fluoride (PMSF) (Figs. 19, 20). Treatments with DNase I
were performed on 338 embryos, including 35 controls in
which the enzyme was replaced by bovine serum albumin.
PMSF was added because in control experiments we ob-
served that DNase [ is not electrophoreticaly pure (Fig. 21
lane 1) and when incubated with a pure protein, such as
bovine serum albumin (Fig. 21 lane 2), causes a.proteolytic
degradation of the latter (Fig. 21 lane 3); this proteolytic
activity however, can by prevented by including PMSF in
the incubation medium and thus the bovine serum albumin
band is restored, the proteolytic fragments are effaced and
the 30-K Da band, which is probably DNase I, is heightened
(Fig. 21 lane 4).

We have not searched for other components, presum-
ably included in microvilli, or cytoskeletal connections,
which have been observed in association with microfila-
ments, such as myosin, villin, fllamin, vinculin, etc. (Her-
man and Pollard 1981; Bretscher and Weber 1979; Hartwig
and Stossel 1981; Bcndon etal. 1987). Nor have we
searched for components of tight or gap junctions or of
intermediate filaments, which appear during compaction
in regions of cell contact (Ducibella 1977; McLachlin et al.
1983; Emerson 1938).
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Figs. 1-6. Cytoskelelons of detergent-extracted embryos, 1 Scanning microscopy of a 2-cell embryo; cortical cytoskeleton (*) and inner
cytoskeleton {(arrew); bar=10 um. 2 Eight-cell embryo, see 1. 3 The same as above; bar=2.5 pm. 4 Transmission microscopy of an
8-cell embryo; cortical cytoskeleton (*) and fibrillar arrays (arrow) in inner cytoskeleton; bar=90.5 pm. § Scanning microscopy of an
§-cell embryo; cortical cytoskeleton showing remnaats of microvilli (*}; bar =0.25 pm. 6 Same as above; inner cytoskeleton; bar=1 pm

Development of cyroskeletal connections
under treatments that affect compaction

Since cytoskeletal connections develop after compaction
their establishment and maintenance may be altered by
treatments that interfere with compaction {Ducibella and
Anderson 1979; Pratt et al. 1982; Bayna et al. 1988). There-

fore, we tested the effect of low Ca**, Mg?*, Ca?** and
Mg?*, of EGTA, cytochalasin D, colchicine and a-lactalbu-
min.

Table 1 shows that only cytochalasin D and colchicine
treatments prevent the establishment of connections during
the time in which they form in control cultures. Table 2
shows similar results except that connections establish in




Figs. 7-12. Scanning microscopy of cytoskelctal connections (arrows)

the presence of colchicine, though their appearance is de-
layed and their number is much reduced as compared with
controls. Table 3 shows that once the connections have becn
established in normal medium they are maintained in al
the media tested, though less well in the presence of cyto-
chalasin D. Tables 2 and 3 show that EGTA, cytochalasin
D and colchicine prevent compaction and blastulation. The

in embryos in different stages. 7 2-cell embryo, note the absence
of cytoskelctal connections; bar=1 pm. 8 8-c<ll embryo 2 k postcompaction; bar=1 pm. 9 8-cell embryo 4 h postcompaction; bar = 1 pm.
10 §2-cell embryo, 6 h postcompaction; bar=1 pm. 11 Late morula; bar=1 ym. 12 Early blastocyst; bar=1 pm

number of embryos observed by scanning and light micros-
copy are indicated in tables.

In complementary experiments were tcs::::{\
ment of protein synthesis during the establishment of cyto-
skeleton connections. When morulae were incubated with
cycloheximide from2hto 6 h postcompaction, compaction
was not affected and the five morulae that were detergent-

@ requirc-m e



Figs. 13-18. Comparison between cytoskeletal connections (arrowheads) and long microvilli (arrows) by scanning microscopy. 13 Detergent-
extracted embryo, 6 h postcompaction, bar=0.5 pm. 14 The same as 13: bar=2 pm. 15 Embryo 6§ h posicompaction, non-detergent-
extracled; note long microvilli extending between cells; bar=0.5 pm. 16 Same as 15; bar=2pm. 17 Long microvilli extending between
12-cell embryos aggregated for 8 h; bar=0.5 pm. 18 The same as above; bar=2 pm

y extracted and observed under the scanning microscope reported ‘thin ceflolar processes’ exlei'nding from one cell

. showed cytoskeletal connections similar to those of con to another (Calarco and Epstein 1973). Later studies on
& 1rols. disaggregated blastomeres of 8-cell morulae showed the dis-
appearance of shert microvilli at regions of cell contact
and then the development of a ring of long microvilli
The first study with the scanning microscope of ell-surface around the smooth fields (Reeve and Ziomek 1981; Sepiil-

'ne_ changes during preimplantation deve]opmentA already veda et al, 1985). Our observations here reveal the similarity

Discussion
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Figs. 19, 20. Scanning microscopy and DNase | 4
incubation with bovine serum albumin (2 mg/ml). 20 Absence of connections after 20 min treatment with DNase I (2 mpg/ml) and phenyl-
methylsulfonyl fluoride; bar=0.5 pm 5

Fig. 21. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis {acrylamide 12%) staincd
fluoride {PMSF) of the protedse activity of DNase I on bovine serum

by phenylmethylsulfonyl

digestion of cytoskeletal connections. 19 Control showing connedlions after 20 min

i

by Coomasic blue, ;s;huwing inhibition
albumin (BSA). Lane:{: 20 pg DNase 1.

Lane 2, 20 ug BSA. Lane 3, 20 pg BSA incubated for 30 min at room temperature with 20 pg DNasc 1

._Lane 4, incubation as above —
plus 1 mM PMSF. *, BSA; o, proteolytic fragments of BSA* DNase I:}, DNasc I fragments or impurities, ’% >/A 4
3

Table 1. Establishment of cytoskeletal connections: continuous
treatments from 0 to 6 h postcompaction and observation of cyto-
skeletons by scanning microscopy at 6 h postcompaction

Treatments Number Connections
of embryos established
Minus Ca®** 5 +
Minus Mg?*" 13 +
Minus Ca?* and Mg?™* 10 +
EGTA 5 o+
Colchicine 4 —
Cytochalasin D 8 -
a-Lactalbumin 7 +
Controls - 28 +

* See Materials and methods

Table 2. Establishment of cytoskeletal connections, compaction
and blastuiation: continuous treatments from 0 to 21 or 24 h post-
compaction; observation of cytoskeletons by scanning microscopy
at 21 h postcompaction; observation by light microscopy of com-
paction at 21 h and of blastulation at 24 h postcompaction

Treatment Scanning EM Light microscope
Num- Connec- Num- Com-  Blas-
ber of  tions berof  pac- tula-
em- estab- em- tion tion
bryos  lished bryos
Minus Ca®** 7 + 15 + +
Minus Mg?** 8 + 17 + +
Minus Ca** 9 + 12 + +
and Mg***
EGTA 8 + i5 - —
Colchicine 6 + 10 - -
Cytochalasin D 8 - 11 - —
2-Lactalbumin 6 + 51 + +
Controls 32 + 72 + +

* See Materials and methods

Tsble 3. Maintenance of cytoskeletal conneciiéf}s, compaction and

’_t_:laslulalion: conlinuous treatments from 6 h t"g 21 h or 24 h post-
'—oompaction: scanning microscopy observations of cytoskeletons

atl21 h postcompaction; light microscopy observations of compac;,
tionjat 21 h postcompaction and of blastulation at 24 h postcom

Treatment Scanning EM Light microscope
Num- Connec- Num- Com- Blas-
ber of tions berof pac- tula-
em-  estab- em- tion tion
bryos lished bryos

Minus Ca?** 5 + 15 + +

Minus Mg2** 4 + 12 + +

Minus Ca?* and Mg2** 7 + 12 + +

EGTA 8 + 15 - -

Colchicine 12 + 22 - -

Cytochalasin D n + 20 - —

a-Lactalbumin 6 + 45 + +

Controls 34 + 76 + +

* See Materials and methods 0

between long microvilli and cytoskeletal connections. The
span and width of microvilli match those of cytoskeletal
connections and both structures appear at the same time
in the same place, surrounding regions of cell contact be-
tween blastomeres of the same embryo or between aggregat-
ed morulae. However, long microvilli do not always bridge
the gap between adjoining blastomeres and may develop
away from cell contacts, though next“to smooth fields
{Sutherland and Calarco-Gillam 19837 Izquierdo etal.
1984). We discard the possibility that cytoskeletal connec-
tions may be due to coalescence of microvilli during the
process of detergent extraction because the connections are
not observed prior to the 8-cell stage and, further, because
morulae processed in contact often adhc;fé but do not form
connections. "
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If cytoskeletal connections correspond to microvilli it
is not surprising that they are packed with microfifaments,
Their arrangements and dimensions are typical of F-actin
and this diagnosis is corroborated by tests with heavy mero-
myosin and DNase . Decoration with heavy meromyosin
is a highly specific test for F-actin (Goldman 1975; Begg
et al. 1978; Sanger and Sanger 1980; Hirokuawa et al. 1982)
when the microfilaments in the cytoskeletal connections
show the characteristic arrowhead polarity. We measured
a period of about 25 nm, which differs considerably {rom
the 34-36 nm reported for sea urchin cortex. epithelial
brush border and muscle (Begg et al. 1978). This discrepan-
cy may be ascribed to different methods used for permeabi-
lizing cells because in fibrillar material of unextracted ova
we have measured a period of 36 nm, which after Triton
extraction is reduced.to approximately 25 nm. It is possible
that the 36-nm axial repeat of actin (Egelman et al. 1982;
DeRosier and Tilney 1982) is shorlened by detergent extrac-
tion. As to DNase I, which binds strongly to G-actin and
induces depolymerization of F-actin (Hitchcock et al. 1976),
our results show that cytoskeletal connections disappear
by incubation with the enzyme in controlled conditions.

Connections form, probably, through fusion of long mi-
crovilli, either end-to-end, or from the end to any point
on the plasma membrane of the apposed cell. The fusion
of a long microvillus to an adjoining cell may start by adhe-
sion of its sticky end, or of an end that becomes sticky
on contact, followed either by contact-dependent localiza-
tion of a microfilament-associated protein, such as vinculin,
which can form transmembrane complexes (Ungar etal.
1986), or by terminal annealing of actin microfilaments
(Nakaoka and Kasai 1969; Carlier et al, 1984).

Even though cytoskeletal connections are established on
time in culture media prepared without adding Ca?* andfor
Mg2* salts, the necessity of these ions cannot be excluded
because such media contain significant amounts_of them,
and, in the case of Ca®*, this is comparable with its intracel-
lular concentration (sec Materials and methods). As to com-
paction, these media retard but do not prevent it. EGTA
treatment, instead, shows that chelation of Ca®* and Mg?*
inhibits compaction (and blastulation) permanently without
affecting the establishment of cytoskeletal connections.

Colchicine delays but does not prevent the development
of cytoskeletal connections nor does it affect their mainte-
nance when they are established previously in control medi-
um. Earlier reports claimed that long microvilli appear and
persist for 24 h in 8-cell morulae cultured with colcemid
but do not formp2-cell embryos cleavage-arrested for 24 h
with colcemid or colchicine {Sutherland and Calarco-Gil-
lam 1983; Izquicrdo et al. 1984). In spite of the establish-
ment of connections during colchiciné treatment, compac-
tion and blastulation do mot occur. Therefore, as in the
case of EGTA tieatments, we are led to conclude that the
devclopment of cytoskeletal connections is not enough to
produce these morphogenetic events.

As described above, cytoskeletal connections do not de-
velop in the presence of cytochalasin D and, if formed pre-
viously, they are partially disrupted when embryos are
transferred to 2 medium containing this drug. It has been
reported, however, that long microvilli develop at the time
of compaction on embryos treated at different intervals
with cytochalasin B or D (Sutherland and Calarco-Gillam
1983 Izquierdo ct al. 1984). Since long microvilli that are
stuffed with microfilaments are not altered by cytochala-
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sins. il scems unlikely that the negative effect of this drug
on the establishment of cytoskeletal connections might be
explained by the depolymerization of their F-actin. Perhaps
long microvilli fail to fuse with adjoining cells in media
containing cytochalasin D and/or detach during detergent
extraction,

It is pertinent to recall here that our cycloheximide treat-
ments show that current protein synthesis is not required
for the establishment of cytoskeletal connections, nor it is
required, at the same stage, for gap junction formation
(McLachlin et al. 1983). Several reports on tunicamycin
treatments suggest that N-linked glycosylation is necessary
for compaction, but we do not know at what stage because
the drug has been applied continuously from the 2-cell stage
onwards (Surani 1979; Pratt et al. 1982; Sutherland and
Calarco-Gillam 1983); it is well known, however, that cell-
surface glycoproteins actually mediate compaction {Hyafil
et al. 1980; Damsky et al. 1983; Yoshida-Noro et al. 1984;
Richa et al. 1985). Since it has been recently claimed that
f-1,4-galactosyltransferase is involved specifically in late
morula compaction (Bayna et al. 1988) we tested the effect
of culture media containing a-lactalbumin, which is sup-
posed to inhibit this enzyme (shur 1983). Our experiments
show that the treatment does bt interfere with the develop-
ment of cytoskeletal connections, nor with advanced moru-
lae compaction and blastulation, which implies that a-lact-
albumin, as used in our experiments, may not be an efficient
inhibitor of galactosyitransferase.

To sum up: cytoskeletal connections are not required
for compaction, as proven by the normal succession of mor-
phogenetic events; the establishment of cytoskeletal connec-
tions does mot require compaction as proven by EGTA
treatment and, less clearly, by colchicine treatment; cyto-
skeletal connections are not a sufficient cause of compac-
tion and blastulation, as proven by EGTA and colchicine
treatments: lasting compaction and blastulation do not oc-
cur when cytoskeletal connections are not formed, at least
not in the seven treatments tested.
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APENDICE II

CONCEPTOS GENERALES

Aungue los resultados de esta investigacién sugieran una
explicacidn epigenética, no puede afirmarse en un plano
conceptual gue hayamos demostrade wuna representacién historica
del decsarrollo inicial de mamiferos o negado absolutammente una
representacién programatica (véase resumen de estos conceptos en
la Introduccidn). Sin embargo, conviene plantear algunas
implicaciones que tiene una representacidn estrictamente
programatica y destacar sus inconsistencias.

La idea de la existencia de una linea de eventos en la gue
deba incluirse tode lo gue ocurre durante el desarrollao, implica
que todos 1los eventos son necesarios para el desarrocllo. Se
descarta asi la idea de lineas paralelas o eventos simultdneos de
tal forma que la alteracidn de un evento en una linea no
modifigue los eventos en otras lineas. Sin embargo, desechar la
exictencia de lineas paralelas es contrario a la evidencia
experimental. Por ejemplo, es posible alterar la linea de
proliferacién celular inhibiendo las divisiones del embrién de
una célula sin modificar 1la linea de la sintesis de proteinas
(92). Estas y otras observaciones andlogas sugieren revisar (42)
l1a idea de una linea dnica de eventos como representacion
adecuada del desarrollo.

La idea de un programa genético (22, 33, 82, 118) que ordene
temporalmente el desarrollo es una extrapolacién de la idea de
gen, como programa de la sintesis protéica, a la idea de genoma
como programa del desarrollo, y supone que en el genoma estaria
ordenada toda la informacién necesaria para el desarrollo. i

’

asi fuera, tendria que contener instrucciones sobre ddénde
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comerizar el proceso de seleccidn de la informacidén, especificar
las reglas para las sucesivas etapas de seleccién e incluso,
definir las respuestas de normalizacidn, a perturbaciones
externas, que se observan en la regulacidén embridnica. Esta
informacién no se ha reconccido en el genoma (118). For el
contrario, las observaciones sugieren que cada etapa del
desarrolleo determina por si misma la siguiente (324) y en
consecuencia, puede sostenerse qgue ellas estan vinculadas por
relaciones causales y no por su dependencia de un supuesto
programa que contendria toda la causalidad. For ejemplo, la
compactacidn, al generar una regién interna y otra externa, se
relaciona causalmente con la diferenciacidén de la masa celular
interna y del trofoblasto en la blastulacidén (e@)3; es decir, la
diferenciacién del blastocisto tendria su causa en las etapas
precedentes y no en la ejecucidén de un programa genético
predeterminado. Esto no implica desconocer la importancia de los
genes en el desarrollo, sino simplemente considerar a la
actividad génica como una de las diversas actividades del
desarrollo y no como su Unica directriz.

La idea del desarrocllo como una serie de eventos ordenados
temporalmente (B, 332) se refiere a gque cada uno de los eventos
gcurre en un momento dnice que corresponderia al lapso que dicho
evento ocupa en el desarrollo, ni antes ni después. Esta idea se
basa en la suposicién gque un sistema de muchos eventos cadticos
(no ordenados temporalmente) seria irreproducible (33). Sin
embargo, esta idea no ha sido demostrada y mas aun, se ha probado
teérica y experimentalmente en muchos sistemas fisicos y
biolégicos gque se puede partir de un gran namero de estados
distintos y llegar siempre & un mismc estado final por efecto de

un atractor no caético (43) . De hecho, en el desarrollo
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preimplantacional de mamiferos se ha logrado inhibir
experimentalmente durante horas la aparicién de una molécula de
superficie sin alterar el desarrollo, lo cual demuestra que el
momento en que esta molécula aparece normalmente y el momento en
gue se necesita no son coincidentes (3Z2). La diferencia entre
ambos tiempos es 1lo suficientemente amplia como para sospechar
gue la aparicién de dicha molécula no necesita estar
temporalmente ordenada. Ademas, experimentos en los que bajo
ciertos estimulos simples (por ejemplo, incubacidén con lectinas)
se adelantan procesos morfogenéticos complejos como compactacién
y blastulacién (57), indican que todos los otros factores

distintos del estimulo gque participan en estos cambios

morfogenéticos estaban presentes antes que fueran necesarios.
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APENDICE III

PATRON DE SINTESIS DE PROTEINAS; ABUNDANCIA RELATIVA EN DE GELES
UNIDIMENSIONALES.
Se definieren y calcularcon, para cada proteina (i) en un

determinado tiempo de desarrollo (t), los siguientes pardmetros:

Fti,t) = f(i, ) 7 ' (i, &%)
donde F(i,t) es 1la Abundancia Relativa en el Tiempo de la
proteina i en el tiempo t; f(i, t) es la Abundancia Relativa de
la proteina i en el tiempo t y f'(i, ') es la Abundanciea
Relativa Maxima de 1la proteina 1 en el tiempo en que dicha
proteina alcanza un valor maximo de f(i, t) para los controlesy
ademéas,

Fli, t) = ali,t)/A)

fr (i, t') = ati, t')/RK?)
donde at(i, t) es el A&rea bajo la curva correspondinete a la
proteina i del densitograma obtenido para el tiempo t: A(t) es el
4rea total bajo la curva del densitograms para el tiempo t; ali,
t') ec el &rea bajo la curva correspondinete a la proteina i1 del
densitograma obtenide para el tiempo en que dicha proteina
alcanza el valor maximo de f(i, t) en lcs controles; A(t’) es el
drea total bajo la curva del densitograms para el tiempo en que
cse alcanza el valor maximo de f(i, t) en las controles. De ésto
resulta:

Foi,t) = ati,t) x AW /ali,t?) x At).

=
o =

i

Los wvalores de F(i,t) ce calcularon sobre
densitogramas iguales y los promedios se agruparon en 4 rangos: @
- @.2y @.&2 - 2.5; ©.5 - ©.8; 2.8 - 1, los que se representan en

el gr&fico de la Fig. 19.

R R R R R R T ———
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Ectos valores son un indice indirecto de las variaciones en
la velocidad de sintesis proteica, no existiendo una relacion

lineal entre dichos valores y la cantidad de cada una de las

proteinas sintetizadas.
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Figura 19% RESUMEN DE LOS EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS
DESCOMPACTANTES SOBRE LA SINTESIS DE PROTEINAS. A: Control; B:
tratamiento con EGTA; C: tratamiento con CCD; D: tratamiento con
a-La; E: tratamiento con Con A. El nuamero @ indica el periodo
entre las -2 y las 2 hCj; el ndamerc 3 indica el periodo entre las
2 y 4 hCj; el namero 6 indica el periodoc entre las © y las 7  p{

=4 hC. Las

M
]
~C

el nuameroc &4 indica el pericdo entre las

proteinas fueron marcadas las dos tltimas 2 horas del
tratamiento. Se indica la Abundancia Relativa en el Tiempo de
las proteinas &, e, i, o, W (véase definicién en Materiales vy
Métodos). D : 0 - 0,25 B 0,2 - B, S B: 2,5 - 2,8; J: 2,8 -

1.
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APENDICE IV

AUTORRADIOGRAFIA DE GELES UNIDIMENSIONALES.

Figura £@. AUTORRADIDGRAFIAS CORRESPONDIENTES A LOS DENSITOGRAMAS
DE LAS FIGBURAS 7-10. Autorradiografia de pgeles de embriones
controles o sometidos a tratamientos descompactantes por £ horas
antes de las @ hC (a)3 por 4 horas desde las @ hC (b); por 7
horas desde las @ hC ()3 por &4 horas desde las @ hC (d). Az
controls B: EGTAj; C: CCD; D: a-La. Fara las proteinas a, &, iy
o, u, descritas en Resultados, se indica 1la ausencia (-),

presencia y disminucién (+-)y, presencia y aumento (P,

Figura 1. AUTORRADIOGRAF IAS CORRESPONDIENTES (21 LOS
DENSITOGRAMAS DE LA FIBURA 11. Autorradiografia de geles de
smbriones controles (A, C) o %tratados desde antes de 1la
compactacién (aproximadamente B hC) con 1@@ ug/ml de Con A (B, D)
por & horas (Ab, B) y por £4 horas (C, D). PFara las proteinas a,
e, i, ©, u descritas en Resultados, se indica la ausencia (-),
presencia y aumento ), la presencia y disminucidén ;3 vy & la

derecha de cada gel los cambios inducidos en las proteinas A-K.

Figura 22. AUTORRADIOGRAFIA CORRESPONDIENTES A LOS DENSITOGRAMAS
DE LAS FIGURAS 15-17. Autorradiografia de geles de
poliacrilamida al 1@% de embriones controles o sometidos a
tratamiento por & (a), 7 (b), o 24 horas (c) desde las @ hC. A:
controles; B: 1 pg/ml de w—amanitinaj C: 15 pg/ml de a-—amanitinaj

D: 2,5 pg/ml de afidicolina. Para las proteinas a, e, i, 0, u,
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decscritas en Resultados, se indica la presencia y aumento P, la
presencia y disminucidn (=), ausencia (-), asi como lcs cambios

en las proteinas a-u y 1-18 inducidos por el tratamientc.
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APENDICE V

EFECTO DE LA INHIBICION DE LA COMPACTACION SOBRE LA SINTESIS DE

PROTEINAS; AUTORRADIOGRAFIA DE GELES BIDIMENSIONALES.

Figura 22: embriones contreoles con -4 hC (a) o &4 hC (b).
FPara todos los tratamientos los embricones fueron incubados con
las drogas desde las -4 hC (a) o desde las @ hC (b)j; Figura o4:
tratamiento continuo por 4 horas (&) o &4 (b) horas con @,5 pg/ml
de CCD; Figura &5: tratamienteo continuo por 4 horas (a) o 24 (b)
horas con @,&% a—-Laj; Figura 26: tratamiento continuo por 4 horas
(a) o &4 horas con 0,5 mM EGTA. La incubacién con 2=E-metionins
se hizo durante las nltimas 4 horas del tratamiento. El nimerc

€

T 3
- A e

[

7 embriones; Fig.

3]

de embriones wusados fue: Fig. &3:

embriones; Fig. Z4a: 4@ embriones; Fig. Z24b: 41 embriones; Fig.

[}

‘=: 47 embriones; Fig. &Sb: 4@ embrionesy Fig. S@a: 39 embriones;

r

Fig. &6b: 38 embriocnes.
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