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GENESIS CAUSAL DE LOS MIEMBROS
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GFNESIS CAUSAL DE 1LOS MIEMBROS

== E=rosnss=ommsosooooxs

»T.os dos parcside miemhros qaue caractﬂrizan.a todos los
vertebrados, comienzan a formarse mis tardiamente en los anfihios
que en los amniotas, siendo constante en ambas especies, la prime
ra manifestacién morfol6gica un engrosamiento de la "somatppleura

lateral®” a los somitos y en fIntima asociacifén con ellos.

Es constante también para cada especie, el nivel en
que esto tiene lugar, es decir, los somitos a cuya altura se rea-
" 1iza el engrosamiento de la "somatopleura” y de cuyos nervios’ seg

mentarios dependerd la inervacién.

La proximiéad somftica ha hecho pensar que el material
inteqraﬁte procedente de estos, contribuye a la formacién de los
miembros, aunque ZWILLING, 1.961, afirma que puéden desarrollarse
sin pu aportacifn; MILAIRE, 1.957-59, sin embargo, considera que
prolongaciones somfticas se introducén en el esbozd de los
miembros, contribuyendo al mantenimiento de la cl&sica teorfa emi

tida por BAFR, 1.827.

Poco después de formarse el engrosamiento de la “soma-
topleura”, el epiblasto qgie lo recubre, y que hasta ahora no po -
dfa dlstingufrse del deilaé regiones vecinés, se engruesa, hecho
éste, debido a que los elementos qelulates se hacen columnares o
ciliﬁaricos. En las aves y reptiles, SAUNDERS, 1.948-1.957, y en
al hombre, DEHAAN, 1.95§, afecta a la forma de un engrosamiento
mamelonado apical pseudo-estratificado; es la cresta apical, dis-
posicién que se hace m8s evidente y mejor diferenciada en la par-

te media del mamel6n del miembro, formando relieve en la superfi-



cfe del cuerpo emhrjonario. Fiq. 1.

* E1 mamel6n o esbozo del miembhro, sc alarqga estando for
mado por un recubrimiento epiblistico con "la crersta apical” en
su extremo y un coraz6n mesobléstico; la "cresta apicdl" s6lo
existe a este nivel y a partir de ella se diferenciardn la extre-
midad distal y dedos, Fgs. ,2 y 3. La parte central, mesoblistica,
comienza a conden;arse para formar los precursores cartilaginosos
de los segmentos esquel&ticos, lo que tienée lugar eﬁ‘éna secuen - -

cia pr6ximo-distal. Fig.4.

La determinaci6én de los miembros es muy precoz; cuando
s6lo existe un ligero engrosamiento de ia "gomatopleura", el ex -
"plante de esta regifn a coriolatoides o injertada a cavidad celé6-
mica,'$;continuar su desarrollo da origen a un miembro tipico, so
"1o un poco mis pequeiio que el del huesped, MURiLLO, 1.963-1.965;

JIMENEZ COLLADO-PUCHADES, 1.971-73; Figs.5.

A El miembro que se ofiqina es el gue corresponde al es~
bozo injertado; para CHAUBE, 1.959, en las aves, Fig.6, existirfa
a partir de losAestadios de 8 a 11 pares de‘somitos f36—40'horas
incubacibn®, IX-X de HAMILTON-HAMBURGER, una cronoloqfa mor fogené
tica o mejor determinacifn. La determinacifn de la lateralidad,sd
lo quedarfa fijada en las aves en el estadio XV de HAMILTON-HAM -
BURGER "80-90 horas de incubacién", MURILLO, 1.965; antes de esta
fase, el miembro 1pjertado se aaapta al lado correspondiente del
huesped, pero después de este estadio, un miembro izquierdo tras-
plantado al lado dérecho, se desarrollar8 como miemhro izquierdo.
Fllo no quiere decir que ya en esta fase se trate de un mos8ico,

pues es posible obtener miembros bifidos o dohles, si es incidido



_el "esbozo presuntivo" en dos partes, secqfin una 1fnea perpendicu-
iat al eje el cuecrpo. Tamhién es posihle obtensr bffide;es de un
miembro si se hace una inciszi6n longitudinal entre losisomitos y
el esbozo del miembro o si se introduce en &1 una l4mina de mica,

MURILLO, 1.968, o se injerta un coraz6n, ORTS LLORCA, 1.969; JIME

NEZ COLILADO-PUCHADES, 1.971-1.973. Fig.7.

¢El engrosamiento de la somatopleura que inicia la for-
macién del miembro, se debe a propiedades intrinsecas b es conse-

cuencia de un proceso de induccibn?.

No poseemos datos objetivos suficientes pa?a aclarar es
te problema, pero las evidencias mi&s sugestivas préviénen de 1la
produccibn de miembros supernumerarios por medic de inductores.
anfmalos. BALINSKY, 1.929; FILATOW, 1.§28; TAKAYA, 1.938, observa
ron en anfihios éomo injertos de vesfcula 8tica o placoda olfati~
va debajo de la pilel, a nivei de la placa'lateral del mesoblasto
y por tanto en regifin no presuntiva de miembros, dan lugar con
frecuencia a miembros supernumerarics localizados .a este nivel.To
do el mesoblasto lateral posee capacidad de reaccionar ante el in
jerto, que hace de inductor, y dar origen a.un miembro. BALINSKY,
1.957, valiénéose de técnicas citoquimicas y microscopfa electré-
nica, llega a la conclusi6h de gue en estos casos, la membrana bg
sal dei epiﬁlasto a nivel del- injerto no existe y sugiere gue es-
te retraso en.su delimitaciébn, es el factor inicial en la induc -
¥16n del miembro al permitir un contacto Intimo e interacci6n md-
tua entre ebiblasto y mesoblasto, mecanismo que pondrfa en marcha

el éomplicado proceso de formacifén del miembro.



. . P

No se ha observado ni descrito este mecanismo en el
proceso "normal" del desarrollo de los miemhros; de igual modo, se

desconocen’ las causas que condicionan la no formacidn de la

membrana bhasal. Para RALINSKY, 1.929,1931 vy 1.9%7,-la confirma -

cibén completa, s6lo podrfa obtenerse mediante destrucciones selec
tivas de la membrana basal, por lo gque ciertas inducciones de
miembros, como las obtenidas. por NASSONOW, 1.895 , mediante injer-
tos de trozos de cartflago bajo el epiblasto de la somatopleura,
probablemente por !nduccién, pone en marcha el mecanismo que con-

ducirf a la formacifn de un miembro.

‘El criterio dominante de que el epiblésto del miembro
s6lo desarrollaba un papel pasivo en su formacidn, ha sido abando
nado a partir de los estudios de SAUNDERS, 1.948, ya que demues -
tra experimentalmente’como la extirpacién de la "cresta apic8l"en
embriones de aves, detiene la formacién del miembro, en dependen-
cia a su vez del estadio en el que se realiz6 la extirpaci6ﬁ, ya
gue cuando se realiz6 en fases precoces falta casi todo el
miembro, mientras que cuando se realiza en periodos m&s tardios,
s6lo hay ausencia de las porciones distales. Fstas experiencias
han tenido una confirmacién genética. ZWILLING, 1.949, 1.956 a,
1.956 b, 1.956 ¢, 1.961, observa en los emkriones de las aves,por
tadores de la mutacién "sin alas" como en los homocigdtiéos,.las
alas se esbozan normalmente, pero a partir del tercer dfa, comien
ia a deuénerar la "cresta apicdl”; cuanto mds precoz es la degene
raciéﬁ, faltan mis partes distales de los miembros, observ&ndose
ausencias completas de las alas cuando la degeneracifn acontece

en los estadios iniciales. Fs evidente due la "cresta apic4&l”

[



ejerce accibn o influencia idductora sobre el mesoblasto subyacen
te. Siﬁilares resultados se han obtenido mediante técnicas enzim§
ticas con las nué cs pﬁsihle‘separar los compdnontcs mesé y epl -
bl&stico del eshozo de un miembro -tripsina y verseno-, y culti -
var la parte mesoblistica con-epiblastoé diferentes, obteniéndosec
resultados de gran interés: el mescblasto aislade o cultivado con
epiblasto "ns de miembro"”, detiene la formacifn de las estructu -
ras distales. Tampoco se forma miembro cuando se cultivan o ponen
en contacto mesoblasto y ep;ﬁlasto de miembro si este nc contiene
la "cresta apic§1". SAUNDERS,- 1.948 a, 1.948 b, demuestra la ac -
cibn indﬁctqra de la "cresta apical" para formar estructuras dis-
tales, mediante injertos de "cresta apic8l" en 4reas de mescblas-
to presuntivo de muslo, observando a los 2-3 dfas post-interven -
cibén la formacibn a este nivel de dedos y. no de estructuras co -~

rrespondientes al muslo.

Sin embafqo AMPRINC y CAMOSSO, 1.959, no aceptan el pa
pel inductor de la "cresta apic4l™ y atribuyen al mes&nquima el
papel principal, al obtener duplicidades distales de los miembros
en experiencias en las que seccionan y aislan la parte distal del
eshozo del miembro superior en los estadios 19 y 26 y la vuelven
a colocar "in situ" previo giro‘de 180°, es decir, colocando la
porcién crane;l en posicibn caudal y viceversa. En base a sus ob-
servaciones, consideran que en condiciones normales, la difereﬁ -
qiacién del'miembro, tiene lugar seqdn una éecuencia‘"préximq-dig
tal®. La inversi6n cr&neo-caudal realizada, entre los territorios
proximales y distales, favorecerfa la formacifn de una gxtremidad

distal doble a expensas del mesénquima indiferenciado de esta par



te, sometida degpués de la operaciébn a influencias oue sc ejercen

ahora seafin un eje créneo-caudal invertido.
Tampoco KYENY, 1.960, acepta el papel aue SAUMIDERS,

1.948, y ZWITLLING, 1.956, atribuyen a la "cresta apical”™ en la di

ferenciaci6n de los miembros. Fsta autora injerta mesoblasto pre-

suntivo de miembro, cuyo epiblasto ha sido separado de €1 por éc—_

ci6n del verseno y los sit6a por debajo del drea pelfcida en esta
dios XII-XIV de HAMILTON-HAMBURGER,-60/70 horas de incubacibn-,15
a 23 pares de somitos, regibn ésta que dari lugar a la piel del

tronco situada entre los miembros. En muchos casos obtiene miembo
supernumerario, pﬁr lo que deduce que el mesodermo del miembro es

el inductor pripcipal del mismo.

Sin embargo, la importancia de la "cresta apical” para
‘la diferenciaci6bn de las estructuras distales de los miembros es-
ta experimenfalmente confirmada. Cuando ée-extirpa todo el epi -
blasto que recubre el esbozo de un miembro y se colocan "crestas
apicales” en la cara lateral del esbozo, el crecimiento distal
. del miembro se detiene, pero las partes heterotfpicas cubieftas
por "crgsta apical”, crecen y originan estructuras distales -de -
dos-;" de ello se deduce que cualquier porci6n>de la superficie me
sobléstica, incluyendo la base, que normalmente deberfa formar
elementos de 1la cin;ura, puesta en contacto con "cresta apical”,
forma estructuras distales -dedos-. Fs mis, ZWILLING —i;961—,
aporta datos que no.5610 demuthran la importancia de la "cresta
apical" en la diferenciaci6n de las estructuras depende de la na-

turaleza del epiblasto. Asf cuando mesoblasto de miembro de pollo

es recubierto por "cresta apical" de pato, en los miembros gquime-



ras que se forman, los dedos-estAn unidos por membranas interdigi
tales caraclterfsticas de pato, cspecie que proporcion$ el mate -

rial epibléstico. R

Mo s6lo la "cresta apical® act@a sobre el mesoblasto
induciendo estructuras distales, sino que act@a reciprocamenté 80
bre el apiblasto. Fsta accifn o "factor de ﬁantenimiento" que
ejerce el mesoblasto sobre la "cresta apical", ha sido demostrada
. mediante reemplazamientos o sustituciones de mescblasto de
-miembro por mesohlasto de otra procedencia, por Qjémplo, 14mina
lateral o somitos; en tales casos, la "cresta apicai® degenera lo
que demuestra que el "factor mhntenimiento"es especifico y co -

rresponde especificamente al mesoblasto de miembros y no a otro.

La cresta epibl&stica al formarse log relieves de los
dedbs, se fraqmenta en varias porciones que cubren la parte api -
cal de éstos. Esta subdivisién, se debe al mesoblasto y no es una
propiedad intrinseca de la cresta apical.'EIIO'demuestta que exig
te un factor en el mesoblasto, al que se debe la persisténcia de
la "cresta Qpical“ y su acti@idad, asf como su fragmentacién en

las partes tipicas que originar&n la estructura del miembro.

¢Pero existe adem&s un factor Qasculari..h numerosos
invesﬁigadores, les ha llamado la atenci6n la formacibén precoz de
un yran vaso marginal, éituado en 1; inmediata veciﬁdad dé la
“cresta epi&érmica apical”, en el espesor del mesénquima sﬁbyacea
‘te, ha herho pensar silesta vascular@zaciGn juega algdn papel en
el crecimiento y diferenciacién distal del miembro. CARTER. 1.954
observé grandes variaciones en el tamafio y disposicifn de este se

no marginal y sus ramas en los miambros de embrione; de rat6n por



t#dores de mugaciones genéticas, fipo luxato mouse y caracteriza-
dos por graves anémalias Ade los miembros. TCHUMT, 1.957, mantiene
el criterio de que es la "cresta apical” la que determina el desa
trollo y trayecio del seno marginal y éste a su vez, provee al
miembro de metabolitos necesarios para su crecimiento, pues cuan-
do la parte apical del miembro es desprovista de su "cresta epi~
dérmic¢a”, el mesoblasto degenera répidamente, al contrario que en
aquellas experiencias en que se mantiene‘y en las que se forma_
normalmente el seno marginal y continfia el miembro en su desarro-
llo normal, SAUNDFRS, 1.959; Para AMPRINO, 1.958, &ste efecto se
‘,debe no a la ausencia de "cresta epillérmica", sino a un efecto
“ngcrosﬁnteo irritativo” del quuid6 amn;Gtico sobre la porcifn
desbrovista de epidermis. De todas formas, podemos éceptar que la
"cresta apical" influencia el desarrollo del seno marginal, pero
el papel exacto que ejercen estos vasos sobre el desarrollo del
miembro no es desconocido, puéiendo pertenecer e inteqrarse en

los factores de "epigénesis tr&6fica de DALCO".

Los miembros se desarrollan segin una secuencia pré6xi-
mo~distal. La simple observacién procedente de la embriologfa des
‘criptiva parecfa demostrar que los miembros se desarrollaban se -~
gfin una ordenacién distal-proximal, es decir, que la porci6n por
1{ que se inicia el mufion de un miembro representa el material de
los dedos, a los que se aﬁadiria secundariamente el pié, plerna,

muslo y cingulum.
La Embriologfa causal no s6lo no ha confirmado esta su

posicifén, sino que ha demostrado todo lo contrario, la secuencia

pr6ximo-distal en el crecimiento y diferenciacifn de los miembros
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criterio v&lidn tanto en anfibios como en aves. Los experimentos
dg SAUNDERS, .1.948, consistentes cn extirpaciones de cresta en es
‘tadios muy j6venes, demuestran 1a formacifn s6lo de los elementos
correspondientes a la cintura; extirpaciones en estadios cada vez
m&s avanzados, dan origen a estructuras cada vez mis distales y
las porciones que se forman son las_correspondientes a los mapas

o territorios prospectivos de los miembros, HAMPE, 1.956,

S6lo MILAIRE, 1.956-1.957, discrepa en relacifn a los
mamiferos y mantiene una secuencia distal-proximal en la diféren-

ciacién de los miembros de esta especie.

54 admitimos la secuencia préximo-distal en la diferen
ciacibn de los miembros, es evidente que el esbozo primitivo de
un miembro no puede ser un "mosiico} pues en estas fases atin no
contiene los esbo20s de las partes distales, serfa como diceée Zwil-
LLING, un sistema en desarrollo en el cual las partes distales
tienen que ser elaboradas. Por eso, no es extrafo qﬁe posea una
-gran capacid?d de_regulacién. Asf{, cuando el esbozo de un miembro -
se extirpa, su porcibn o tercio central por medio de dos cortes
paralelos y se ponen en contacto las partes no extirpadas, se de-
sarrolla un miembro completo, con la articulaci6n femoro-tibial
si se trata del inferior, mientras que el cultivo de la parte‘ceg
fral extirpaéa origina otra articulaci6n femoro-tibial, WOLFF y
HA&BRE, 1.945 HAMPRE y AMPRINO y CAMOSSO, 1.955, ﬁan obtenido
ﬁlmbién regulaciones muy notables en los esbozos de los miembros
de las aves, aumentando o disminuyendo el materfal de un esbozo
por medio de injertos y observan como el material disponible es

uqilizado de tal forma que el resultado es un miembro armbnico.
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PATRON NEURAL DE LOS MIEMBROS.-

Eé ya conocido desde hace tiempc, qué cuando el esbozo
de un miembro se trasplanta heterotfpicamente, autoinjerto, es in
vadido por nervios procedentes de reagiones vecinas del punto en
que. e injert6. Fl ejemplo m&s notable de ésto son los injertos
realizados por BRAMS y SUZUKI de esbozos de miembros de anfibios
en la regi6n cefiflica. El miembro se desarrolla v diferencia en
esta tipica posiciébn y é linv&dido eﬂ muchos dé estos casos por
fibras nerviosas procedentes del trigéﬁino, que .ge distribuyen
por el interior del miembro siquiendo el patr6fn que a este le co-
rresponde, &s decir, toman la disposicién de nervios del miembro
superior o inferior seqtn que el eshozo trésplantado fuera uno u
otro. PUCHADES-ORTS, 1.968, en injertos bemotipicos de eskozo
de miembhro superior en reboencéfalo y tronco ohserva en la mayo -
r{a de las experiencias como a partir en unos casos del trigémino
y en otros del plexo lumbar, emeraen nervios aue conjuntamente
con vasos invaden el injerto por su hase de implantacién. Median-
te la }inciﬁn de RIFLSCHOWSKY, se observa la distribuci6n de las
ramas nerviosas en el interior del miembro, disponiéndose como

nervios tfpicos de la extremidad superior. Fig. R.
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MECANIEMO FORMAL DE LOS MIEMBROS

Se ha analizado en el capftulo anterior las teorfas
existentes en relacifn con los mecanismos causales de la morféqé-
nesis de los miémbros funéad;s esenciulmenée eﬂ los resultado§ de
trabajos experimentales realizados en embriones de aves y en un

menor n@mero, en larvas de anfibios.

Fstas experiencias han llevado a formular conclusiones
muy parecidas: la génesis de un miembro implica la intervencién
de una serie ininterrumpida de interacciones inductoras entre los
dos constituyentes primordiales del esbozo apendicular, el meso -~
blastg y su recubrimiento epiblé&stico. Estos hechos experimenta -
les han sido agrupados y analizados por ZWILLING, 1.961, en aves
y por TSCHUMI, 1.96é,en anfibios. Posteriormente, varios investi-
aadores -AMPPINO, 1:956y CAMOSO, 1.956; MILAIPE, 1.957: MULNART,
1.964; MURILLO, 1.963; PUCHADES~JIMENEZ COLLADO, 1.971-1.973- han

completado estos estudios con enfoques y perspectivas diferentes.

Pero ¢cbmo se inicii un miembro?, ésto es ¢ctal es su

mecanismo formal?.

Antes de la aparicién del eshozo del miembro, los te -
rritorios sobre los que se va a localizar poseen.y manifiestan
clertas propiedades, unas qenerales, como son las correspondien -
tes a la estructura del tronco, 9 otras que le son propias y que,
o bien las poseen desde el principio, o las van adquiriendo pro -

aresivamente a lo largo de la diferenciacién del miembro.
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TERRITORIOS PRESUNTIVOS

] Tn los embriones de ios estadios 13 y 14 de HAMILTON-
HAMBURGER, 19 a 22 pares de somitos, la progresién cefalocaudal
de los procesos de organogénesis permiten subdividir 1a regién
truncal en dés porciones sensiblemente iquales, aunque su estruc-
tura sea diferente; Al examen directo; aparece en la porcién ante
rior del tronco, formando relieve a la vez que el mesoblasto late
ral se condensa eﬁ una cresta, cuyos lfmites adquieren la disposi
cibn de dos lfneas sombreadas y paralelas; es la cresta de WOLFF,
wejor decir, condensaci6n de la porcifn dorsal de la somatopleura

situada entre los somitos y pared lateral del cuerpo dél embrién.

En todos los vertebrados estudiados,-roedotes, aves y
reptiles-, se localiza a nivel de la cresta de WOLFF una elevada
concentracién de &cido ribonucléico. Sin embargo, solamente las
porciones extremas de la cresta de WOLFF van a diferenciarse como
miembro, &rea miembro-formadora; mientras que la porcifn interme-
dia lo va a hacer como estructura propia de la pared del tronco.

STRAUSS y RAWLESS, 1.953, MURILLO, 1.963-1.965.

1.a cresta de WOLPP; se extiende hasta nivel del 17°so-
mito y su l1Imite caudal queda claramente indicado al desaparecer
las 1fneas densas correspondientes al mesoblasto lateral. Fn la
porcibn posterior de 1la reéidn truncal, el mesoblasto latefal di-

buja a cada lado una placa m&s densa y de lImites imprecisos, que

L1
_sobrepasa caudalmente la zona del "nudo”™ de HENSEN. Por delante

de ésta reqgibn, el material somftico estf segmentado en 2 6 3 me-

ti&meras, més caudalmente, el mesoblasto somftico est§ afin inseg -



mentado y su integridad morfolégica resulta dificilmente respeta
.da por los liquidos fijadores empleados, tanto para el estudio

histolégico como para el histoquimico.

En embriones de 20 pares de somitos y segfin los crite
rios establecidos experimentalmente por CHAUBE, 1.959, el terri-
torio presuntivo del miembro superior, se extien@e dgsde el 14
al 19 somitos, mientras que el correspondiente al miembro infe -
;19:, se haya localizado en la extremidad caudal de la regif6n no
segmentada, inmediatamente por delante del nudo de HENSEN., No
existe propiamente hechq o particularidad morfol6gica, que pérmi
ta limitar exacta Yy precisamente estos territorios, tanto en el

ex8men "in toto", como en los cortes microécépicos.

A lo largo de la porcibén elevada del tronco y corres-
pondiente a la cresta de WOLFF, el mesoblasto parieto—pleurél se
encuentra agrupado adquiriendo la dispogicién de una densa hoja
subepibléstica interpuesta entre el mesoblasto intermedio por
dentro del surco limitante lateral que separa al embrifn de los

territorios extraembrionarios, por fuera. Los elementos celula -

res que forman esta condensacién, tienen una_morfolog[a muy pare

cida a los fibroblastos, encontré&ndose orientados perpendicular-
mente a la cara profunda de la hoja subepiblistica y presentando
un polo citopldsmico profundo en contacto con una capa limitante
basal, asf como un.polo superficial, dirigido hacia el epiblasto

Y en ocasiones en contacto con esta capa.

Contrariamente a lo observado en los territorios més
externos del tronco, la disposicifn de las células parieto-pleu-~

rales en el seno de esta hoja, es francamente desordenado, evo -
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cando un proceso. de dislpcacién o cuqndo menos, condenacién pre -
via a una laminacibn. La conformacién y posicifn de las numerosas
células, parecen indicar que han perdido el contacto con la 1imi-
tante profunda de la regifn parieto-pleural, adquiriendo en su

disposicibn una formi irregularmente estrellada en el &rea sub -
epiblistica. Sin embargo, la hoja parieto-pleural de la cresta de
WOLFFP, posee netamente un mayer espesor en comparacifn con la co-
rrespondiente a la regifn retro-cardfaca. También su extensidn in
traembrionaria es de modo similar, mSs densa que en las freas ex-

traembrionarias.

La estructuracién del epiblasto a este nivel es précti
camente homoéénea y al igual que en el reséo del tronco, de los
dos estratos celulares que lo.constituyen, basal y superficial;es
la .capa basal, la que se caracteriza tanto por la altura de sus
célul;s, como por los espacios intercelulares. Desde este punto
de vistﬁ, tan solo una veintena de cé€lulas basales dispuestas s0-~
bre una capa transversa del territorio aaprayacente parieto-pleu-

ral, representan al epiblasto presuntivo del miembro.

MorfolBgicamente hay que destacar las estrechas rela -
ciones existentes entre la hoja parietopleural y los vasos veno -
sos que se encuentran en contacto y en direccién caudocefﬁlica.Se
trata de la vena cardinal posterior, por dentro, y la vena onfalo
entérica, por fuera; ésta dltiﬁa sé sitda exactamente en el surco
1imitante de los territorios embrionarios y extraembrionarios, en

tre la capa parieto-pleural y el epiblasto.

La distribucién del Scido ribonucléico en los esbozos

de la reqifn truncal anterior, puede esquematizarse de modo
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simple: se presenta con el mismo gFado de intensidad en el cito -
plasma y material nuclear de las células pertenecientes a todas
las estructuras del tronco. Las varliaciones regionales de la con-
centraéiﬁn del &cido ribonucléico, s6lo son aparentes y est!n en
dependencia a las variaciones de la densidad celular. Una fuerte
basofilia caracteriza la regifn préfunda de la hoja parietopleu -
ral, en la que .se acumulan los citoplasmas profundos de las c8lu-
las mesoblfsticas altas. La basofilia relativamente pequeiia § es-
table de la hoja epiblfstica, es consecuente al nGmero extremada-
mente reducido de elementos celulares existentes en el espesor

del estrato basal.

Ai examinar las mismas estructuras de la reqgifn trun -
cal posterior, en la porcifn que no corresponde a la cresta de
WOLFF, y por tanto desprovista de segmentacifn somiti;a, aparecen
evidente dos diferencias fundamentales: una, la ordenacifn requ -
lar de las células mesobl&sticas en la hoja parieto-pleural, y
otra, la considerable altura de las c&lulas epiblisticas del es -

trato basal.

]

La porcién intraembrionaria de la 18mina parieto-pleu-
ral, estf configurada a este nivel por un s88lo estrato de células
altas, alineadas, sin signos de migracién superficial. El tamafio
de éstas células disminuye gradualmente en los confines de las re
giones intra y extraembrionariés, aunque todas poseen un elevado

contenido en &cido rihonucléico.

Por todo ello, la cavidad cel6mica es pr&cticamente
virtual, ya que tan solo muestra una pequefa dilatacién en la re- '

q1i6n truncal anterior.



La capa basal del epiblasto es también pobre en c&lu -
las, sohre todo, al compararse con las de territorios m&s cefili-
cos, aungue su tamafio y dimensfiones son considerablemente mayores

que aquellos.

No existe ﬁecho morfol6gico alguno, que permita distin
quir en los cortes histol6gicos,'territorios presuntivos de los
miembros inferiores asf como &reas gue formarin la regién parie -

tal interpuesta entre los dos pares de miembros,
ESTUDIO ENZIMATICO

La fosfatasa alcalina es la enzima que resulta menos
especifica, ya aue se‘encuentra ampliamente repartida en la mayo-
ria de las eétructuras embrionarias. Todos los constituyentes del
cuerpo embrionario de pollo, presentan precozmente una reaccifin
positiva, contrariamente a lo que ocurre con los embriones de ma-
miferos, en los que esta reaceifn predomina unicamente en los es-
tadios mds jSvenes en determinados esbozos, sobre todo en las es-
tructuras inductoras. Fn la reqifn presuntiva esta actividad se
manifiesta con una intensidad-variable en las diferentes freas
del miembro del mesobl&sto lateral; sin embarqgo, es atn mis pro -
nunciada en la porci6n parieto-pleural que en la propia esplacno-

pleura.

A su vez, la reaccifn a nivel parieto-pleural es mis
1"
predominante en los territorios posteriores y menos evidenciable
a nivel truncal, existiendo un ligero ac8mulo en las 4reas presun

tivas "especificas” de miembros, -superior e inferior-;Asf como
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rara el eshozo caudal o cola. Conjuntamente y a nivel del tronco,

1a actividad si hien es menos evidénte, se¢ presenta una mayor se-

fectividad en los territorios mAs internos de 12 hnja parieto-
pleural, territorios, que estdn mis préximos al matcrial somftico
Seqmentado. Fn las zonas presuntivas de miemhros, cstos materia -
168 cne presentan una mayor actividad, entran en la constitucién
dé 1a reai6n prdiimo—dorsal de los eshozos. For el contrario, la
sctividad de 1a fosfatasa 3cida, se encuentra pnce nxtendida en
1as estructuras truncales. Asf, la reaccibn s~ manifirsta séln
con una clerta intennidad en le capas celulares profundas del tu
):0 neural y notocorda, mientras gue es mis moderada a njvel somf-
tico. Fn el 4rea parieto-pledral, solo es localizable en las c€lu
1as subepidé&rmicas del epihlasto. La selectividad dc la reaccifn
de 14 forfatana &cida en el eshozo neural, notocorda ¢ somités,
dpdrece con una gran nitidez en relaci6n con las territorios me -
hos diferenciados del tronco y el eshozo caudal en vias de dife -
renclacidn. Fn estas regiones de formaci6n mis rrecoz, el meso -
blasto de las 14minas laterales es inactivo afin, al contrarfo cue

en los territorios més diferenciados.

tos lugares de deafosforilizaci6bn del ATP v del AMP,A{

fieren considerablemente de los qlicerofosfatas. I'n las dos hnias

de las 1&minas literales asf como en la notocerda, s=e muestra evi
dente una reaccibn intensa de ATP-aéa. Fsta actividad se manifies
ta con 1a misma intensidad en la reqifn truncal snterinr y en los
territorios posteriores en vfas de formaci6n, asf come 2 nivel de

las dos 14minas mesoblfsticas v nudo de HENNSEH, 1o cue deruestra

su qran precocidad. En embriones alao mfs avanzades, 22 a 24 ra -
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ran de somitos, similar reaccibn se localiza lntensa@ente en el
gesoblanto parictopleural y.notocorda, aunaue es précticamente ng
1a en la hoja esnlacnopleural. Fn relacién a 1a actividad derfos-
forilante de AMP se ohserva como las 1sminas laterales son édtél-
ménte lnacgivas v tanhgﬁin ;; notocotda v la 1&mina de células

aerminales ‘del tuho neural, poscen positividod a nivel truncal.

INDIVIDUALIZACION DEL ESBOZO DE MIEMBROS

La individnalizaciﬁn morfolBaica del eshozo del
miembro =superior se‘localiza entre lﬁu 50 vy 56 horas dé incuba - =~
cibn, emhriones de los estadios 14 a 16 de HAMTLTON-HAMBURGER , coi
una variante somftica de 27 a 26 paren. Fl esbozo del miembro in-
ferfor, anarece mis tatdiamente, embtiones de 26 pares de gomitod
aunrue, su crecimiento es mds v&pido en comparacién al wiembro sy
perior, ya cue en el estadio 17, 30 pares de somitos, amhos esho-
zon son pr&cticamente superponihles en sqperflcie auncue ho en vo

lumen,

Al examen microscﬁb!co "in této“ re ohserva el eshozo
del miemhro supcrior, en embriones de 24 somitos, hajo la forma
de uvna creasta densa sitwada frente a los somitos 10-18, no exten-
d1éndose afin por detrss del oriqen de lam arterias onfalo-entéri-
cag, Horas mds tarde; embriones dé 26 somitos, los esbozos mues -
. tran una cresta aue sobresale del Hcrde lateral -de ia reinn ante
" #tor del tronco, extendiéndnse on sentido craneo-caudal, desde el
11 al 21 gomitos y su porcién posterior o 4rea de origen, cuhré
el inicio dé 1a arteria onfalo-entfrica homolateral. fn estos es-

tadiog, los materiales presuntivas de miembro inferfor eatén toda
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vfa incorporados en la hoja parietopleural condensada de la zona
truncal posterior; el espesor a este nivel es marcadamente mavor

en comparacifn con las Areas pr6ximas mesohl&sticas.

Fn los estadios 16-17 de HAMILTON-HAMPURCGER, ia forma
exterior del esbozo del miemhro superior no se modifica ostensi -
hlemente, nero el proceso de individualizacién del mesohlasto la-
terotruncal se extiende de modo aceierado en los territorios m&s
posteriores del tronco. Fs propiamente en el estadio de 28 somi -
tos, cuando se observa con nitidez la cresta de WOLFF, que forma-
r4 la parte lateral del tronco, porcifn interpuesta entre los dos
pares de miembros. Fsta estructura emerqge de cada lado, desde la
nrolonacacifn del eshozo del miemhro superior, y se extiende hasta
el 25 somito, continu&ndose hacia atr&s y adentro por el relieve
del eshozo inicial del.miemhro inferior, cue se individualiza rre

cisamente en este estadio.

En el desarrollo nhormal, son suficientes tan s6lo unas
horas para que el esbozo del miembhro inferior adquiera dimensio -
nes netamente superfiores a los del miembro superior. Fstas dife -
rencias son claramente perceptihles en emhriones de 29 somitos;en
este estadio, el crecimiento del miembro superior comicenza a ser
mis intenso en la parte media, mientras que la parte caudal se in

cornnra a la porcién craneal de la cresta de VOLFF,

Las modificaciones estructurales que caracterizan la
individualizaci6bn v crecimiento de lns eshnzos superiores e infe-

riores, son sensiblemente iquales.

Desde un enfoque citoquimicn, los Ados pares de
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riembros en vfas de individualizacién, manifiestan las mismas pro
nfedades en cuanto a su contenido en APN y propiedades desfosfori'
~lantes a los alicero-fosfatos v ATP; sin embarqo, la reaccibn a
la AMP-asa presenta modifiqacionesVespectaculares, que nos reve -
lan la existencia entre los dos eshozos de una importante diferen
cia relativa al enuipamieﬁtn énz!matlco del mesohlasto. Al icual
nﬁe acontece en los mamifeéros, es la aparici6n de las actividades
proliferativas en el mésohlasto'parleto—pleural el siano 6ue.mar-

ca o) inicio de la morfonqénesis de los miemhros on las aves.
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Asf pues en las fases- m&s precoces de su desarrollo,
los eshozos latero~-truncales v los territorios presuntivos de

miembros, poseen determinades propiedades citocufmicas uniforme-

mente repartidas. Todo el mesoblasto parieto-pleural es’'netamen-

te rico en ARN lo que es prueba de una intensa actividad de fos-
forilante asi como de ATP. N estas dos propiedades se asocia més
tardiamente la actividad de la fosfatasa dcida cue aparece duran
te la fase de prdliferacién de esta hoja pero auec al contrario
df~ los anteriores, se manifiesta-con la misma intensidad en los
eshozos de los miemhros y en e} territorio intermedio de la cres

ta de VOLFF,

1os estadios que preceden inmediatamente a la indivi-
Analizacién de los esbozos, se caracterizgn ror la existencia de
escasas particularidades citoquimicas 'y estructurales aue con ca
racter reajonal difieran netamente en las porcioncs cefflica v
caudal de la pared truncal, hecho aue refleja en cierto modo, la
existencia de un gradiente cefalocéudal aue preside la mavorfa
de los rrocesos iniciales de la oraanogenésis, manifestado sohre

todo por la traduccién de actividades regionales liacadas a la di

ferencidcibn ulterior de los territorios acue le han sido asiana-

dos.

»or ello, encontraﬁos la reaccién mis intensa de la
fosfatasa alcalina en los territorios nrimitivos v renns evolu -
cionados de la hoja parieto-pleural, asf como en todas las dreas
rresuntivas parieto—pleufales; este hecho se inicia en la extre-
midad anterior del tronco y progqresa répidamente hacia la por -

cién candal, sin manifestar desde un principio nredileccifn ror
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las territorios rresuntivas de los miembtros.

€i Iiern en el panorama qeneral de las modificaciones
rue preceden y acompa®an a las primeras fases dr la morfogénesis
dﬁ los miembros, ararecen estns siqnos, se nhserva cue dos de
cllns rstén Intimamgnto liqados a la progrsidn de cstos procesos
T ararecen s!nultﬁnéameﬁtc,‘siendn su naturaleza idéntica a nivel
Ael erhozo alar y rierbro inferior; aunque se manifiestan en ro -
mentos diferentes v con modalidades distintas en lor dos territo-
rios presuntivos. .Se trata, por una parte, de una aceleracidén re-
aional de las actividader dc crecimiento del mesoblasto parieto -
nleural v de otra, de la adquisicién por la materia e; via de pré

liferacifin de proriedades desfosforilantes asi coms de AMP.

F1 crecimientn mesobl&stico evoluciona de una manera
ruv diferente a nfvel atar o Ae mierbro inferior. Fn el primer ca
o, las actividades proliferativas iniciales se extienéén fuera
4e los futGros 1Iimites del eshozo alar, ésto cs, parec& como 51
la ruesta a nunto de los matnriales presuntivos alares cboluquni
ran cn su‘inicio 21 mismo ritmo cue cl mesohlasto laterotruncal
oiue 1o rodea: por elle, resulta cue los primeros eshozos a1;r95
macroscéricamente prcceptihlcs, englobhan una huena parte de la

cresta de Y'"WW.FF v sobrepasan en lonaitud el 1fmite caudal-de los

tcrr!tnribs alares presuntivos. -

Al contrario y a nivel de los eshozo= del miemhro infc
yidnr, la aceleracién reqiona) del crecimiento mesobléstico estéd
rerfectamente Jimitada al futuro terrjtorio del miembro. territo-
rio cue nermite delimitarse muy esrecifficamente. Nsta diferencie

entre lns Aos tipos de eshn2os, es una consecuencia vvidente o)



aradiente cefalo-caudal que qohirrna la individualizacifn de to -
das 159 estructuras truncales. Tl crecimfento del mesoblasto alar
coincide con el correspondiente al resoblasto latcro-truncal cir-
cundante, mientras ocue en territorio del miembro posterior, el

mismn proceso surge en un momento en ¢l cue la hoja parieto-nlen-
ral no ha alcanzado aGn el qradovdn madurez que se presenta on la

reagifn anterior del tronco.

*n hase a las prnnieéades enzimiticas de los esbozos
iniclales Ael miembro sunerior, se podrfa considerar su primera
individualizacifn como un fenbmeno proaresivo en e] nue la selec-
tivida? reqgional, no nrecisa nada mis que alqunas horas para su

normal desarrollo.

Sin ehharoo} elimesoblasto presuntivo de riembro sune-
rior, adouiere bruscamente un nuevo eaquipamiento enzimitico cuc
le es vronio y que le distinque de una forma cvidente de los mate
riales advacentes de la cresta de VOIFF, Ja actividad de la AMI-
asa anarece mis tardiamente en el mesohlasto de los eshozos del
rmiemhro inferfior en vias de crecimiento; pero se manifiesta con
una intensidad nétamente menor que en los eshozos alares; ror
otro lacdo, en los Aos esbozos parecs de miemhros v desde €u prime-
ra apariéidn, la nueva proriedad enzim&tica finaliza en los terri
torios post-axiales de los eshozos, por lo que hasta cierto muntn
revela la existencia de un metabolismo diferente no s6lo a nivel
de los eshozos alares v de miembro inferior sino a su vez, en sus
'constituyentes mesoblésticos post-axiales en comparacién a los

preaxiales.

Por su distribucién, asi como por su evidente intensi-
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4ad en los dos tivos de eshozos esta actividad enzimStica parece
estar sobre todo ligada al inicio de nroniedades morfol6aicas es

recificas en e) mesoblasto farmador de miembro.

Una vez aue las cflulas mésodérmicas han perdido su
Aisposicifn rscudoepitelial primitiva, comienzan a multiplicarse
activamente v el mesoblasto neoformado se acumula por dekajo del
epiblasto advacente. lLas numerosas fiouras mit6ticas aue testimo
nian esta entrada en fasc nroliferativa, se ohservan a niveles
distintos de la hojilla pero sobre todo en su profundidad, esto

es, cerca de la cavidad celfmica v sohre todo del lado dorsal,

en donde las imfagenes de divisién son m&s numerosas.

ri crecimjent6 nosoh]éstico,inictado'en nl territorio
alar rresuntivo, se propaada ré8pidamente en direccifn caudal.Psta
proaresién anarece claramente si se examinan cortes transversa -
les a diversos niveles de 3a reqién del tronco de un ombrién de
24 rares de somitos. I'n este estadio, la cantidad de mesoblasto
nuevo formaden es m&xima en la porcifn crancal del territorio’
alar, mientras cue disminuve en la porcifn cauda), de 151 modo
rue es ruv escasa a nivel de las arterias onfalo-entéricas y en
1a futura reaifn en la cresta de UOLFF. Ia proliferacifin no ha
llecado afin al territorio presuntivo del miembro inferior, con
dorde 1a hoija parieto-pleural consnrva su asnecto monoestratifi-

radn de estadios nrecedentes.

Plaunas horas mi=s tarde, embriones de 2f pares de sn-
mitos, el! enarosamiento del mesoblasto paricto-plecural ha rroore

sado consideraklemente en los territorins alares esto es,miembro
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superior, cue se presenta bajo la forma de dos eshozos alaragados
que se prolongan a cada lado el primer rudimento de la cresta de
U“NLFF,. Fxaminados en cortes transversales, el esbozo del miembro
sunerior aparece constituido por un conjunto homoaé&neo de meso -
hlasto muy has6filo, cruzado y ocurado nor numerosas laaunas vas-
culares. las 1m&qene§ de divisibn celular predominan aGn en la
nrofundidad del territorio dorsal del eshozo, cerca del fondo de
~saco externo de la cavidad cel6mica, por lo que se observa a este

nivel, un aclmulo acentuado de fcido rihonucléico citoplasmitico.

'l examen de los territorios mds caudales del tronco
nos muestra una discreta proliferacién parietq-pleural Gnicamente
a nivel de la zona presuntiva del mieimhro inferior. La abundancia
del nenmesoblasto acumulado a este nivel, hace notar un crecimien
to nétamente ‘m&s act1v6 cue en los territorios mds ccfdlicos de
la cresta de WOLFF, hecho 8ste con;rarin a lo ohservado por otros
autores, para los que la formaci6n de cresta mesabléstica latero-
truncal es uniforme, y en la que los extremos se cnaruesan para
orjainar los miembros. Il mesoblasto presuntivo de los miembros
manfifiesta en su conjunto una actividad proliferativa mfs imror -
tante nue en el resto de esta caba, nero este caracter reqional
anarece con mis nitidez adn a nivel del eshozo de miemhro infe -

rior en comparacifn al miembro superior.

Fn este mismo estAdio, gse nroduce las primeras mndifi-
caciones Ael eriblasto del eshozo del miembro superior; hasta es-
te momento la hoja de revestimiento se encuentra suaverconte eleva
da v dispuesta sobre el mesoblasto ﬁﬁhvacente condensado; cuando

el eshozo esta y& en vias de formaci6én, se produce una condensa -
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cién v aumento sensible en el nimero de las células epiblasticas
hasales en la rorcién Ac la'hoja nue tapiza los tarrgtorios ven -

tro-aricales del cshozo Ael miembhro.

1.os nuevos contingentes celulares ararecidos a egte ni
vel, estan enaarzados en qrandes espacios intercelulares aque c; -
racterizan la totalidad del recubrimiento epibl4stico; esta modi-
ficacién confiere una tipificacién.a la reqié6n, oue adouiere un,
asreccto compacto asf como rarcadamente bas6ifilo vuce le distinauve
de) hrrritnri6 dorsal y axial cn donde la densidad celular del
eriblasto continua nricticamente iqual. los limites esttictos de
csta condensacién a nivel del eshuzo de los miembrors sureriorés,

rs 1a rrirera manifestacién epiblistica aue anuncia la “ormacién

Ae la cana anical.

I.ns modificaciones estructurales ohservadas en el
embribdn de 26 nares de somitns, se acentfian v concretan a nivel
del eshnzo rudimentario del micmhro inferior, va que su crecimien
to v condensacifn se hace de mndo muy acelerado a la vez cue nre-
sonta una oréctica individualfzacién y caracterizaci6n a nivel
Arl 28 v 29 metAmeras. Il examen de los cortes transversales de
wn erhrifn de 29 pares de somitos, sirve para exrlicarnos la cvo-
lucién aeneral de las estf;cturag latero~truncales. Punaue duran~-
te ente prviodo 4 nivel dﬁ{ eshorn del miemlbvo saperior apareeoee
un discreto enrjcuecimiento nor nucvos cnatlnaentes mcsoblagticos
BAn embarqo, la simn)e’nhservacién nos muestra un real enlenteci-
miento en relacién con el crecimiento exuberante del mes=ollasto
del esbozo de los miembros inferiores en estos embriones. Tste en

lentecimiento ¢s sobhre todo mis irmrortante en el terxitorio cde la
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cresta de YOIFF, en cuyo extremo caudal, el arado de condensacién
decl mesobhlasto es pricticamente nulo por lo que el contenido aeng
ral de las células en &cido ribonucléico, ha disminuidn bruscamen
te v un elevado nimero de ellas han entrado en picﬁosis. Fsta in-
vnluci6n deqenerativa del mesoblasto e la cresta de VOLFF, nn ha
sido précticamente nunca observada ni descrita cn los embrioncs

de mamifero, hecho Este ocue en las aves nos induce a scialar espe

cificamente treédetalles:

1.~ La cresta de VOIFF en una primcra fase posee un
crecimieqto similar a todo lo larqgo para r&pidameante aumentar a
nivel del eshozo presuntivo del miemhro superior, seauido de otro
rara el miembro inferior. Fstos dos crecimientos hacen wvue el res
to de la cresta de WOLFF parezca absorvida por ellos, ror lo aue
rdnidamente se transforma en una condensacién fina v lincal lle -

aando précticamente "a desaparecer.

2.~ %1 hien el eshozo del miemhro surerior ararcce an-
tes v su condensacibn al principio es mé&s intensa vy volumétrica -
mente mavor,en cuatro-ceis horas, esto es, a lo sumo en dos esta-
dios, el eshozo del miembro. inferior no sflamente iquala, sino
cue sohremasa al eshozo del superior, no - tanto  cn volumen co-
mo enn su eje transversal, nor lo aue a partir de erbhriones de 22-
32 nares de somitos, el eshozo del miembro inferjor es mis claro,
cvidente v estructurado aue el superior. Al iqual cue en el eslo-
zo alar, la proliferacién mesoblAstica del cchozo del miemhro in-
ferior nredomina en la nrofundidad del territorio dnrsal: esta re
ajién es por tanto, la de mayor actividad, nor lo cue presenta una

mavor riqueza en fcido rihonucléico v al ifaual ocurrirfa con el
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miembro alar, la densidad celular epibl&stica es mayor en el vér-
tice o punta del sector ventro-anical de la hojilla epibl&stica,

nor 1o que esta modificacién es a todos puntos, comparable a la

observada como inicio de cresta apical de SAUNDFRS.

3.- Fshozos constituidos. Fstadios 18 a 19 de HAMILTOM

VIAMBURCF?, 31 a 40 pares de somitos.

Fste periodo del desarrollo corresponde a un hecho f4&-
cilmente destacahle, cual es el cese de la actividad proliferati-
va del mesoblasto parieto-pleural, por lo que los dos pares de es
bhozos adouiecren en este momento una configuracién que les distin-
guen netamente de la pared truncal Jintermedia. Cada esbozo comien
zZa a crecer en sentido prréximo-distal v a nivel de los eshozos
del miembro superior, el proceso coincide con una reduccifin en
las dimensiones cefalo-caudales de su hase de implantacién u ori-
gen, como consecuencia a la incorporacién de los territorios meso
blésticos adyacentes a la cresta de WOLFF. Al iqual que en los"e§
tadins nrecedentes, el volumen alobal del eshozo del miembro infe

rior es con mucho superior al de los miemhros alares.

Tniciado el'crecimiento, cada eshozo adquiere la forma
de un segmento de disco, en el que se le puede reconocer una cara
dorsal y otra ventral, nétamente separadas por un horde circunfe-
rencial o marainal a lo laran del que se Aiferencia la cresta ani
cal. A su vez, cada eshozo puede ser dividido arbitrarjamente en
do#! porciones: una paraxial v otra postaxial, situadas a una par-
te vy a otra del eje préximo-distal, linea imaginaria tendida rer-
rendicularmente al neuroeje cue pasa nor el centro del horde mar-

qinal. Observado in vivo esta subdivisifén, permite constatar al

.
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Final del estadio 18 y sobre todo al princinin del 10 el creci -
miento de dos p;kes de esbozos de miembros aue tienden a predomi-
nar del lado postaxial. Analizado qicrosc6picnmrnrv, las principa
les modificactones que llaman nuestra atenci6n son aauellas en re
lacifin a la formaci6én de la cresta apical. Fl wesablasto en vias
de condensacién, conserva el aspecto de uﬁ'cnmpn celular homooé -
neo, en donde nns es dificil precisar la repartici6n aqeneral y la
sistematizacibn varcular correspondiente, por la cue 1a mayorfa.
de Yas propiedades desfosforilantes que caracterizan al mesollas-—
to eh vias de crecimiento yé acentfian y localizhn en los eshozos
va conrtituidos. La individualizacifn estructural de la capa api-
cal se acompafa a su vez, de un aumentn sensihle de la actividad

de las dos fosfatasas.

ta emtructuractién microacépica de lom erbozos de los
miembros v su capacidad en &cido rihonuclBico, =on Adiferentes on

tos embriones de los estadios 1B v 19 de HAMILTOM-NAMIUPGFR.

.

. Al {qual aue en lng estadios precedentes, la cara an -
niAtica de los eshozos de los miembros, es uniformemonte convexa
manteniéndose subdividida en des partes: dorsal vy v&ntrnl pnr el
relieve de la reaifn apical. A su vez, cl mesoblasto es denso, y
bassifilo, salvo en la vecindad de ln‘h61a pariorn—nlvnrnlvon don~
de 1as cflulas son menos ahundantes; en esta reqi6n provimal més
)axa; por donde caminan los ﬁrincinalon<vnnos sananfuens al tnt -
cio, muy 1rreﬂularm;nte dispersos. Ta red circulatoria es tributa
ria de numnrosas vias arteriales -de orincn aértico y de miltirles
vénulas cue denembocan ventralmente en la tena nnfalo-entérica.ln

el erihlasto el territorio nresuntivo de la cana,avical que cu -
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hria en estadins anterfores toda la reqi6n ventro-matginal del c3
hnzo, se éncuoﬁtrn éisnnnstn.cn noaicién anléal, donde se estahle’
ce la unifn entre las porciones dorsal.y ventral de 1a héji de 14}
cuhrimionto. Si se cnmﬁnra.nnte hecho con los ohservados en los

estadins 16 a 18, se evidencia como la densidad celular y el eon-
tehido en:ﬁcldn ritonucléico dnl erihlasto apical, son mavoreg en

1a parte nostaxial del eshozo cue en su reaibn axial.

Fata difrrencia an fnidice de 1la forracidn mds precos
dn Ja narcifn postaxial de la capa apical y deade entos eatadios

.rn adalante, nu trangformaciBn es m&s evidente hacid yna tresta

‘anudA n saliente: elln traec como consecudencia, una condensacidn

conriderakle y muy localizada del ndmero de c8lulas, nie de locd-
112an en cuatro o cinco caras superpuestas. Al iqual cie &n los
mamfferon, 1a mayorfa de lam células superficialex, bteséntaﬁ Uha
rrolonaacisn citoplirmica déloada y rica en Scido ribonucidico,
mie se insinda profundamente hasta contactar con 14 membrana ha -

sal.

Fn la reaifn prraxial Ae) enhozo en el estadio 19, el
eniblasto aptcal es muy denso y iy bas6filo, pero todas lss célu

1as se encuentran aqrupadas en un rélo estratn. Su distrihucién

- aenatal), e§ bastante homoanénea, salvo en la mitad postaxial del

entozo, donde la densidad celular tiende a acentuarse en el cen -

“tre Ae) campo mesohléstico; en el nlano vascular 1o caracterfsti-

o es la araricién de numerosan vénulas satfilites de las arterias
de procedencia abrtica, que van a drepar aran parte de la sandre
hacia }a vena cardinal posterior. he inual modo cue en los mamffg

reos, @l drenaje venoso por 1la via cardinal recoqe mayor territo -



rio, pr&cticamente la totalidad del &rea postaxial, por lo cue es

hayor cue el territorio de drenaje onfalo-entérico.

A fin de tener un criterio objetivo y rersonal, no so-
lamente hemos analdizado cortes en direccibn frontal, con ohjeto
de analizar posibles asimetrfas cefalo-caudales a~ue se nos nodfan
haber escanado al examen en los cortes anteriores y asf, hemos nro
dido constatar en los eshozos corrensrondientes al miembro supe -
rior, la individualizacifn mas precoz de la cana arical del lado
nostaxial, mientras que para el eshnzo del miemhro inferior v al
contrario, se nos ha permitido analizar la existencia de un enri-
ouecimiento local del campo mesobl&stico en &cide ribonucléico;es
te territorio mﬁs‘baséfilo, se encuentra situado precisamente ha;
jn la porcifin pnstaxial y recubierto de modo muy individual pér
la capa apical. Fstas modificaciones nos muestran claramente la
preponderancia postaxial de las actividades oraanoaenéticas, cue

en su conjunto van a localizarse m&s precozmentec en el esbozo dcl

miemkro inferior que en el alar.

Fn conjunto, en las fases mis precnces del desarrollo
de los miemhros, los eshozos latero—truﬁcalos v sus territorios
hrésunt(vos manifiestan ciertas proriedades citoanufmicas uniformc
mente renartidas. Todo el mesoblisto parieto-prleural cc muy rico
en &cido rihonucléico y es una prueba de una intensa actividad de

fosforilante de ATP. A estas dos propiedades, se asocia mis tar -
diamente la actividad de la fosfatasa Acida, que aparece durante
la fase de proliferacibn de esta hoja, pero se manifiesta con la
misma intensidad en los eshbozos de los miemhros y en el.territo -

rio intermedio de la cresta de VOLFF.
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Fn los estadios ocue preceden inmediatamente a la indi-
vidualizaci6én de los esbozas, las otras particulariedades citoauf
micas y estructurales aparecen con modalidades que difieren néta-
mente en las porciones cefdlicas y caudal de la pared truncal,por
1o cue se manifiesta un aradiente cefalo-caudal aue preside la ma
voria de los movimientos fundamentales de la nrganogénesis, sobre
todo en.- 1a produccifn de act1V1d$des regionales ligadas a la dife
renciacibn ulterior de los territovrics aue estan en marcha. Es
evidente, - -. la reaccibn m&s intensa de la fosfatasa alcalina en
los territorios inmaduros y menos evolucionados del mésoEl?sto né

rieto~pleural, asf como en todas las primeras manifestaciones de

su cracimiento. cue inici&ndose en la extremidad anterior del

tronco, progresa hacia su extremidad caudal, sir manifestar ninqu
na nredileccién aparente por los territorios presuntivos de lo-

miembros.



3%

BOSQUEJO HISTORICO DE LAS TECNICAS DE INJERTOS

EN EMBRIONES DE VERTEBRADOS




- 36 -

BOSQUEJO HISTORICO DE LAS TECNICAS DE INJERTNS

==

EN EMBRTONES DE VERTEBRADOS

l.a técnica de traspléntcs ha sido empleada en Fmbriolo
ala experimental a fin de analizar los problemas relacionados con
1a Firioloqgfa del desarrcllo; sv aplicacibén y perfeccionamiento
ha hecho poaihie vecabay nfarmaciAn on relactfn con Yo procesngs

cansales de la Ntoqenfa.
1.~ INJFRTO EN MFEMBPANA CORIOALANTOIDES

la térnica de aislamicnto y cultivo de porciones de
embriones en membranas coriocalantoides, ha sido método practicado
hace afios, usado frecuentemente ya que en muchos aspectos repré -
senta las condiciones adecuadas para el cultivo de tejido, al no-
seer la memhrana coriocalantoidea de las aves, un abundante mesén-~
avima rodeado nor un esérato ectodérmico -epitelio amniético- y
una l8rina endodérmica —epiteiio alantoideo-. Fn el 8°dfa de incu
bacibn, nresenta una rica vascularizacién, ror lo que es capaz de
incorporar r&pidamente a tejldos u O6raanos a injertar. Los teji -
dos injertados a partir de este dfa, encuentran un medio ideal pa
ra su cultivo, por lo cue se alcanza una diferenciacibn citol6qi-

c¢a ¢ incluso histol6qgica completa; sin embaraqo, la morfoaénesis.

.se altera en gran modo, probablemente como resultado de las mani-

pulaciones mecinicas as{ como Ae la limitacién de éspacio y pérdi

da de interconexiones normales del fragmento o 8rea injertada.

Fsta técnica fué usada por vez primera por ROUS y MUP-
v, 1,911, para estudiar mediante injertos de sarcomas de rata,

su evolucién y comportamiento en el emhrién de ave. Pdridamente
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aste método fué adoptado por la mayorfa de loes embribloges, v

as! DMTCHAKOFF, 1.91€; HOADLFEY, 1.924; WILLIFP, "'1.924, la emplean
a fin de analizar las potencias oraanogenéticas v capacidades de
" Aiferenciaci6n de las distintas &reas del blastodermo de pollo en

cstadios iniciales del desarrollo.

VILLTIFR, 1.927, en injeftos en corioalantoides de Llag
todermos "in toto™, estadio de prolongaédién cofélica, observ6 co-
mo el nodo de- IFNSFN, rcalizaba un i%nortantc papel en la forma
de los 6rqanos axiales del embrién; posteriormente v usando idén-
tico material, HUNT, 1.931, evidencia como esta drea no ec sola -
mente }nductora de 6raanos axiales v somitos, sino aue adem8s con
diciona e incide en el normal desarrollen del embri6n. PAVLES,103F
-1943; WILLIFP Y PAWLWS, 1.935, fraamentan llacstodermo en esta -
Ajos de 1fnea oprimitiva y de pro]nnqac16q cefdlica en 18 dreas;su
cultivo en cnrioalantoidgs demuestra como cada una de ellas, su -
fre una especial histoqénesis dando luqar a estructura u 6rgano

especifico; ello hizo que se realizara el mapa potencial organoae

nético de las 4reas especificas o "campo embrionario".

Mo solamente se ha empleadn la membrana corioalantei -
dea para analizar y estructurar las capas o &reas especificas,si-
no que iniertos WYe 6Braqanos va diferenciados, han prendido y su ul
terior desarrollo a servidn mara analizar la incidencia de facto-
res ambientales en su morfoagenesis. I'sta técnica a) principio usa
da era especie-especifica, recientemante ha sido empleada en
comhinaciones heteroespecfficas; esto aé,vemfloando Srcas o es -
tructuras pnrocedentes no de la misma esrecic de aves, sino inclu-

s0 de mamiferos,
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NICHOLAS y PUDNICK, 1.927, obtienen Sreas v tejidos de
rnthriones de rata de 6 alll dias y los injertan ern corioalantoi -
Acs ﬁe pollo de © a 12 dfas; sin embarqo, la diferenciacién histo
16qica y oraanogenética en aran némero de ohservaciones es ordcti
carente anormal. Mcjores resultados desde el punto dé vista de su
u1terio; diferenciacién en cuantn . a material de ratas se reéfiere,
ha sido dhtenido por WATTFRMAM, 1.937, con tejidos esmbrionarios

de coneijo. Con material emhrionariq humano se ha empleado esta
técnica por DAQTCHAKOPF v GAGFRIM, 1.229,
2.~ CULTIVOS "IN VITRO".

¢ VADDINCTON, 1.932, cultivé en plasma sanaufneo qrandes
norciones e incluso blastodermos Iﬁteqros. PUDNYCK y SPRATT, 1945
rqsteriormente, nerfeccionaron esta técnica con lo que se loqra‘
analizar 1as cahacidades especificas de un &rea u 6rgano aislado.
S1i hien la técnica es sencil¥a, la supervivencia es corta, por lo
our Jos tejidos no alcanzan marcados qrados de diferenciacién, so
kre todo cuando el cultivo corresponde a blastodermos "in toto",
va cun los mejores resultadnn =mon cuando son cultivados a partir
de fasmes previas, estadins 4 y 5 Adc HAMTLTOM-UAMRURMTP, sohrevi -
viendo a lo sumo dns o tres dfas, fases previas a la aparicibn de

la circulaci6n.

Fsta técnica ha demostrado una mayvor especificidad en
cuanto a la diferenciacifin v estructuracién del &rea cultivada,va
ove los cultivos crecen y se diférencian sicuiendo su capacidad v
potencia prospectiva, mienéras que en los casos de iﬁjertos de co

rioalantoides, la capacidad prospectiva nuede ser en ocasiones'mg

~ dificada o influenciada por las potencias morfoaenéticas de 1&mji-
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nas o estructuras perteneéientns al. embrién recentor. SPPATT, 1946
rmedjante este m&todo, marca los embriones con partfculas de car -
bAn por lo que en ocasiones puede .srauir con cxactitud los movi -~
mientos morfoanenéticos. 1.a capacidad ée induceifn de la 1fnea pri
. mitiva ha pido estudiada por VADDTMCTON, 1.933-1.934, -en experien
claa en que porciones de 1fnen prlmitivﬁ son introdicidas en un
hlastodermo "in vitro". Observa como el trasplante realiza su nor
mal avtediferenciaci6bn, mientras que el ectodermo eon contacto con
é1, as ldan A formaciones medulares més © menos étricas; se de -
muyestra mediante eata técnica como el receptor P“ "regccioqado y

evocado” A partir de un injerto aislade.

Posteriormente SPRATT, 1.749-1.950, v con la finalidad
de entahlecer 1o§ qradientes histoaqufmicos « rﬁnqorimientnn espe-~
cificos en las etapas dél desarrnllo, en cultivns de blastodermo
"in toto", adiciona carbohtdratos espectificns a fin de evidenciar
en tejidos y 6rqganos los camhion mct;héljcnn v dearadaciones dc -

pendientes en su morfogénesis y diferenciacitn.

ta técnica de cultivo de teiidn ha sido tambjén uttli-
zada &4 fin de analizar la dfferenciacién de primovdion tisulares,
crft., 1.939; HARDY, 1.949, 1a ennleafon para estudiar la forma .-
" ei8n del eésternén y la diferenciacién’'y estructuracién de

miembros. .
3.- INJERTOS EN CAVIDAD CELOMICA

IAMPURGFR, 1.938, emrle6 por primerra vexz esta técnica
a Fin de analizar la diferenciacién de ~tbozon én embriones de

ave. Fﬁte mé&todo ha demostrado ser el mejor y el mis idéneo para
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analizar y estudiar los procesos de diferenciacién de tejlgon a
nivel embrionarin. Fstructuras aisladas sonh introducidas dentro
Ae 1la cavidad cel6mica a través de una pequefia incisidn en 1a so-
matonléura, nréxima a la entrada de los arandes vasos. El eatadio
ideal para NAMRURCER, vendrfa a corresponder al 10-11 de nAMILTng.
VAMRUPCFER, cuandn l1a norciBn posterior del cuerpo embrionario ya-

ce sobre el viterlo y no estf afin cubierto por el amnios.

105 trasplantes prenden f&cilmente en pared celémica o
en cavidades y es muy frecuente aue sufran vna rica y abhndééte
vascula}lzaci6n. Los injertos pueden continuar su normal creci -
miento durante largos periodns de tiempo e tncluso llecar & 1a

aclo=ifin.

rsta técnica ha sido adoptada en el estudio v an8iisis
de los ﬁecanlsmos formales de la diferenciacidn v en 1a qénésis
caural de muchas de sus estructuras y usada por RAWLFS, 1,944 -
1.945, quién 1a emplea a fin de estudiar el patrén piomentario de
1a piel. AMPPINN, 1.952—1.9@4, analiza los mecanismos causales de
1a diferenciacifn de los miembros: MURILLO FERROL, 1.9823 ORTS
LLOPTA, 1.969—1.070,‘JIMﬁMF2 COLLADO, 1.971; JIMENFZ COLLADO-rU -
CHADFS OrTe, 1,977, la utilizan en injertor homo y heterosespeci-
ficor de 8recas y estructuras nﬁ fascs precoces del desartol}o,ang
1{zando los mecanismos causales de su diferenciacifn a la vez cue
tratan de obtener informacién Ae. los procesos normomorfogenéticos

y 8u posihble alteraci6n.

Fs evidentg que esta técnica, ha sufrido modificacio -
nes y adaptacionas por los diversos investigadores aque ia emplean

¥y nobre todo on Adependencia al materifal ueado cdmo injerto. Wo
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ohstante AMPRINC,1.968 y JIMENFEZ COfLADO, 1.965, han realizado
una ingeniosa modificacién, consistente en refriqerar el huevo re
ceptor, con lo que al producirsé un elentecimiento de la corrien-
te, que a veces llega incluso al pQro circulatorio, disminuve la
hemorraqia, factor causal y mayor Indice de los fracasos operato-
rios. También medjante heteroinjertos heterocr6nicos entre espe -
cies con diferente volumen nuclgar y empleando marcajes con is6to
pos radioactivos, preferentemente timidina tritiada, se ha podido
estudiar v evidenciar las capacidades de requlacién, derendencia
y a@aptacién de estructuras en distinto grado de diferenciaci6n,

ORTS ILLORCA-JIMENE? COLLADO, 1.967.

Una ventaja que presenta esta técnica cos aue el injer-
to cuvando prende en cavidad cel6mica, crece fScilmonte ya aue no
tiene impedimento mec8&nico cue impida su desarrollo y diferencia-

cibn.



MATERIAL Y METODOS




Para la realizaci6n de las experiencias ohljeto de este
Trahajo de. Investigacifn base de nuestra Tesis Doctoral, se han
utilizado embriones de pollo de la raza LEGHOP . .COPNICH, asf como
embriones de codorniz, COTURNIX COTURNTX JAPOHICA. Los embriones
receptores, -embriones de pollo;.sequxan su proceso'de incubaci6n
en estufa de cultivo a temperatura uniforme de 38°C con control
automético de humedad y ventilacién, hasta haber adquirido un de-
sarrollo 1d6neo para la intervencién aque en ellos se iba a reali-
zar. Seaqufdamente los huevos eran retirados de la estufa de incu-
hacién v siauiendo el proceder habitual de F. VOLFF, se les prac-
ticaba una pequeta ventana en el polo aqudo, por la cue se retira
han dos centImetroS cdbicos‘de albGmina; con esta maniobra se des
nedaha el Aisco embrionario o -embrién -dependiende del estadio-,
Ae la merhrana cqquilar, cara interna, en su punto'dﬁ'méxima con-
vexidad con lo aque se podfa maniobrar mucho mis ficilmente en la

apertura del huevo.

Una vez cerrado el polo agudo, se oracticala una venta
na aproximadamente de 2 x 3,5 a 4 centfmetros en el culmen o pun-
to de mayor convexidad del huevo:; hajo el mismo, habitualmente de
he encontrarse el disco embrjonario o emhri6n. Una vez localizado
el snecimen vy observado el estadio evolutivo era nuevamente cerra
Ao con una l4mina transmarente de Micgnfilm de 0,5 mm. con lo cue
al ser vreintroducido en la estufa de incubhaci6in, podfa seauirse
su cronolocfa evolutiva v ser retirado en el momento m&s id6neo y

anropiado nara la intervencifn.
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Los huevos dadores, procedentes de codorniz, eran colo

cados en estufa con idéntico proceder técnico, esto es, mantenien

do una temperatura constante de 38°C y cortrol automitico de hume -

dad y aireacién. Una vez 1llenado el estadio deseado, control que

se realiza mediante la escala de 7ACHFEY, eran abiertos en un reci

. piente nreviamente preparado con‘}Iquido.de TYRODE & GEY a tempe-

ratura ambhiental, 22 a 26°C. Liberados de alhfimina, eran cortados
nor el ecuador, aislados de la mayor cantidad rosihle de vitelo v
1levados a un salliers, en donde en'l!quido de TYPODE o CEY son

limpiados por su cara ventral de los aranos de vitelo afin residua
les, senquidamente se les extirpa el esbozo presuntivo del miembro

superinr, material aue nos servia como porcifin dadora a injertar.

Aislado el material a fnjertar, es transportado en mi-
crocutharilla o bien mediante micropipeta al embrién receptor, S,
en el cue previamente s2 le habfa realizado una incisién con mi -
crobisturf{ de Tunqsteno, a2filado a la llama oxidante con un di&mg
tro de 1 a 1,5 micras, a nivel de la raiz del miembro superior,se

gfin técnica habitual, JTMENFZ COLLADO-PUCHADES, 1.976. Fig.9

Para los emhriones receptores, los estadios 6ptimos de
su éesarrollo estaban comprendidos entre el 12 v 17 de HAMILTON
HAMBUPGFR, lLos estadios ideales empleados mara la extirpacién del
esbozo de) miembhro en los embriones dadores, =-codorniz-, eran los

conprendidbs entre los estadios 8 a 10 de ZACHFI,

Una vez realizado el injerto e introducido en profundi
dad el material dador, se cierra el huevo con una nueva pelfcula

de- Microfilm de 0,5 mm. de espesor, siendo reintroducido en la es

T

i
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tufa de cultivo en 12 que se mantenfa su incubacifn hasta el esta
dio del desarrollo por nosotros deseado. Generalmente los emhrio-
_nes son sacrificados al tercer, cuarto o quinto dfa post-interven
ci6n: esto es, cuando el embrién habfa lleaado a los estadios 28-
18 de HAMILTON HAMBURGER, estos estadios por nosotros fijados se
bhasan en que qéneralmente el injerto ha a&nuirido y& el méximo de
garrollo y ulterfor estructuracifén, a la vez que las porciones en‘

&1 diferenciadas, presentan ya una morfologfa caracterfstica.

tas intervenciones quir@rgicas realizadas en émbriones
dé avés a partir del 4° dfa de incubacién tienen el peliaro de he
morraqia; & veces, muy focalizadas, pero aue éuelen producir la
mierte del embrifn en un corto periodo de. tiempo, disminuyendo
ast 14 eficacia y por ende, la viabilidad en los resultados de

ias ezperiencias a4 realizar.

"M fin de obviar este inconveniente, hemos empleado un
préceder técnico que consiste en una variante al métgdo de PAMPRT-
Mo, 1.969. La variante propuesta y realizada por JIMCNFNZ COLLADO,
1.969, se hasa en una pseudo-hibernacifn, puesto cque consiste en
sacar el huevo al aque se le va a realizar la intervencién, -huevo
de pollo receptor-, una hora antes de ser operado, para ser intro
ducido en nevera regulada a una temperatura de 10 a 14°C. Fn ésta
se mantiene hasta escasos minutos antes de realizar la interven -

cibn.

tlna vez efectuado el injerto, es nuevamente introduci-
do en nevera durante media hora e idéntica temperatura, 10 a 14°C

pasado este tiempo, se saca v colocado en su soporte se mantiene
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a temperatura ambiental de lahoratorio para un lento y progresivo
recalentamiento. Una vez recalentado, qeneralments 20-30 minutos;
es reintroducido en la estufa de incubacifn de modo habitual y

normal.

Fl por qué de esta pseudo—hibernacién.ests en dependen
cia al factor vascular; al posecr el embrién de polle en los esta
dios %IV a XVIIT de HAMILTON HAMRUPGNP un vaso axil-arterial prin
c{pai de) eshozo del miembro originada a partir dé un abundante
plexo capilar, es frecueﬁte que al incidir sobre eista &rea, se
nroduzcan hemorragias, que oscilan y estfn en derendencia con el
desarrnllo vascular, entre una Aispersifn hemitica o0 una contfnua
v ritmica expulsisn de sanare en paralelo a los latidos cardiacos
vediante la refrigeracifén, o pseuvdo-hibernacibn, e) corazén préc-
ticamente deja de latir, ya cue rnscasamente podemas objetivar de
1 a 4 latidos por minuto; .la circulacién por tanto, es lenta v el
estancamiento sanaufneo si bien, es mayor al prnduc{rse und marca
da v aran vasoconstriccién, hace que la intervencidn y el mecanig
ma de introduccién del.injerto sea précticamente exagﬁe. Evidenté
mente si de modo ré&nido se recalienta el huevo, no sélamente se
nproduce una vasndilatacjﬁn, sino qgue los mecanismos reguladoreé
de la tohicidad vascular embrionaria, sufren una marcada altera -
ci6n, por lo aue se condiciona un proceso de vasoplejia. Tor cllo
la necesidad de nuevamente refrigerar o mantener la pseudo-hiber-
nacién @urante un tiempo aque se ha venido a demostra; (que transcu
rrido, no se produce status hemorriaqico, ya que por los me?anis’-
mos tisulares de coaqulacifn, se han cerrado las bhocuillas carila

res, con lo ocue rricticamente la causa del fracago m&s habitual,
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la hemorraqia, queda subsanada.

Previamente a la intervencidn asf como a la limpieza y
colocacifin, tanto de los huevos dadores, como receptores, y de un
modo discontinuo, pero con una periodicidad de €-9 horas, son en- -
cendidas 13mparas germicidas eﬁ el lahoratorio durante periodos
de 15 minutos; de este.modo, la seaqunda causa del fracaso v mani—
nulaci6n de estructuras emhrionarias, jinfeccién, précticamente
cueda ohviada, puesto aue en godas las experiencias por nosotros
realizadas, nb ha existido ningGn proceso de contaminacién o in -

feccifn por hongos que tan habitual es en estos medios de trabajo

. La evolucifin postoperatoria de los embriones interveni
dos experimentalmente era controlada de modo periédico, pa lo que
al alcanzar en su desarrollo el estadio descado, eran fijados vi-
vos en Formol Meutro al 10%. Los embriones asf{ fijados y manteni-
" dos durante 2 a 4 dfas, son incluidos seqln técnica hal:itual del
Jaboratorio, en parafina para su ulterior mancjo en microtomo, en
el nue se realiza de modo constante cortes seriados a 10 micras
de arosor, en planos de seccifn frontal) o transversal. Posterior— 
mente, los cortes son teﬁid&s con las té&cnicas tamhién habitﬁales
ltematoxilina~Fosina, -vafiante de 5IMFNEZ COLLADO-, AZAMN, VAN -
GIEMSON y a veceé de modo eépecifico, medlante proceder en hloaue

de RIFTCHOWSKI.

Para este trabajo de Investigaci6n, base de nuestra Te
sis Doctoral hemos operado 150 huevos:llbg.iniertos realizados
han consistido en eshozo o &rea presuntiva de micmbro de embrio -

nes de codorniz de los estadios 8 a 10 de 7ZACHFT.
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La supervivencia obtenida ha sido del 72%, 108 embrio-
nes, de los que en el presente estudio, hemos descrito 7 que pre -
sentan los caracteres mis numerosos y frecuentes de los 4 grupos
en qye hemos sitematizado nuestros resultados, y‘ello en basé §

que esta sistematizacibn se ha realizado en dependencia, ho sélo

de las estructuras derivadas a partir del injerto, sino del mate -

rial que fué injertado, su estadio y cronologfa y en especial & 1ia
localizaci6n del Srea intervenida. Por ello, estd es la razén que
nos ha hecho describir uno o a lo sumo dos specfmenes de ¢ada qru-
po. Es evidente que la aqrupacifn o unificacién total es imposible
hechd éste 16gico en todo proceder experimental en &l tertens bid-
18gico; sin embargo, la similitud en un alto grada de coordenadas
previamente condicionadas, nos ha facilitado su codificaeién y

agrupamiento.

A fin de completar el estudio para tener iina c¢lara vi-
s16n espacial, se han realizado varias reconstrucciones por lo# m§
todos tridimensionales de BORN y topométrico de AURROUX: de éste
modo, hemos tenido un mis claro conocimiento de las relaciones y
topoaraffa del injerto. Evidentemente estos métodos nos han permi-
tido objetivar de manera clara y precisa la existencia de una for-
macifn desarrollada a partir del injerto, que si bien no posee una
compleja morfologfa, si nos muestra una disposicifén que en determi

nados casos, se asemeja a los astadios controles.
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DESCRIPCION DE

LAS OBSERVACIONES
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GRUPO I
Estadio| Estadio Fijacién
. Receptor |post-inter | Grosor
Fmbrifn | dador venci6n Coloracifn
. HAMILTON } HAMILTON Cortes
ZACCHPE Y| RAMBURGER| HAMBURGER
; . Hematoxilin
H-116 12 17 26 10 Micras | o002
- Hematoxilina
C- 60 13 17 27, 10 Micras Eosina
. ftematoxilin
c' 2 12 is 26 10 Micras | 00
sp- 1 12 17 26 10 Micras | Vomatoxiling
Eosina
. 1 Hematoxidtn
8p- 2 13 17 27 10 Micras Fosina b
: Nematoxi] iny
sp- S 12 17 26 10 MICfas Eosina
; Hematoxilin
s-101 12 16 27 10 Micras [ OO0 -
. . Hematoxilln
2 | 12 17 26 10 Micras |- O
Hematoxiling
M- 4 12 17 28 10 Micras | o000
‘ Homatox(1ina
M- 63 12 17 26 10 Micras | o o0
. j Hematoxilina
M- 69 1?. 1?7 26 lo'Micrns Fosina
. NHematoxilina
M- 80 12 17 29 10 Micras Fosina
Nematoxiliny
M- 12 12 17 28 10 Micras 'osina
Hematoxilin
n- 1 12 17 26 1o mieras | o na 1




GRUPO I

Prbriones descritos: . .

EMRMERETTEORNe e e

* M-116

dadcr: estadio 12 de Zacchel,

receptor: estadioc 17 de HAamilton Ramburgers.

M__C-60

dador: estadio 13 de Zacchei.

receptor: estadio 17 de Hamilton Hamburgef.

* €-2

.dador: estadio 12 de Zacchei.

receptor: estadfo 18 de Hamilton Hamburger.
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Represendacibén esquemitica del material

injertado.
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GRUPO I: EMBRION _M-116
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EMBRION M-116

Protocbdlo

EL e o

. tdador: estadio 12 de Zacchei.
*receptor: estadio 17 de Hamilton Hamburger.

PMaterial Injertado: se injerta esbozo de miembro supe

rior derecho y mesodermo paraaxial.

*Fijacibn: se fija vivo en estadio 26 ‘de HAMILTON HAM-

BURGER.

. ~‘J\JU
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El injerto ha prendido en la pared dorsolateral de la
cavidad cel6mica lateral, a la aurfcula del lado derecho y en la

raiz del miembro superior de este lado.

La base 'de impiantac16n es muy amélia. de médo que en
los cortes més craneales, da la impresifn, debtdo a'la oblicuidad
de ser un engrosamientq dg la pared celfmica; sin embargo, llama
la atencién dos formaciones dispuestas transversalmente, ?iglb‘,
que van a delimitar entre sf{ un Sngulo abierto hacia dentro, que
corresponden a escipula y caracoides. De estas dos estructuras s8
lo se observan tres fragmentos, de tal modo que las dos anterola-
tergl representan a escapular y el medial y posterior a coracoi -
des. Entre estas estructuras se delimita un espacio ocupado por,
masa muscular individualizada, gsI como una gruesa formacifn vas-
cular. Eg interesante sefialar la presencia de un nervio raéu!deo
originado en el receptor,que discurriendo tangencial a la base de
implantacifn del injerto, se dirig; en direccifn al miembro supe-
rior derecho, al que llega y por el que se distribuye, no eviden-
ciindose ninguna rama, o fibra que penetre en el injerto, hecho
egto de gfan interés, habida cuenta que’ en €1, se han diferencia-
do fibras musculares gque adfjuieren un grado y estructuracifn simi
lar a las del receptor. Ripidamente y en cortes mds caudales ~Fig
¥1$;fb-vlos dos nficleos anteriores se fusionan, dando lugar a
una estructura laminar en hoja de sable tipica de escipula, pu -
diendo incluso observar en ello -Fiq.fib- formacifn muscular gue
originada en su cara convexa se dirige lateral y caudalmente a

una pieza cartilaginosa cue harf su aparicién y que corresponde a



hdmero. En 1a concavidad de la escdpula se ohserva la presencia
. de un abundante y aparentemente desorganizado tejido mesenquimal
conteniendo 2 formaciones vasculares, upa dnbellas; rodeada de
* adventicia., En ia porcibn medial del proceso caracoides aparece
_Uha nueva condensacifn c;rtilaginosa,con la que se articula me -
diante dos superficies perfectamente estructuradas, incluso deli
mitsndose cémara articular, y que corresponde a la porci6n late-
.ral de la clavIcuia. A este nlvel, un gqrueso nervio raqufdeo pro
cedeﬁte del receptor se dirige al miembro supcrior y al iqual
que en cortes precedentes, basa tangencial a la hase de implanta
cién del injerto, sin ceder ollntercambiqr fibras. Escasos cor -
tes én direcci6n caudal, escédpula y proceso coracoides se unen,
* forman la tfpica orquilla, Figs.l2 v 1} 1a clavicula aparece cor
tada en mayor extensifén y en su cara inferior se observa nitida-
mente el gruveso vaso arterial antes descrito, disposici6n ésta

tipica.

Fn direccifn caudal, Fig.14, el in)’érto rresenta un
dlto grado de diferenciacibn en las estructuras c;rtiiaqinosas,
siendo superponibles a la del receptor. La coracnides va desapa-
reciendo & la vez que el extremo lateral de la encipula aumenta
de qrosor, apareciendo unﬁ superficie articular. Rapidamente,Fig

-15,16a,16h la extremidad lateral de la escipula aumenta de qro -
sor, a diferencia de su extremo medial que va adelgazdndose, de
tal modo, que en el corte m&s inferior, Fig.17", aparece su bor-
de medial unido al resto de 1la esc&pulF por una banda de mesén -
quima precartilaginoso. Es precisamente a este nivel cuando el

epitelio de fécuperamiento del injerto en su por<ién mds ante -
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rior se enqruesa, adquirifndo una disposicifn précticamente suwper
ponible con el extremo rostral del miembro del'receéto;; La por -
ci6n engrosada de la escSpula presenta una superficie 1iséd y recu,
bierta por una 18mina de mayor consistencin que el restoj a -bu
vez, estf rodendé por una voluminosa masa muscular diferenciada,
ricamonte vascularizada, que forma condlomerados o grupos muscila
res en tndo idénticos a los ohservables en los miembtos del recep
tor, 1a amplia red vascular, ya estructurada con vasos con adveq-
tricia y envoltura mesénqyimal, se enclientra dispuesta.en 14 con-
cavidad de la orquilla 1nﬁed*atamente caudai’a la clavicula; és -
tructura que a este nivel ya ha desaparecido. ‘

Ea direccibn caundal, Figs. 17, 18 y 19, él 1ﬁjerto sy
fre una evidente diferenct;ciﬁn a nivel de la esclpuld en 1% que,
88lo oueda visible su horée superior y lateral o éngrosado. Apire
ce una nueva estructura cilfndrica rue se artficula con la cAviiad
lateral de la escfpula; entre ambas estructuras ge delimita um
cavidad articular con intorzénuls-en la que inclusmo, Fia.19. pre-
de delimitarse una condensaci6n marginal que fepreaenté a la cip-
sula articular. Redeando a estas estructuras aparece una.cénde;sg
cibn de blastema mu;cuiar"én 1dﬁntico qrado de estructuracién i
1a del huesned: medial a ella aparecen gruesas formaciones arte -
riales ast como linfitfcas y enpncios libres vacuolares de orisen
mesénquimal.

A lo larqgo de toda la serie, no aparecen formaciones
nerviosas: sin embargo, entre los vasos de la pared celfSmica del
receptor 'y los del injerto ﬂe'cntnhlecen gruesas anastomosis. !

mavor aumento, algunos elémentos €ormes poseen morfologfa tipica
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de codorniz.

Eﬁ direccifnecandal, Fiq. 20 , 1a masa cartilaginosa de
la esc&pula disminuye, aumentando la correspondiente al hdmero,
observ&ndose ain la disposicién articular; sin embarqgo, Figs. 21a,
21 b , r8pidamente la porci6én humeral aumenta, a la vez qﬁe en la

masa del injerto aparecen dos modificaciones:

* E1 pediculo de fijacién desaparece quedando el injer

to libre en cavidad celémica.

* £l injerto por la presencia de una marcada incisura

se estructura en dos bloques o porciones:

N A) Lateral, en cuyo espesor se localiza y estructura

el hfimero rodeado por blastema muscular altamente diferenciado.

B) Medial, formada por una evaginacién sin estructura
en su interior ocupada por mesénquima indiferenciado y que en la
reconstruccibn planimétrica viene a corresponder a la porcién mis
inferior del &rea cingular primeramente diferenciada en el injer-

to.

. Es evidente que en el injerto se han establecido dos
8reas, una medial correspondieﬁte a la cintura, que disminuye y
desaparece cuando las estructufas'lo han en direccién caudal, y
otra lateral, que al contrario progresivamente aumenta de tamaio,
a la vez que el hdmero y las estructuras del antebrazo la ocupan

y'representa'la porcifn distal_o alar del miembro.

Ripidamente y en direccifin caudal de la formacién hume

ral, solo se secciona su extremo distal, por lo que el blogueo o
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masa lateral disminuye de tamafio; la nporci6n medial adquiere un .
secundarip pediculo de fijacién al mesonefros, presentando una
completa indiferenciaci6n en su contenido yva que; no observandoge
estructura con tipicidad muscular y am menos cartilaginosa, Fig.
22 , Por el contrario, el extremo distal de la masa lateral, I'igs

23 y 24, presenta una evidente tipicidad habida cuenta que:

* Aparecen gruesas condensaciones muscvulares encapsula

das y en las superficies tebricamente dorsal y lateral del hGmero

* La porcifn distal se va aplanando a la vez gue apare
ce una interzona mediante la cual sc estahlece un &rea articular

para formaciones cartilaginosas situadas condicionalmente.

* Aparecen formaciones vasculares llenas de contenido
hem&tico algunas de ellas, en punhtos préximos al cartflago y que

recuerdan a estructuras vasculares del ala.

* Rodeando esta masa existe un epitelio de recubrimien
to en el que en su extremo mids rostral se evidencia epitelio-po -

liestratificado.

Fl injerto va situado a nivel del hfgado, Fias, 25 v 26
., y separado de la masa ventricular por una l8mina pericérdica
fibrosa v contfnua, presenta dos mercadas variaciones en relacién

.

a cortes anterinres:

* La masa medial v dorsal disminuve vr&pidamente de ta-

nafio de modo que inicia un proceso de reduccibn y fragmentaci6n.

* I'n el extremo mds anterior de la masa lateral ocupa-

da por las formaciones cartilaqginosas y diferenciadas, ¢l himero

Y
.
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eH ftdse cartilaginosa similar a las estructuras del huesped, se
halid rodeado de formacdones musculares que por su disposicibn se
asemejan a las localizadas en el ﬁrea.de transicifn entre porcibn
.de hfmero y ala. Esta disposicién se mantiene, de tal modo, gque
eﬁ.?ou,cqttea ditimos el injerto situado en la cara lateral,Figs.
31 y 28, del hfgado, en 14 que grava una marcada huella, cst4
,bonétiguldo por una condensaci6n cartilaginosa sin morfolpqia‘t{-
ﬁlcdo rodeada. de acfimulos blastem&ticos muscu)arés desorganizados
'd ;mpliamente Qasculatizaéos, y todo ello en el interipr de un sa

co o formacibn sacular..

A lo largo de toﬁa la serie no se cvidencia forméclﬁn
fietviosa en ei intefior del injerto; sin embargo, nervios raguf -
deos del huesped se sitdan préximos o en la basc de implantacién
del inhjerto, sin introducirse o ceder ‘fibrillas en el injerto. Es.
to es mds evidente habida cuenta que en ocasiones al ir acompada-
das bor'formacionea vasculares, €stas si se anastomosan con forma

. clones vasculares del injerto.



< -

10
. 11a
1h

Fiq
Piq
rig



rii—

Fig. 12

Fig. 13



o

D T N U Y= ) VI S v

FPig. 14

- —————

"

15

Fiqg.



- 64 -

T A W 7 e

16a

Fig.




"




- 66 -

19

Fig.

20

Fig.



- 67

Fig. 21
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GRUPO I: EMBRION C-§0

==




EMBRION C-60

brotocelo

RN T Wy v T WY
* dador: estadio 13 de facchei.
* receptor: estadio 17 de Wamilton flamburaer,

+ Matertal Injertado; se injerta eshozo de miembro supe-

rior y mesodermo jaraaxijal,

* Pijaciény se fija #ivo en estadio 27 de Namtlton Hambur

ger.
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El injerto ha prendido en la pared interna de la cavi ;
dad celfmica a nivel de la hase de implantacién del miembro supe-
rior derecho, que muestra una discreta hipoplasia aunque en €1 1ie
ha diferenciado una cresta apical de SAUNDERS, bajo la cual apare
cen un mesodermo sin grado de organizacién y ain menos condrifica
cifn, por lo que los elementos ostecoarticulares muestran un marca

~do grado de indiferenciacifn. Figs.30a y b.

El injerto hace cada vez m&s relfeve en cavidad celbmi-
ca, relacloﬁandose a distancia con es6fago y bhronquios de los que
se encuentra separado por una vena cardinal asi como por los grie
808 ttoncos_de salida cardiacos a través de una 18mina continua

de pericardio.

fn el injerto se ha diferenciado una 13mina escapular
en la que incluso se observa una atipica cavidad articular para
el h@mero, rodeada por una voluminosa masa muscular, que en parte
se une a la procedente de la raizr del miembro receptor. No se ob-
serva raiz nerviosa a este nivel, a diferencio con el mietho he-
terolateral en el que aparecen fibras nerviosas originadas de un
nervio raqufdeo, discurriendo entre las fihras musculares del

miembro y aue interpretamos como nervio mediano.

Inmed{atamente y en direccién caudal la formaci6n 6ser
diferenciada en el injerto se aplana, apareciendo una interzona,
disposici8n atfpica correspondiente a la interlfnea articular es-
Fapulo-humeral, figsJ3la y b, que posee escasas 4reas de vacuoliz
.cién, dando impresisn de haberse estabhlecido una sinartrosis egci

pulo-humeral.



Es importante destacar:

1.- I.a masa muscular diferenciada a partir.del injerto

adquiere estructuracién en todo lo similar a la del recertor.

2.- Fn la zoné laterojmarqinal o base de implantacifn
'de] injerto se ohserva como una arucsa artnriaiv v;riss venas pfg
cedentes del receptor, que interpretamos como arteria humeral,cue
da oriaen a un é&ruesn tronco, introduciéndose en nlena masa muscu

lar diferenciada del injerto.;

3.- A diferencia con el miembro contralateral, no sc ol
serva fibra radicular, no s6lo del miembro diferenciado sino tam-
noco procedente de la m&dula del huesned. Lste hecho es afin més
demostrativo a nivel de la bhase de implantacién, en la cue s6lo

se anreclan vasos y espacios posiblemente linf&ticos.

r1 hdmero diferenciado, fia. 32 a , es atfpico va que
fia..32 b , presenta una convexidad med;al a la vez aque posee ma-
yor orosor cue el normal; su arado de condrificacién es préctica-
mente sunerponihle a embriones contro]és de id6ntico est&dio, on-
contrédndose rodeado por una masa muscular que si hién adaquiere un
arado de estructuracién avanzada, no presenta tinicidad en su dis
tribucibn ni laminacién. Fl epiblasto recubre el extremo lihre
del injerto, presentando una condensaci6n, que por su disposicién
es la tipica en la rafz de un miembro'control ée los estadios 12

a 14 de 7MACCYET.

F's precisamente a este nivel,fiqgs.33a %, donde se ini
cia una invaaginacién, o mejor incisura, mediante la cual el injer

to se encuentra excindido en dos porciones: una mavor, latero-cra
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neal en la aque se localiza el hGmero diferenciado, 3sf{ como la ma
vorfa del blastema muscular, mientras que en la otra, medio-cau -
dal, v reaular en su recubrimfento epiblfstico, se haya ocupado

por un mesénauima indiferenéiado denso y sin apenas disposiciones
vascnlares. la rafz del injerto se ha separado de la pared celémi
ca, imnlantindose ahora a nivel del meso o tabique pleuroperic&r-
dico, por lo ocue a través de 81, se relaciona dorsalmente con el

nulmén derecho, mientras que ventralmente lo hace con la orejuela

-fim,

La hifidez del injerto va répida vy progresivamente de-
sanrareciendo, fiq.31 , a la vez que hGmero, figs. 35 , se va en -
sanchando, por lo que escasamente 30 micras en direccién caudal,

fig. 136, se ohserva:

* Ia extremidad distal del hGmero ensanchada y aplana-
da oue se "articula" con dos formaciones 6seas de las cque se en -
cuentra separada por interlfneas articulares densas en las que no

se evidencian fases de interzonas.

* podeando las formaciones cartilaainosas se encuentra
blastema ruscnlar, a veces cruzados por qgruesos vasos, cuyas fi -
bras se disponen unas ventralmente al hfimero v otras 1o hacen sal

tando de hfimero a los huesns del anteFrazo.

* Fl1 injertn se encuentra ahora libre en cavidad celé6-
mica, va aue su meso o anclaje ha desanarecido por lo que ent}a
en contacto directo con el pulmfin v aurfcula derecha, aunque sepa

"
rado de ellas por el pericardin. A agran aumento, siquen sin obser

varse fihras nerviosas, v su epitelio de recubrimiento se mantie-

ne uniferme. las dos formaciones 6scas correspondientes a_ los hue
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sos dél antebrazo, fia. 37 , se independizan entre sf v con la ex
tremid;d distal del‘hﬁnero, por‘io que en determina&os cortes, la
disposici6én de éstos cartflaqos, adquiere forma de "H", corresnon
diendo los polos superiores a las porcinnes distales del hGmero,
cue ror artificio de técnica estan discretamente scparados, mien-
tras que las inferiores, lo son de los huesos del antekrazo, cue
v& poseen pericondrio capsular, cue les aislan e independizan, no
s6lo entre si, sino también con el hGmero, a aran aumento apare -
cen nitidas &reas.de lnterzénas, fase previa a la cavitaci6n. tay
r&pidamente, figs. 38a y h las dos formaciones cartilaginosas del
antebrazo se inderendizan, disponiéndose en paraleio'y adauirién-
do no s6lo una disposicibn, sino estructura similar a los embrio-
nes controles de fdéntico estadio. Sin embarao, un hecho llama la
atencifn: es la presencia en la porcién dorsal del injerto de una
lacuna vascular que ocupa la porcién teSricamente correspondiente
al brazo, ocupada en casi su totalidad nor elementos formes y a
ia aue van a confluir formaciones vasculares qu; se sitGan en ple
na masa de mesénquima y en ambas porciones del miembro diferencia
do. Fs y4 evidente el inicio de una estranqulacibén en el borde la
teral asf! como un relieve o convexidah en el medial, detalles é&s-~
tos aque ficilmente hacen dividir el miembro diferenciado en dos
poréiones: braquial y antebracuial. Fn el extremo distal aparece

una disposici6n atfpica que interpretamos como cresta apical.

Progresivamente, el estranqulamiento lateral y la con-
vexidad medial van aumentando, por lo que, fiq: 39 , es ya muy
manifiesta la existencf{a de una marcada incisura, figs. 40 a v h,

aue divide incompletamente al miemhro diferenciado. La laquna vas
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cular cuyo inicio se realiz6 en cortes anteriores, adquiere ahora
un gran volumen, ocupando la préctica totalidad de la superficie
sunerfior del miembro, comprimiendo y desplazando al blastema mus-
cular por lo que de la disposici6n tfpica laminar y apI;nada pri-
meramente ohservada, se transforma en un ovillo en el que es difi
cil distinquir planos individuales. l.os dos huesos del antebrazo
mantienen su disposicién y estructura normal, estando rodeados
por condensaciones musculares en las que es f&cil distinguir pla-
no ventral y dorsal. Una aruesa arteria probablemente la aﬁtebra-

avial, se situa entre ambos, pero en ningfn caso sc evidencia la

existencia de fibra nerviosa.

¥l miemhro diferenciado sufre ahora una flexién ven -
tral en su extremo distal, por lo que las dos incisuras se ponen
en contacto, ohservdndose -fiq. 41 ~, ia presencia de dos &reax
independientes: upa superior, préxima al pulmén, ocupada por la
aran laguna vascular v en la aque existe blastema muscular, y otra
distal, en la que se localizan formacliones cartilaginosas corres-
pondientes al antebrazo, rodeadas por estratos musculares organi-

zados.

Finalmente, fias.42,42 v 44 | el injerto sufre un pre-

ceso de desdiferenciacifn habida cuenta que:

* 1.a mital superior v dorsal se encuentra transformada

en un divertfculo lacunar, relleno de elementos formes.

" * La extremidad inferior y ventral termina sin conti -

nuarse con paleta mania, o estructura que la represente.

* l,a garan laquna hémﬁtica-se vuxtapone al hfqado sin
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establecer ninafin tipo de relacién con €1, quedando a modo de fon

.do de saco.

Fn resumen; en esta experiencia, se han diferenciado a

partir del injerto:

1.- Miembro en el que se ohserva formacifn correspon -

diente a la cintura, h@mero y radio.
2.~ Blastema musculfr.
3.- Cresta apical de SAUNDERS atipica.
4.~ Formaciones vascularecs.

S.~ No existe a nivel alaquno, fihra nerviosa tanto di-~

ferenciada del injerto como procedente del huesped.

6.-.Fl miembrn derecho del recentor, ha quedado hiro -
plédsico, de manera adue en el mismo no se ha diferenciado muscula-

tura ni formaci6ébn cartilaginosa, quedando reducido a un mamelén.
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Fig. 32b
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Fig. 38b
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Fig. 39

Fig. 40a

Fig. 40b
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GRUPO I:

EMBRION C-2




EMBRION C-2

Protocolo

sl
* dador: estadio 12 de Zacchei.

* receptor: estadio 18 de Hamilton Hamburger.

* Naterial Injertado: se injerta eshozo de niiembro supe-

rior izquierdo y mesodermo paraaxial,

* Fijacifn: se fija vivo en estadio 26 de Hamilton Hambur

ger.

VUL
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Fn los cortes m&s craneales, el injerto ha pefdido en
lg pared dorsolateral de la cavidéd celémica, en la base de
implantacifn del miembro superior derecho, haciendo relieve en ca
vidad v en nroximidad al pulmén de este lado afin en fase gl&ndu -
las fiq. 45a . Un qrueso vaso prnceaente de la aorta situado en 1la
bhase del mesanefros, que se dirige transversalmente al miembro su
rerior se encuentra situado a nivel de la implantacién del injer-
to, oriaindndose de éliuna qruesa formacifin vascular cue se intro
duce en el injerto. Fn la porcién ventral del injerto v a nivel
Arl me;énnuima indiferenciado aue lo separa de la porcién supe -
rior de la aurfcula derecha aparece otro grueso vaso - fiq.45bque
ramificidndose se introduce en el mesénauima diferenciado. Estruc-
turalmente el injertn a este nivei estd formado por un mesénquima
indiferengiado, en prictica continuidad con el correspondiente a

Ja pared cel6mica, recubierto por una fina 14mina epitelial mono-

'estratificada, no apareciendo en su interior nficleo o condensa -~

cibn de sianificacién cartilaainosa. Fs interesante sefalar como
una aruesa v voluminosa raiz nerviosa originada en la médula del
receptor, se dirice en direccién lateroventral, 1ntroduciéndose
en el eshozo del miemhéo dé! recentor; sin embarao, no da ninaguna
rama al injerto, dando la impresién de que el}mesénouima de la ha
se de inp;antacion actfa como tahjcue o sento, ya que incluso de-
riva la direccién de las fibras. R&nidamente el injerto presenta
Aisposicién bilohulada de tal forma cue la porcibn m&s anterior y
lateral se aisla por la presenéia de uﬁ surco,.estableciénﬁcse de
este modo ~fig.46a y b.—do§‘c1aras rorciones: una superior y dor-

sal voluminosa, formada por una masa de mesénquima indiferenciado



- 92 -

ampliamente Qascularlzado, va aue en su Interior aparccen aﬁplias
redes vasculares en conexifn con vasos del huesped y otra porcién
al principio menor, situada neutro medial recubierta por epitelio
‘poliestratificado en cuyo interior se evidencia un mesénquima conq
mavor arado de estructuracibn, ya que incluso apéroce uh nido o

inicio de cnndenséc16n precartilaqinosa.

ripidamente -firg47; y b - la porcifin ventral adquie-
re un mayor qrado de diferencisciﬁn aumentando en volumen a la
vez que se organiza su mesénquima: es evidente la existencia de
dos Sreas de estrucﬁuraciﬁn, una indiferenciada v micamente vascu
larizada y otra anterior, depsg, en la que los vasos se situan
préximos al epitelio de recubrimiento, estando rodeados por &reas
mesénauimales de mayof densidad celular. Fsta disposicién ce nan-
tiene, en cortes sucesivos a la vez aue —fiq..Aga v h- aumenta
.proqresivamente en volumen la porcién ventral, de tal modo rue en
ella aparece una clara estructuracién vascular cue situfindose en

la rorci6n marginal va a disponerse de forma tipica -fiak 4% vh-

del vaso marginal o axfl del miembro.

Es precisamente en estos niveles cuando aparece una
condensacifn o poliestratificacién del epitelio de superfice en
la porcién bilebulada cue va a corresponder, fies. S0a,b,c v d -
a una cresta apical de SADMDRRS que commarada, fia.s;) a la del
miembro de este lado, presenta una completa tipicidad, incluso en

su patr6n vascular.

Fl mesénauima que ocuna el injerto se condensa, forman

do un nGcleo o nido de sustancia precartilaaginosa, estando rodea-
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do por una amplia red vascular sin observarse a ningtn nivel es-

tructura nerviosa,

En cortes m&s caudales -fi¢f. 52a y b—- la porcibn ven -~
tral crece y se estructura mfs que la dorsal, de tal modo gue se
evidencia en su &rea central una condensacifn precartilaainosa ro
deada de gruesas formaciones vasacnlares, de las que la siéuada
préxima a la base de implantacién mantiene contiquidad con log va

sog de la pared celbnica del huesped. A lo largo de toda la serie

‘'no aparece estructura neural en el injerto.

Ripidamente y por un crecimiento de la porcibn ventral
aparece -figs 53a, b - una completa bilohulacifin de la masa del
injerto, de tal modo, que la porcién dorsolateral, cue en cortes
anteriores estaba ocupada por un mesénouima indiferenciado, ad -
quiere un aspecto desorqanizado a diferencia de la porcibn ven -
tral que progresivamente adquiere en mayor grado similitud con el
miembro del receptor, sin emhargo claramente de €1 se diferencia
por: .

& ausencia de patrén neural.

- " " tipicidad en la condensacién dei blaste-

ma=precart11aqiﬁoso; No obstante el patrén vascular

es muy similar.

Por dltimo, el injerto, que se encuentra libre en la
cavidad cel6mica -figs. 54, 55, 56~ se relaciona con la cara dor-

sal del hfgado, del que se encuentra separado por una banda vascu

" lar formada por. la arteria vitelina; a este nivel y hasta su fina

lizacibn, esti formado por un mesénauima, sin aparente estructura
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cién, ampliamente vascularizado y recublerto por un epitelio en
el ape en sus extremos medial y lateral, aparecen claras condensa

ciones epiliales.

Por tanto, a partir del injerfo se ha diferenciado no
s6l10 la porcién distal del eshozo del miemhro, sino ia raiz o cin
tura gscanular cye a diferencia con aquel, presenta un menor ora-
do de estructuracién, ya que el mesénguima que lo ocupa no rosec
nfcleos de condensacidn; s6lo’ una amplia red vascular en conexifn
con la arteria principal del miémbro receptor amnliamente por el
se distrihuye sin aparénte patrén. T1 miembro, por contrario, si
bien presenta un crecimiento v diferenciacifn menor al correspon-
diente a edad, posee un nficleo precartilaginoso, rodeado por una
tipica red vascular aue en'sus extremos se estructura como arte -
ria axial, es sohre todo el enitelio de recubrimiento el cue ra -
yor arado de tipicidad presenta, ya cue se poliestratifica Aando
lugar a una cresta apical de SAUMPERS; a este nivel v Fajo ella,
se localiza un vaso que corresponde y representa en su disrosi -

ci6n a la arteria marqginal.
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Fig. 45a
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Fig. 45b



Fig. 46b
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Fig, 48a

Fig. 48b
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Fig. 50c
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Fig.
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Fig. 53b



Fig. 54

Fig. 55

Fig. 56
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GRUPO I1I
Fstadio | Estadio Fijaci6n
. Receptor post-intcg Grosor .
Tmbrién dador vencién Coloracién
HAMILTON HAMILTON Cortes
ZACCHEI | HAMBURGEFR | HAMBURGER
Hematoxilin
" Q
M- 83 14 18 2¢ 10 Micras| o070 -° T
E- 1 14 18 i 10 Micras| lematoxiling
Fosina
FC-127 13 18 20 10 Micras| ematoxilina
Fosina
.. Hematoxilingl
M- 5 14 18 »29 '10 Micras Fosina
Hematoxilina
M- 93 . 14 17 29 10 Micras| o~ o
| flematoxilina
M-107 14 10 31 10 Micras| . 0o .
Hematoxilina
Mp- 4 14 18 29 10 Micras| L0
. . | Hematoxilina
M-23 14 18 29 10 Micras Fosina
N s flematoxilina
M- 44 14 19 3 10 Micras Fosina
) . Hematoxilina
- a
F 9 14 17 29 10 Micras Pasina
. . Iltematoxilina
F- 27 14 17 29 10 Micras Fosina
. Hematoxilina
F- 42 14. 17 29 10 Micras Fosina
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GRUPO II

Fmbriones descritos:

*M-83

dador: estadio 14 de Zaccheli.

receptor: estadio 18 de Hamilton Hamburger.



Embri6én M-83

GRUPO II:

- 108 ~

Representacién esquemitica del material

injertado.
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GRUPO II: EMBRION M-83




- 110 - : : oo

EMBRION M-83

Protocolo
mmmrmaemrarsyamey

°

* dador: estadio 14 de Zacchel.
* receptor: estadio 18 de Hamilton Hamburger,

* Material Injertado: se injerta esbozo de miembro supe
rior aislado, seccionado a nivel
de la base o relieve.

* Fijacibn: se fija vivo en estadto 29 de Hamilton Hambur

ger.
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El injerto ha prendido en cavidad celbmica uniéndose a
la pared lateral, base de implantaci6n del miembro superior dere-
cho que presenta un marcado grado de abduccién. En los cortes mis
craneales, se ohserva la existencia de una masa en la que se han
diferenciado aruesos c@imulos musculares, de estructura y disrosi-
ci6n similar a la del receptor, fiad7. Dorsal al injerto aparece
una aruesa raiz nerviosa procedente de la médula del receptor cue
se dirige en direcciénlléteral, bordea al injerto, fiq.s5g sin in-
tercambiar fibras para las estructuras en €1 diferenciadas. Con -
1untame6te, fiagh57,58, aparece junto a la masa muscular diferen -
clada, dos oruesas formaciones en fase ya cartilaaginosa, que re -
presentan tanto la dorsal, como la situada ventralmente en el {n-
ierto y v8 en préctico contacto con la pared del huesped, a hime-
ro; rorciones atipicamente incurvadas. Fntre ambas porciones in -
curvadas y cortadas a distinto n}vel, aparece un grueso vaso, npo-
sibhlemente arteria branauial, en cuvo interior aparecen aruesos
acmulos sanaquineos y en la aue vemos sobre todo en.cortes mis
cranefles, fig.57, como establece conexifn con vasos procedentes
del receontor, sobre todo con aguellos aue acompafan a la gruesa

raiz nerviosa.

rn direccifn caudalf el injerto va progresivamente,fiq
5”, aislé&ndnse del receptor, de tal manera cue su extremo ventral
cueda va libre en cavidad cel6mica, éstahleé!endo.soluciﬁn de con
q}quidad con las cavidades cardiacas derechas a través de la 18mi
na pericirdica, mientras que la porcién dorsal vy bhase del 1n1eftn
lo hace previa internosicidn de una fina l8mina mesenquimal con

el pulmbn derecho, en fase v& vesicular. Fs interesante a este ni
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vel 1la exiéte;cia de vasos que, procedentes de la pared dorso-la-
teral del huesped, forman amplias lagunas anastom6ticas con la ma
sa diferenciada a partir del injerto, de marera cue aproximadamen
te alrededor de 70 micras en direccifn caudal, la hase de implan-
tacibn de la misma, est8 rodeada por un amplin cfrculo vascular.
Las dos porciones incurvadas del himero se van proauesivamente
arroximando, de manera que, fiqs éna,b , se unen para constituir
una s6la formaciBn que corresponde, fiuyf 6la,h al tercio distal
humersl. A este nivel es 1nterésante seflalar como las masas muscu
lares diferenciadas en el injerto, se disponen toﬁoqraficamente
de una manera similar a emhribnes'control, observindose la presen
cia de un eje vascular central, interpretando a la masa muscular

como mfisculos braquiales-flexores.

Fn la pared celfmica se ha diferenciadn a este nivel
formaciones cartilaginosas que corresponden a costillas del hues-
ped, que preséntan 1déntica estructura vy topograffa a las contra-

laterales.

Fl hdmero prnaresivameﬁte va ensanchindose, disposi -~
cibn tipica de su extremidad dista{, fias 62a,h, observindose por
artificio de técnica la prescncia de una fisnra que no correspon-
de a articulacifn., Sin embarqo, fiq.63,r8pidawente el hmero ad -
guiere la forma en estrella o triIpnde, como consecuencia a la con
densaeibn en tres puntos periféricos del cartflago, quedando la
porcibn central menos condensada; ésta imagen es la tfipica de la «
porcifén distal humeral. Fl {injerto solamente se mantiene unido a
la pared cel6mica por una pequefia base de implantacién, en la cué

se visualiza un grueso vaso que, procedentc del hueéped establece
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conexifn éon él injérto. Fscasamente 56 micras en direccifn caun -
dal ararece por vez primera la presencia de una interilnea articg
lar, estahlecida, fias 64a,b , entre la extremidad distal del hG-
mero y la proximal del ctbito, éste dltimo en fase de menor-con -
drificacién. Ambas formaciones cartilaaginosas se encuentran rodea
das por un anillo de fibras musculares, disposicifn tfpicas de es
tos niveles. Fn el espesor del injerto y medial a las formﬁcloneé
cartilaginosas, se observa con nitidez la existencia de una arue-
sa formacibén vascular seccionada transversalmente, en la que se

evidencia a gran aumento las ﬁistintas capas musculares due co -
rresponden a un grueso vaso, tal vez aorta, diferenciada en el in
jerto. Fn el éspesor del mismo, no aparecen fibras nerviosas, tan
tn procedentes del injerto como intercamhiadas con el receptor,en
el que sin embhargo, se observan fibhras qﬁe, procedentes de la mé-
dula, rodean la bhase de implantacién de la masa diferenciada, en

su discurrir hacia el miembro derecho del huesped.

La formacién inteqrante del cGhito, proaresivamente va
adquiriendo una morfoloafa y orado de condrificacifn correspon -

diente a su estadio, fiags 65a y h por lo que se dispone en parale

"lo a una nueva formacifin aparecida radio, figs. 6F,67, rodeando a

ambas estructuras, aparece un hlastema muscular organizado.

A este nivel se ohserva por vez primera la existencia
de una evaginacib6n en la cara medial del inierto, enmarcada por
dos fuertes incisuras, por.io que de modo progresivo y muy rapida
mente apa?ece uﬁa masa a modo de paleta dorsal, ocupada al princi
pio por un blastema indiferenciado. Fs precisamente a este nivel,

cuando observam&s que articul&ndose con la cara lateral del ctbi-
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to aparece, fiqs. 67,68a Y b -, una nueva formacién cartilaginosa
que ocupa practicamente la totalidad del mamelén aislado a partir

de 1a cara medial del injerto.

Proaresivamente ,fig.69a,by 70 a, b , la masa del

injerto se subdivide en 2 vorciones:

a) una dorsal que se va afilando y que quedari dnicamen
te ocupada por unas gondensaciones musculares de disposicifn radia
da. ‘

l b) otra ventro-medial, ocupada por la fermacién cart113~.
ginosa correaéondiente a radfo, que manteniendo su morfologia y re
laciones tipicas, aparece invadida por amplias lagunas vasculares,
chpadas por elementos formes. En esta formacifn, se va paulatina-
mente diferenciando -Fiqs 71la, b, 72 a y b. puntos de condrifica -
cifn que escasamente 80 micras en direccibén caudal -Fien. 73 a, b-

van a dar lugar a las osfculas digitales.

Fs precisamente a este nivel y sobre todo a mayor aumen

to, cuando se observa:

* La porcifn superior dorsal del injerto, ha desapareci
do, quedando Gnicamente del mismo, su porcifn caudomedial, que es-
tahléce relaciones de continuidad con hfgqado y mesonefros, encon -
trindose entre ambas estructuras, sin mesos o puentes vasculares

que les unan.

* En el injerto es f&cilmente reconocible una paleta di
gital, en la gue se observan hasta 5 formaciones condirificadas se

paradas entre s{ por interlfneas en fase de interzona articular.
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* A este nivel no se evidencia formaciones nerviosas,si
una amplia red vascular situada entre y en el espesor de la masa

muscular.

* La extremidad distal, en este caso lateral del injer-

to, se afila, dando lugar a una atipica cresta apical de SAUNDERS

L.as condensaciones cartilaginosas digitales se articu -
lan entre sf, figs. 74a y b, dando lucar a tipicas articulaciones
es clara la condensacién cértilaqinosa en 5 nficleog distales y un
ndcleo proximal, éste correspondiente a la extremidad distal del
radfo. Fntre los nGcleos de condrificaci6n distal se delimitan in
terzonas articulares. Fl injerto a este nivel presenta una estran
oulacibén que fScilmente-hace que.en el mismo se distingan 2 por -
ciones: una estrechada nue.corresponde al stilopodo, mientras cue
la ensanchada a modo de paleta, lo es del ziq6podo; en ésta, es
donde el grado de difereﬁciagién de los conglomerados cartilagino
sos es mavor, asi como la laminacifin v estructuraci6n del blaste-

ma muscular v mesénquima.

Caudalmente, figs- 75a y h, el 1n1grto se transforma en

-un fondo de saco o rnéeso, ocupado Gnicamente por mesénauima indi
ferenciado, cruzado por'amp}ia red vascular sin tipicidad u orca-
nizacifn., La cresta apical se mantiene aunque su qrado de lamina-
ci6n es escaso. Por filtimo, fiag, 78a,b y 77 , el injerto finali-
za a nivel medio de la masa hepStica, que le separa de est6maco v
owtranscavidad de los epfplonqs; Fsta constituido bor un mesé&nquima
indiferenciado aue rodea a un conqlomerado blastem&tico premuscu-
lar, dispucsto Gnicamente a nivel del ensanchamiento descrito co-

mo paleta diqgital. '
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Fig. 6la

Fig. 61b
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Fig. 70a
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Fig. 70h
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GRUPO 11T
Fstadio] Fstadio Fijaci6n
Peceptor | post-inter frosor
rrmbri6n| dador vencién Coloraci6fn
HAMILTON | HAMILTON Cortes
ZACCHEI| HAMBUPGER| HAMBURGER
Hematoxilina
c-25 10 15 24 10 tficras —
Fosina
Hematoxilina
C- 6 10 15 2€ 10 Micras
Fosjina
flematovilina
c-21 1n 15 27 19 Micras
rosina
Fematoxilina
c-93 1n 14 26 10 Micras
Fosina
Hematoxilina
c-A2 10 16 28 10 Micras
Fnsina
'ematoxilina
C-51 10 15 2R 10 Micras
) Tosina
Nematoxilina
c-47 10 16 29 10 Micrazs .
Fosina
Hematcxilina
c- o 11 16 28 10 Micras

Fosina
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GRUPO III

Cc-6

dador: estadio 10 de Zacchei.

receptor: estadio 15 de Hamilton- Hamburqer.

dador: estadio 10 de Zacchei.

receptot:.estadio 1S de Hamilton Hamburger.

'
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Representacifn esquematica del material injertado.
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GRUPO III:

Fmbrién C-6
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EMBRION C~6
otocolo

4 dador: estadfo 10 de Zacchel.
* receptor: estadfo 15 de Hamilton Hamburger.
* material injertado: al no existir esbozo de mirmbro, se
* secélona ; extirpa el pequeio relie
ve o base de ori{aen apendicular asf{
como mesodermo Jateral paraaxial in

segmentado.
*+ Fijacibnt me fifa vivo en estadio 26 de Hamilton NHawbur

qer.
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o Fn los cortes m&r craneales, fia. 78, el inferto =& en
cuentra libre, en cavidad tor8cica, habienﬁo desplazado discreta -

mente hacfa la 1fnra media al pulmbn de €éste lado. rstd constitul-

do por un mesénquima indiferenciado, recubierto por epitellofestrg

tificado. Fn su interior, no’ sc observa t{po alauno de condensa -
c16n Flastemstica, existicndo sin embarqo, una amplia red en 1a
cque se evidencian, fia. 79 , elementos formes. .
Fn Alreccifn caudal, el inierto ~fiaq. A0 & - se
aproxima a la pared celémica, de modo aue establece por sd cara me
Aial un amplio pedfculn de fi1nc16n..a través del cnAl, ingiesan
fornaclone; vascnlares procedentes del receptor. I's 1ntere8a;te se
fialar aue esta experiencia es la mds joven de la serie, tanto por
el estadin de fijacién dél rocontor, como por el tiempo en qtie et
inierto £e ha mantenide; por ello, y al haher emnjeado una téenica
de coloracifn esnecf{fica para la ohservaci6én de los conqglomerados
nrecartilaainosos, se nhserva como en el Interior del material di-
ferenciado a partir del injerto, aparece una qruesa condenad;iﬁn
de cnrachcrés similares a los cnnnlnmcrados,idcntfflcados et el
miembro superior del recentor. Conjuntarmente aparecen tihras radi-
culares que pasan prG6ximos a la base de tmplantacién del miembro

superfor derecho del huesped, nue en ninadn momento y nivaél se in-

troducen o establecen intercambio con el injerto.

A mayor aumento, fiq. 80'b , el blastema prechrtilaai-
noso diferenciado se rncuentfa envuelto en un amplio e irregular
circulo vascular, estahlecido a partir de las anastpmosis realiza-

das con el tecertor.

’
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La bhase de implantacién disminuye, fiq:;.gy , por lo
que durante un corto periodo, figg. 82 , el injerto queda 11 -
bre en cavidad cel6mica. Sin embarqo, figs.83 - 84 | aparece un
nuevo pediculo de fijacién; a lo largo de todos estos cortes, el
injerto ha mante;ido identidad en la estructuracién, de tal modo
que el mesénquima que lo ocupa presenta un amplio y vcluminoso nG
cleo de condrificacibn asi como abundante red vascular. A estos

niveles el injerto se alarga en direccién latero-medial, semejan-

do un miembro superior en estadio 10-12 ZACCHFI,

rEpidamente la base de implantacifin aumenta, figs. 85

86 ,8;7 observdndose varios interesantes detal.ies:

* la existencia de un conalomerado precartilagineso ro
deado por dos gruesas formaciones vasculares, todo ello en el es-
pesor de la porcifn mis ensanchada de las dos en cue se estd divi
diendo el injerto, y que por su disposicién, mucho se asemeja al

esqueleto cinaular del miembro superior.

* 1a porcifn inferior de las dos en que se ha fraamen-
tado incompletamente el injerto, presenta una punta aqguda recu -

bierta a diferencia del resto, por epitelio poliestratificado.

* No se observa en su interior ninana formacisn ner =

viosa.

Fn direccién caudal, fig. R8 . el injerto cueda nue
vamente libre en cavidad cel6mica, entrando en relaci6n con la ca
ra superior del higado y mesonefros derecho: en su interior, se
ohserva una qruesa laquﬁa vascular lleﬁa de elementos formes que

rodean a un pequeifio conglomerado precartilaaginoso. Fl extremo me-
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dial del injerto, fig. 89 , presenta una condensacifén a nivel
del epitelio de recuhrimiento, y,a escasa distancia del mismo se

sitda un grueso vaso.

Escasamente 60 micras en direcci6n caudal, el injerto
presenta de nuevo una mayor elonqgacién seqGn eje lateromedial,
figs 90 a,b,y ¢, de tal modo aue su morfologfa es en todo idénti-
ca a la de un miembro superior de embriones controles de similar

estadio; en base a esta similitud se observa:

* Dos condensaciones precartilaginosas, entre las que
se interponen mesénquima indiferenciado y amplias e irregulares

dléposiciones vasculares.

* Epitelio de recubrimiento monoestratificado que s6lo
a nivel, fia:. 90 ¢ , de la extremidad distal, se endruesa, trans
formindose en poliestratificado, originando una cresta apical de

SAUNDFRS tipica.

* Fn profundidad del meséncuima y préximo a la cresta
apical, como es la norma, se ohserva un vaso marginal del que

emeraen formaciones anfractuosas.

Fata disposicifn se mantiene pr&cticamente hasta los
cortes m&s inferiores; fias.9la, b y ¢, de tal modo, que el in -
jerto termina en un pequefio mamelén, figs.92a Y b , en el que se
observa con toda nitidez el vaso marqinal, la cresta apical de
SAUMDFRS y el mesénquima que lo ocupa. Fsta imagen observada gis-
lada e independientemente corresponderfa a un miembro ortotipico
de un embrién de los estadios 10-12 de ZACCHEI explantado o corta

do 1nd§pendientemgnte al resto embrionario:
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) n, 8ste emhriGn, por tanto, se ha diferrenciado a par -
tir del injerto, bhlastema precartilaginoso correspondiente a la
cintura, mes&nquima indiferenciadn, vaso marginal' y cresta apical
de SAUNDFRS, no ast formaciones hjastéﬁﬁt;cns precartilaginosas o

. misculares, por lo que corresponde por tanto, a una observacifn
muv precoz y en clerto orado superponible al estadio del receptor

en al que tamhién 1a estructuracifn de los miembros estf en fase

infctal. .



e e+ < e o+~ ——— e ¢ oIS B it ittt S

» :



f,T

e L i i ;tm.ua%.&?

80a

Fig.

Figq. §0b



”




83

Fiq,




85

Fig.

"

86

Fiqg.



e

ig. 87

"1g. 88

ig. 49




LY

rig. 90a i

rig. 90b

Pig. 98c




91a

Fig.

Fig. 91b

91c

Fig.



92bh

Fiqg.



- 150 -

GRUPO III: Embribn C-25
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EMBRION C-25

Protocolo

* dador: estadio 10 de Zacchel.
* receptor: estadio 15 de Hamilton Hamburger.

* Haterial Injertado: al no exisitir esbozo de miembro se
gecciona y extirpa el pequefio relie
ve- -0 base de origéen apendiéulér asf

"como mesodermo lateral-paraaxial in

segmentado-.

* Fijacibn: se fija vivo en estadio 24 de Hamilton Hambur

ger.

e g e
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En los cortes m&s craneales fig.93, el injerto ha prexn
dido en la porcifn dorsolateral de la cavidad cel®mica, implanta-
do por una hase aue estabhlece puentes con la porcién.dor;al y la-
teral de la cavidad celfmica, asi como con el tramo mis superior
del mesonefros. A este nivel estructuralmente esti formado por un
mesénquima laxo en el que aparecen de modo irrecular amplios espa
* cios vacuolares, muchos de ellos de origen vasculqr; as{ en la
parte central aparegen dos gruesas formaciones vasculares y es
precisamente a este nivel, donde el mesénquima se condensa a modo
de nido germinacivo de sustancia precartilaaginosa, Fig.94;Un he -
cho de gqran Iinterés h;y yue destacar precisamente en este nivel y
es la existencia de una gruesa rpiz nerviosa auc procedente de la
médula del receptor se dirige hacia el miembro del lado derecho.
Se sitGa en la base del injerto, de tal modo que incluso a cier -
tos niveles, da la impresién de disecar la pared celbmica y es -
tar situada inmediatamente bajo su epitelio, pero en niﬁgﬁn momen
to, intercambia o cede fibras al injerto. Este hecho es d= gran
interés, hahida cuenta que por el contrario, un voluminoso vaso
situado de idéntico modo, aquf también localizado, emite gran n6-
mero de finas-anastomosis que se introducen cn el merénauima de
la estructura diferenciada. Fn cortes mis caudales -rijys. 95a,b -
el injerto ha aumentado de volumen estando unicamente adherido a
la pared de la cavidad celémica en el &rea correspondiente a la
bhase de implantacién del miembro superior derechc por un pequefio
meso. Las formaciones vasculatesrse han unificado estructurindose
en un vaso de relativo grosor, en el que la adventficia se encuen-

tra rodeada por una formacibén anular completa de mesé&nauima, con



"

- 153 -

un aspecto muy similar al de la arteria principal o axial del
miembro. En el injerto se ha diferenciado en su porcién dorsil un
conglomerado irregulaimente cilfndrico de sustancia precartilagi-

nosa, con una consistencia también superponible al del miembro

‘del receptor, estando todo ello, rodeado de un mesénquima lazo,

sin estructuracién, gue a modo de sustancia indiferenciada ocupa
al injerto. En su borde medial se diferencia una condensaciéy 1i-

neal, que a qran aumento ~fiq.95b , corresponde a epitelio de tre-

eubrimiento. Fs més, precisamente bajo el epitelio de la poreibn

marqinal, aparece una formacién vascular que tanto por su (:Otogrg_

. ffa como estructura puede ser interpretada como vaso axial. Hpi-

damente el injerto pierde su conexi$n con la pared celémica -Fig.
96 - por .lo que queda 'libre; sin embargo, la formacifn vascu -
lar observada en su borde lateral continda, aumentando inclusm en
su diferenciacién por lo que se transforma en el vaso princiml

del finjerto. A ese nivel ¥ rodeando de modo incompleto al ndécleo

.precartilaginoso aparece en su horde ventral, una di{ferenciaci6n

en el masénaquima, que se estructura como blastema muscular, ina.-
gen 8ate simflar a la que se observa en los miembros del recentor
. Sin embarqgo, la estructuracién del injerto presenta con la iel
miembro del lado derecho una @nica diferencia y es que en ellh,no
aparece formacién nerviosa, mientras que en la del miembro del re
ceptor, claramente se distinguen dos nervios, uno, situado en la
cara dorsal,que corresponder'a al radial, y otro junto a una grue~
sa formacién vascular, arteria humeral o braquial, por lo que lo
interpretamos como nervio mediano. La similitud entre amb-as misas

es cada vez m&s manifiesta, pues incluso, fig. 97 , aparece e
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vl injerto una atipica y pequefa cresta apical de SAUNDIPS. Fl in
jerto estahlece, fiq. 98 , un nuevo nedfculo de fijacién con el
Yfaado, de tal manera., Fias98, 99, que al crecer en diveccibn
ventra), araha una huella profunda en su horde v cara nosterior.
Fs nrécisamente a este nivel, Fic.100a,ben donde sm ohserva la
formacién Ae una gruesa red ;ascular que nrocodenEo del hfcado es
tahlece conexifn con las Aivisiones de los vasns primeramente di-
forencfadas en el iniferto. A partir de este nivel, ¢l ﬁnsénnuima
Ada la impresi6n de ser dgsplazado ror las furmagiones vasculares,
aue al ir proaresivamente aumantando, hacen cue el injerto se
transforme, Ficl0ia,b , en una voluminosa formacifn sacular. T}
nido de hlastemia nrecartilaainoso desaparecer, ror 1n ocuec el intg
rlo; del finjerto, aparece - Fiq. 101 b , ahora orupSndole la

amnlia malla o red vascular, pntrncruzada por nucntea n +ahicuos

mesénauimales indiferenciados.

Fsta dlspnsiciﬁn‘se acentfia en direccién caudal, Tias,
102,103 , en las oue el mesénauima nroaresivamente es Adesnlazado
a la rorcifn periférica, que@anﬁo.nl centro ocurado nor una
amplia lagquna vascular, oue finalmente ~-fia, 104 - forma un fondo
saco, cuvas naredes 1a forman el eriteljo de recubrimiento, asf{

comn una escasa }Jd&mina mesenauimal; el resto corresponde a la for

macibn lacunar y elementos formes sanquineos aue la ocuran.

Fl1 injerto finaliza a nivel de la scounda rgQreiéin deld
duodeno como una formacifin densa aue viene a corresronder al fon-
do saco hem&tico en el aue en filtimo lagar se ha trans€ormado el

injerto.
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GRUPO 1V

Estadio] Fstadio Fijacién .
. , Receptor |post-inter | Grosor
Fmbrifn { dador vencién Coloracién
HAMILTON | HAMILTON Cortes
ZACCHETY | HAMBURGER| HAMBURGFR

H-4- 67 14 18 31 10 Micras Hematoxilina
Fosina

H-7- 67 14 18 30 10 Micras Hematoxiliana
Fosina

#-22-67 13 18 29 10 Micras Hematoxilina
: Fosina

H-39-67 14 17 29 10 Micras ilgmatoxilina
) Fosina

SN- S 14 18 31 10 Micras Hematoxilina
Eosina

SN~ 7 14 17 2R 10 Micras Vematoxilina
. ) Fosina

eN- 4 14 17 29 10 Micras Hematoxilina
rosina

£N-39 14 18 3 10 Micras llematox{lina
_._.__} Fosina

SN-43 14 18 29 - 10 Micras | fiecmatoxilina
Fosina

SN~ 2 14 18 30 10 Micras Hematoxilina
. Fosina

H~- £-67 14 19 29 10 Micras Fematoxilina
Fosina

H- 6-51 ia 19 29 10 Micras Heématoxilina
Fosina

ti- 6-43 15 18 31 10 Micras llematoxilina

Fosina




- 163 -

GRUPO 1V

Embriones descritos:

* HA-67

dador: estadio 14 de Zacchedl,

receptor: estadio 18 de Hamilton Hamburger.
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GRUPO 1V

Embrién H4-67. Representacifn esquematica del .

material injertado,



Protocolo

mE=m==mo—a

- = 165 - )

EMBRION H-4-67

* dador: estadio 14 de Zacchel.
* receptor: estadio 18 de Hamilton Hamburger.

* Material Injertado: esbozo de miembro superior vascular
sistema nervioso, y mesodermo para-
axial segmentado -somito-.

* Fijaci6bn: se fija vivo en estadio 31 de Hamilton Hambur

ger.
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A partir del material injertado =e¢ ha fifcranciado os-
tructuras no s6lo correspondientes al miembro, sino al Sistema
‘Mervioso y notocorda. El injerto ha prendido ¢n 1a raiz de meso -
qastrio ventral, lateral a estémaqo. y, ventral a sistcma venoso
portdl y péncreas. Esta formado, Fins.105 a y b, rnr'nqg.mas; de
eje mayor anterop&sterior, en cuyo pedfculo de fijaciGn aparccen
formaciones mesonefrfticas en el que claramentc anarcce cn direec-
ci6n dorsoventral Sistema Mervioso evertido cue continfia au 1imi-
te con un epitélio he recuhrimiento gue va nnu!Jhnndn A vna masa
) de mesénquima indiferenciado, en cl que-cn st eaxtreme mds ventral
dparece una laguria vascular simflar al vaso axil. In ¢l cje del
tediculo de fijacidn aparece una gruesa formaci6n vascolar que po
ne en conexifn las formaciones del injerto con «1 arneso tronco

arterfal abrtico.

En sequida, Fig.106 el injerto nos muestra un gran cre
cimiento en direcci6n ventromedial por lo que su extremo m8s ante
rior, tst& pr6ximo a la zona de transicibn estdémaqgqo-duodeno. En

61 se ha diferenciadot

* S{stema Nervioso revertido, que corresponde a médula
en tipica difposiciéh deAgveBSIGn, mielbptoéis, presentando en si
porcién bhasal pequefias y diﬂcbntfuuan formacicnes radiculares neu
rales que tras corto recorrido finalizan en el mesénquima inmedia

to.

¢ 1l eje vascular que ocupa la raiz o pedfculo de fija
cifin posce en nus inmedfaclones 18bulos mesonc cftireos, for 1o

cue la formaci6n mesenquimal estf rodeada por vn anjllo dn estruc
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.-turas nefrales.
. e las formacioﬁes lacunares que ocupén 1a porcibn ante
rior del injerto que proaresivamente va adquiriendo la. digposicidn
de miemhrb; Fias, 107 a, b, v ¢, al unirse las dos porciones ocu-
pan la porcibn medial, disﬁoslci6n ésta similar al vaso marninai.
Fs precisamente a partir de fsta fiqura cuando en la porcifn hasal
del sistema nervioso difetencfado aparece una nueva efitructura -
.ﬂ“! corresponde a notocorda; superficial a ella, el aigtemsd nervio
f0 presenta un vestiqlo de canal medolar. ocupando el injerto apa-
"’ rece un mésBnanima desoraanizado 'sin aparente estructuracibn én el
ane aparecen neauciing flhr#llas nrncndentes del sistema nervioso
diferenciado. Tn la pnrcldé ventral de 1a nofkénrd; ne ha'éifeten—
ciado una formacidn vascular oue corresponde a aorta,

. Fsta dlspoé!clén re mantiene en cortes sucesivos, de mo-
do oue el inferto adonuiere una confiauracién tipica de miembro, -
Fiqs. 1N0A a,h,y c, con una hase de implantaci6n amplia en ia que
existe notocorda, sistema nérvinno y aorta dorral. Es interesante:
scSalar como el epitelio de recubrimiento que recubre 1a porcién
m&s rostral del injerto, se hace mis evidente 25 micras en direc -
cifn caudil, de tal manera aue Fias. 109 a,b, y c, bnede-ftcilnen—
te dixtinouirse a este nivel una cresta apical de Saunders. s en
€sta fiqura cvando se ohserva un hecho muy interesante y es 14 dis
minmdeifn del anillo mesenqu!ﬁal me rodea a la notocorda nue ahora
adquiere'fozna reqularmente cilindrica, a diferencia de cortes an-

"tériores en me presentaba disnnaicibn en) S {télica irreqular.
A nive) de la zona de transicifn de 1* a 2°porcifén duode

nal, el inferto se hace nis alargado, disminuye en arosor » 1la

. PR
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vez que en su porcibn dorsal el mesénquima se condensa y las
amplias lagunas vasculares en €1 existentes, disminuyen; s6lo se

localiza en su extremo ventral &rea de miembro, Figs.110 a,b.

Escasos cortes en digecc16n caudal, Figs.111 .a,b, se
produce en el injerto interesantes cambios; a la vez el pedfculo
de fijacibn ha desaparecido por lo que aparece libre en cavidad

celfmica.

* La notocorda se encuentra parcialmente rodeada por
anillo cartilaginosos y ventral a ella aparecen dos formaciones,

que corresponden a las aortas ventrales.
* De 13 porci6n basal del sistema nervioso evertido se

ven emerger pequeiios filetes nerviosos.

.

* En la porcibn dorsal de la notocorda el ‘gistema nmer-

vioso presenta una depresifén correspondiente a canal medular.

* La porcibn correspondiente al miembro presenta densi
dad uniforme no aprecisndose a estos niveles formaciones muscula-
res; el epitelio de recubrimiento presenta una pequefa condensa -

cibén o estratificapiGn, que interpretamos como c¢resta apical.

Por Gltimo, Figs.112,113 a auice nivel de! intestino
delgado, el injerto ha disminuido cuedando de &1, s6lo la porcién

m&s ventral.

En resumen, en esta experiencia en la gue se ha injer-
tado conjuntamente con el 4rea presuntiva de miembro, sistema ner [
vioso a nivel medular y somito, aparece por vez primera en todas
nuestras series fibras nerviosas, procedentes exclusivamente del

material injertado,>conjuntamente y al incluirse notocorda apare-
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ce esta formacifn, que adquiere disposicifin atfpica e irreguiar
al igual que el sistema nervioso. Es 1ntéresante destacar 14 pre-
sencia de un voluminoso eje vascular que ocupa la raiz del injer-

to asf como la existencia de formacifn que corresponde a aorta.

Tal vez como consecuencia del corto periodo de supervi
vencia mantenida tras la intervencién no se ha diferenciado con -
densacifn en el blastema con caracter o significado precartilagi-~

noso.
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CLAVE DE LAS SIGNATURAZ FN LA ICONOGPAFIA

Arteriaihxilar.
Arteria Braquial.
Aurfcula Derecha.
Aurfcula izquierda.
Aorta.

Arco vertébral.
Arteria Ax{ilar.
Bronauio.

Blastema muscular.

Corazfn.

Cresta Apical de SAUNDFRS,

Canal medular,
Costilla.

&avidad perici&rdica. .
Coracoldes.

cdbito.

Cuerpo vertebral.
Conduecto de WOLFF..
Duodeno.

Fa6faqo.

Fstbmago.

Foramen Primun

Fondé de saco vascular.

Formaci6n vascular.
ranaglio ragufdeo.

Génada.

no -

Tpr-
va -
‘.'j -

Vm -

i

1

imero.,

Nfaado,

Tnjertn,

T.acqunn vascular,
Ntéwhro.

Médula.

Mesancefros
MGsculo.
Notocorda,

Nervio.

nsfcula.

Pulmén.

rapcreas,
™iImonar.

radin,

Paiz nerviosa.
I'scéipula.

rscfipula receptor.
Ceptun primun.
.fenn venoso.
Tr&auea.

Troncnse arteriales.
Tahicue plouropert

efrdico.
~Vrentr{culo Derecho.

"

ventriculo izquierdo
vaso Maraginal.

Yena porta.
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Varias son las interroqantes aque han surgido como consecuen
cia de éste trabajo de investiqacidn, base para nuestra Tesis Doc-

toral; en sintesis, cuatro internretamos como mis importantes:

1°.- 2A partir de qué estadio se difercncian las estructu -
-ras que corresnonden a miembro?, esto es, I'n cué estadio del desa-
rrollo el material procedente del dador es canaz de auto-diferen -

clarse?.

2° .- ¢Nué estructuras se originan a partir del material in-

jertado?.

3° .- ¢Los procesos de diferenciacién de las estructuras acue
aparecen en el injerto, son normales? o por el contrario, ¢falta-

alguna estructura?.

4° .- ; Sufren los miembros injertados v diferenciados una -
neoinervaci6n y neovascularizacibn?.

Por iltimo y aunque se ha tocado de forma maraginal en nues-
tro trabajo, cabe sefialar una interesante cuestifn v es: las estruc
turas diferenciadas, ¢siquen su horario morfoaernético? o nor el -
contrario, ¢se adaptan al horario y mecanismos del huesped?, esto
es, mantienen su patrén genético o adaquirren el del receptor?.

Los estadios por nosotros escoaidos para la cxtirpacién del

material dador han estado comprendidos entre el VTII y X de 7ACCHRI

Fllo en base a nuestra propia exneriencia, va aque en estadios pre -u

vios a estos, el miembro o mejor las estructuras que se diferencian

a partir del esbozo del mismo, no dan lugar a una formaci6n arm6ni-
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ca o cuando menos, con una cierta tipicidad. Esta hipStesis de -
trabajo confirmada en nuestras experiencias viene a ser superponi
ble, en cierto modn, a la Ixperiencia de KIFNY, 1.960, en otras -
especies de vertehrados pmara quien el mesodermo presuntivo expre-
Ba su especifidad reqional cuando tiene luqgar el implante a partir
del 2° dfa de incubaci6n. Injertos de porcién de tubo neural o -
cordén somfticc, KTFNY v BRUGRAL, 1.970, sin participacién del -
4rea mesodermica presuntiva de miembro, dan lugar én el 1hjetﬁb,8
la diferenciacibén de un miéﬁbro, al h;bér adquirido el mesodermo
ya, su esnecifidad vy respondér ante un 1n§uctor heterotipico.

En estadios m&s precoces, 11 a 12 pares de somitos, el me
sodermo presuntivo de miembro no manifiesta afn su poder inductot
es neceeario inducirlo o ponerln en contacto con el mesodermo 80
mftico para que nuedan expresarse las potencias inductoras; &ste
resultado ha permitido a KIENY, 1.971, confirmar como las potén -
cialidades de miembro se expresan y estin a su vez en dependencl&
al mesodermo somatopleural.pSIn embargo, no permitén saber si en
los estadios de 11 pares de somitos, el mesodermo del territorio
presuntivo posee auténoma y especificamente sus propledades o si
€3 el mesodermn somftico el que le confiere su poder inductor. De
cualquier manera, las experiencias muestran como en los estadfos
donde el mesodermo presuntivo no posee todavia poder morfogenfti-
co, 8610 ¢l mesodermo somftico reaional tiene capacidad para en -
tiempo normal conferir dicho poder: ni el mesodermo gomftico a ni
vel cef8lico e incluso caudal, lo pueden sustituir. La inactivi -
dad n falta de potencialidad morfogenética del.mesodermq somftico

distante, por ejemplo, a nivel cefflico, puede explicarse en base
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a gue se haya situado y desarrollado a niveles en que normalmente
no se forma tipo alquno de apéndice. Sin embarao, el resultado ne
gativo obtenido ‘con el mesodermo somftico de la porcifn caudal -
del cuerpo, es mis dificil de interpretar va que la Cresta de -
WOLF, corresbondiente a miembro inferior‘en estos estadios se ex-
tiende pr6ximo al polo inferior. Exneriencias ulteriores de KIFNY '
1.971, tratan de precisar si esta.capacidad es debida a una pérdi
da precoz del poder miembrogené&tico del mesodermo somftico a ni -
vel del ala o a gu capacidad regional espec?fics, por la gue el -
mesodermo de la porcibn caudal serfa incapaz. de responder.

El mesodermo somitico de miembro conserva su poder morfg
génico despuds del estadio en que el meéodérmo somatopleural a su

nivel .addquiere capacidad autodiferenciativa y asf, en los estadios

< de 11 a 20 pares de somitos, X a XIII de HIMILTNN HAMBURGER, injer
. to# de ﬁesodermovsomltico conteniendo la porcién proximal de miem
bro, ejercen actividad inductora sensiblementg constante dando 1lu
gar a miembro. Esta cronologfa estimamos pucde arlicarse como uni
camente debida al poder inductor del mesodermo miembro presuntivo
y debe ser distinguida de aquellos factores aue intervienen en la
autodiferenciacifn del esbozo del miembro. Aéi'el esbnzo de micm-
bro nc es capaz de autodiferenciacifn, nada mas que en un estadio
bien avanzado, a partir del cual, su mesoderma ha adnquirido un po
‘der inductor auténomo; HAMBURGER, 1.969, obtiene en injertos en -
cavidad celémica el desarrollocde esbozos de miembro cuando corres
pondia el material dador a embriones de los cstadios de 24 pares
de somitos. En injertos en la porcién lateral del cuerpo, MURILLO

FFRROL, 1.965, no observa el desarrollo de eshonzo si procede de -
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embriones de menos de 29 pafes de somitos. PINAUD, 1.970, en in -
jertos en cavidad cel6mica ‘de esbo;o procedentes de embrionés de
los estadios 19 a 44 pares de somitos, precisa para que en el miem
bro superior sea posihle una autodiferenciacion, que el material
ha de ser extirpado a partir de estadios de 25 pares de somitos:;
asf mismo, y en técnicas de implantacién celbmica por via extra -
embrionaria, BRUGAL, precisa cue el estadio mfnimo corresponde a
los 23 pares de somitos. Coincidente con el estadio a partir del
que se evidencia la capacidad de autodiferenciacibn de mieﬁbros,
HAMBURCGER, MURILLO TFPPNI, y PINAUD, la somatopleura aparece a es-
te nivel engrosada como resultante de una proliferacién mesodérmi
ca consecuente a la accibn inductora que el mesodermo ejerce so -
bre el ectodermo suhyacente, hechoAéste, que ocurre a partir del
estadio de 29 pares de somitos.

¢Cual es el modo de accibn del mesodermo somitfco?. El -
estado actual de nuestros conocimientos no permiten todavia res -
ponder definitivamente a esta interrogante. La contribucién que -
podemos aportar a éste problema es que a nivel del 8rea presunti-
va, el mesodermo somftico pqede ejercer su accipon morfogénica 80
bre el mesodermo somatopleural sin que las relaciones tisulares
normales entre ellos estén‘detérminadas, esto es, pr6ximas ¢ en -
contacto. En las técnicas de asociacib6n de estos dos constituyen-

tes, el mesodermo somatopleural se encuentra determinado, por lo

que da lugar a un miembro suplementario:; éste resultado estimamos

que es un hecho en parte dependiente a la influencja histoenzim§-
tica que ejerce el mesodermo somf{tico sohre el éomatdpléural, aun

que no debe de excluirse una participaci6n celular del mesodermo



v
¥

somitico sobre o a nivel del mesodermo del futuro miembro. Si la
hip8tesis de una contribucién material de los somitos al esbozo -

dé miembro ha sido establecida en los anffhios, AMANO, 1.960 y -

1.562, PINNEGAN, 1.862 y 1.963, y en los reptiles MILRIRE, 1.957
y RAYNAUD y VASSE, 1.968, no ocurre lo mismo en las aves, donde -

\inA participacién ceélular masiva del mesodermo somftico no ha si-

do deinostrada. Asf, matcas de carbbn situadas a nivel de miembro
supérior, en el mesodetrmo segmentado, no han sido encontradas en
el esbozo ya difereficiado de miembro, SAUNDFP=, 1.94R, PINOT,1970

;bﬁthp 1.970. Por otra parte, la interposicién de un filtro de Mi-

"111p6re entre el mesodermo somftico y el territoric presuntivo de

‘.,,'".\v
- miéimbto, no impide el desarrollo de &stos, MUTTLLO FERROL, 1.96S.

Sin éenbargo, un hecho particular es interesante destacar
{Ei hesodermo somftico éxtirpado en fase morfoaénica inductora e -
implantado en.mesodermo somatopleural, es capaz en cu ausencia,de
inducir un miembro suplemenéario; Fstas experiencias dan lugar a
formaciones atipicas de miembro, al no contener ecuipamiento esaue
1ético, nfSdulos cartilaginosos ni formacicnes tfpicas. Por ello,
estimamos que egte tipo de experiencias muestran como el mesodermo
Bomatopleural no posee competencia miemhroaénica =i no es bajo la
influencia morquénica de los somitos correspondientes al area de
miembro.

Los injertos de la porcifn distal del eshozo presuntivo -~
de miembro se desarrollan y dan lugar heterot6picamente a miembro
cuando son extirpados en fase en que la predetermjnackén ya estf - "

firmemente establecida; es m&s, en aquellas experiencias en que he

mos injertado todo el eshozo o incluso material mesodfrmico seqmen
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tado del nivel de la base de implantacifén de miembro, dan tambié&n
lugar a miembro con un qrad; de diferenciaciédn mayor. Este hecho
nos puede llevar a considerar a ocue en las fases 1n1¢1a1es del de
sarrollo el eshozo de miembro si hien posee una carwidad presunti
va especifica para dar lugar a miembro, neces%ta el aporte de ma-
terial de mesodermo paraaxial segmentado tal y como se evi‘encia
en la serié I en la que aparece un cinqulum, gue practicamente por
su estructuracibn, corresponde a un embrién testigo del estadip X
de ZACCHEI. Es evidente que estos territorios de la somatopleura
poseen precozmente material y factores indispensables pafa el de-
sarrollo de miembros arménicos y completos. lLos procesos.de orga~-
nogénesis y de difergnciacidn son esencialmente los mismos en la
somatopleura destinada a formar miembros, cuello o pared de cuer-
po; es consgcuente a un patr6n genético del que en gran parte de-
penden los mecanismos del normal desarrollo, profundamente dife -
rente aunque en determinadas fases inte;dependientes para cada re
gién. Los factores de esta diversidad o especificidad adn son des
conocidos sin embarqo en el trit6n, la banda de somatopleura que
estf interpuesta entre los territorios del miembro anterior y pos
terior, dan origen a una eitremidad perfecta si es sometida a es-
timulaciones diversas; asf, si se injerta otocisto, pl&coda olfa-
tiva o microconglomerado de celoidina, induce el desarrollo de un
miembro heterot{pico. Para BALINSKY, 1.957, el material inespecf-
fico implantado, ‘induciri o sera.capaz de iniciar y activar los -
factores especificos para el desarrollo del miembro, que estarfan
contenidos en el mesodermo de la somatopleura sin participar di -

rectamente en la formacibn de la extremidad heterotfpica. Asi mis
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mo,; cuando se injerta mesodermo del &reca prezuntiva de miembro en
ia somatopleura de 1a porcién lateral del currpo, el injerto se -
iimitarfa & poner en jueqo una serie de roacciones locales.

. £l primer siqno morfnléaico de la formacién del eshozo -
de los miembros emn los embriones de amniotas ecs la anraricién de -
un espesamiento del ectodermo, cresta de v0IF, =situada bajo for--
fma de semiluna alargada en el eje lonaitudinal Ac! cmbrifn, La -
ébidérmis que cubre el esbozo mesodermico presenta un mayor grado
de condetisacifin sobre su cara ventral, aue aumcnta sobre todo a -
nivel del vértice del borde libre del miembro, nivel en donde ad-
qﬁieké el aspecto de cresta cada vez m&s erpesa y con mis relieve.
Enta condensacibn epibléstica se reduce en sentide craneo-caudal
y ADtso—venttal; a 14 vez que ﬁn qrosor aumenta con ol alargamien
to del miembro. Viene en admitirse que la cresta cctodermica es -
&1 resultado de una induccifn ejercida por ¢l mesoderme suhyacen-—
te del esbozo: en efecto, en embriones de aver, Asta condensacifn
epitelial se diferencia e fnduce las formacimnes de partes de -
miembiok, situadas en la pared de) cuerre o a nivel de la cola, -
;EAhS y SWILLEING, 1964, o incluso a nivel del ecctodermo extraembrio
fiario KIENY; 1.960, cuando son puestos en contacto con mesodermo
del esbozo precoz de miembro. Sin emharqo, la formaci6én de la -
cresta apical no es unicamente dehida a la proliferacifn celular
in Qitur 1as células epiteliales se multiplican a lo larao de una
banda ventral préxima a la hase de implantacifin del mismo. La con

»
densaci8n apical se forma y se mantiene delide A un deslizamiento

préximo-distal del ectodermo de las don caran ormwestas del eshozo

desplazamiento de ectodermo descrito por LEVY, 1,907, sunque has-
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ta, AMPRINO Y CAMOSSO, 1.958, nn habfa aido pnsihble ¥4 demostia -

ci6n experimental, recientemente revisada por SEARS y 2witiiie, -

1.964, ’ S

Los métodos de marcas de Farhﬁn introducidod eh régisnes
diversas dél mesodermo del esbozo, evidencian 1;4t0p6Qrafil de -
lon territbrins presuntivos de las diversas partes déi mienbes) -
SAUNDERS, 1.948, NANTE, 1.956, AMPRINO 'y CAMOSSO, 1.958, &n 168
estadios rrecoces dr la morfoabnedis de un miembrd, &mbiiohad dé
pollo de 3¢ somitos, mstadfos 18 o 19 pares de HAMBURdER HAMELTOR
8610 1as partes destinadas a formar la cintura y estilspods datdn
individualizadas, mientras que ciqopodo, métqpodo ¢ dutopode 8 = ‘
a5L8n adn estahlecidos. Fstos tcrritof!oa se individudi{san &n 14
reqifn apical dabl esbozo atla Vez.que este ﬁltima‘duﬁéﬂiﬂ M groc
sor v lonaitud, por lo cue en cada estadio del desa?ivllo B& pFe-
duce una seqreaaci6bn de estructuras distales bajo fotia dé é!bﬂ!
estratificadas siauiendo el eje prAximo-distal del édbogo. 1 S
efecto, las marcas introducidas en 1a parte distal del mesodetid
del eshozo de miembro, se encuentra mas tarde a niveleg cada vés
mas distantes dnl horde distal, como 81 otros Lerritotios de in -
terpusleraﬁ entre énte y las partes marcadas.

F8 evidente pues que eate tipo de experienciﬂs.vieneh ﬂ
confirmar en parte, las realizadas por nosotros, sobré Eo&é léd -

del drupo 1, en las ane extirpsbamos no solamente &1 eebozo dél -

'ninnbro. sino el mesodermo somftico, paraaxial, cotrespondiente &

su base Ap implantacifn. En todos estos casos, el resultado ha 14

do un miembro con mayor qrado'de diferenciacién a 14 véz gueée &pa-

, Yecen estructuranr con mayor tipicidad. Sin embarqo, el problema -
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se amplia pues no golo es necesario conocer 1a.1ocnlizac16n del -
material a extirpar e injertar, mesodermo o mesénquima somitico,
sino la relacibn existente, su-diferente estructuracién y la evnl
tura ectodérmica que los recubre, pues se conoce la existencia de
procesos de interrelacifn entre aﬁbas hojas en la edificacifn de
un miembro normal. ’

Nuestvras.experiencias vienen a clarificar parte de este
interesante proceso morfogenético, habida cuenta de aue en ellas,
en unos casos, hemos extirpado parte de la envoltura ectodérmica,
mientras que en otros la mantenemos con el enarosamiento apical y
en otras ocasiones sin el, esto es, hemos realizado la lisis de
la cresta ectodérmica apical o cresta de SANPFPS, fin embarge, en
1a mayorfa de las experiencias que presentamos en &ste trabajo de
investigacifn, hemos mantenido la envoltura y enqrosamiento ento -
dérmico. '

Los miembros del embrién de pollo, STARS y JAMNER, 1.971,
pueden ser reconocidos histolSgicamente en el e¢stadio 16 de HAMIL-
TON HAMBURGER como condensaciones mesodérmicas en la cara lateral
del cuerpo embtionario, haciéndose evidentes a rartir de los esta-
dfos 17 y 18 de ‘HAMILTON HAMBURGFP: no obstante, las reaiones for-
madoras de miembros, han sido localizadas en el estadio 7 a nivel
de la cara lateral del cuerpo embrionario, WnIy, 1.734, RUDNICK, -
1.945, CHAUVE, 1.959. Injertos de ectode;mo_mﬁs nesodermo de regic
nes miembro-formadoras, embriones del estadio 8 de P'AMILTON HAMBUR
GFR, RUDNICK, 1.945, o injertos de mesodermo s6lo de las reqiones "
de miembro en estadfos 12 a’'17 de HAMILTON HAMRUPCEER, dan lugar a

miembro; los ejes craneo-caudal  dorso-ventral de é€éstas freas y -
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su contenido, ectodermo ﬁﬁs mesodermo, han demostrado estar deter
minadas én el estadio 12 de HAMILTON HAMBURGFER. Para KIFNY, 1976,
las combinaciones heteroespecfficas aportan una contribucibn de -
gran valor en e].desarrollo‘del miembro, ya que evidencian un pro
ceso de desplazamiento o deslizamiento continuo del ectodermo en
direccifn distal, por lo que la mayorfa de las células  ectodérmi-
cas y'en especial las correspondientes a la cresta apical se ori-
ginan proximalmente y son transportadas a la porcifn distal por
moviﬁientAQ éropios del ectodermo en reiacidn cén eihmesodbrmo, -'
AMPPING y CAMOSSN, 1.958, KIFMV, 1.975, Por Gltimo, existe un par
ticular independencia de las c&lulas de la peridermis en relacién
con las basales ectodérmicas, de tal modo, que el desplazamiento
en direccifn distal de la peridermis es mis rdpido que el realiza
do por las c&lulas ectodérmicas hasélpé; los resultadds expuestos
por KIFNY v PAUTOD, 1.976, difieren no obstante de los de WOLPERT
y colaboéadores, 1.273, fundamentalmente en que las operaciones o
técnicas realizadas difieren: 1° Fn el estadfo en que la eiperieg
cia ha sid6 realizada, pues la mayorfa de los injertos de KIENY y
PAUTOU lo fueron en el estadfo 24 de HAMILTON HAMBURGFR, fase que
precede s68lo en escasas horas a la determinacifn irreversible de
los tejidos, en especial cartflago y msculo seqin su localizacfén
central o periférica en el esbozo del miembro. 2% a la amplitud -
del territorio presuntivo de ia cintura escapular sohre él que se
ha realizado el injerto, y por Gltimo a la técnica operatoria pro
pdamente dicha.

NICHOLAS, 1.933, injerta esbozos aislados y porciones

de embriones de rata en coiocalantoides de nollo, observando como
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el grado de crecimiento y diferenciacifn de las estructuras apare

cidas dependen fundamentAlmente del estadfo drl matervial donante,

- técnica del trasplante y medio en que se han cnhnservado hasta el

momento del injertos por ello, embriones presomfticos o de los pri
meros estadfos somIticos cuando fueron trasplantador con sus membra
nas intactas, evidenciaron como el desarrollo proqresivo de la for
ma embrionaria se relaciona con la existencia de una nlacenta fun-
cionali de otra parte, eémbriones mas avanzados en su Adiferencia -
cibn han evolucionado hasta un estadfo bien avanzado, evidencidndo
se en los mismos, las formaciones 6pticas, auditivas e incluso la
existencia de miembros.

Los resultados obtenidos en trasnlantes de tejido cartila
ginoso y hueso de STEPHENSON y TOMKINS, 1,964, es aparentemente si
milar a las experiencias de injertos de cartflaqgos embrionarjos de
anfibios, reptiles y mamfferos, ya que continuan su crecimientoy -
diferenciacifn cuando son trasplantados a corioolantnides, siempre
en dependencia del factor edad, va que el cartflaro joven, poco di
ferenciado, crece bien no asf, el del mayor arado de estructuracién’
gque lo realiza con menos extensifn; por lo oue la qradval reduc -
cifén en capacidad de crecimiento y.difererciaciéﬁ se evidencia en

toda técnica de xenopl&stia, ya sea de cartflago embrionario o de

otra estructura. Posteriormente BPFADLEY observa en injertos de es

tructuras de aves con diferente volumen nuclear, la formacifn de -
cartflagos peduefios e irrequlares, en los que la cintura eré siem-
pre anormal, variando en relacibén a otras formaciones cartilagino-
sas aparecidas en su disposicifin, por 1o aue narcce no haver corre

lacibén entre el grado de diferenciacién en micrhro y cintura! Este
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hecho lo hemos observado en nuestras series del grupo III en las

que hemos 1njergado conjuntamente con el eshozo o area de miembro
porcifn proximal de la base de implantacién.del mismo, esto es, -
cresta de WOLFF existente en continuidad con el 4rea presuntiva -
de miembro. ¥n todas nuestras experiencias se diferencia cartfla-
go y formaciones mesennuimaleé que le confieren al injerto un as-
pect& y morfoloafa completémente normal, incluso y as! lo descri-
himos en una de las observaciones, su similitud es completa a un

miembro tipico de un testiqo correspondiente al est&dfo X ée ZA -
CCHEI.

Fl examen histolﬁgico evidenci8 procesos de condrogénesis
normal e in¢luso osteogénicos precoes, aunque solémente se eviden-
ciaron en dos casos de nuestras experiencias. Los procesos osteogé
néticos m&s avanzados presentaban graves anormalidades consisten-
tes fundamentalmente en hipertrofia de la formacién 6sea, cavita -
cibn anormal con incurvaciones y fundamentalmente, fusiones articu
lares. Las fusiones son mas frecuentes para BRASLEY, 1.941, entre
fémur y tibia en los injertos aue realizé de miembro inferior; pa-
ra nosotros, sin emhargo, y al haber realizado nuestras series con
Sreas de miemhro superior, las fusiones son mas evidentes y se lo-
calizan sobre todo a nivel de la articulaci6én del miembro con los
huesos del antebrazo.

Las articulaciones entre elementos largos esti&n para BRAQ
LFY, 1.941, m8s frecuentemente afectadas que las correspondientes
a huesos cortos, no describiéndolas entre las formaciones de la --
porcifn distal del miembro. Los elementos que sufrieron-un'qradp -

de flexifin o angulacién vy los puntos de contacto entre ellos que -
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aparecfian en las Sreas de fusibn, nosiblemente sorn el resultado
del crecimiento diferencial y a la vez causa de incwrvacién y anu
lacién de cavidad. Estos tipos de fusifin fueron descritos por HAM
BURGFR y WAUGH, 1.940, clasificéndolos en dos tipus o qrados; el
primario, consiste en la fusifn por tejido filroso y el resultado
es que los elementos en contacto estan anclados por &reas fibro -
sas. El sequndo tipo de fusibn, descrito por FFLL v CANTY, 1.934,
se realiza por cartflago y ello dehido al cese o anulacién de la
diferenciacifén articular y como consecuencin, ulterior fusi6n dé
los esbozos o rudimentos oseos entre sf. Ocasionalmente pueden -
aparecer en la misma articulacién ambos tipns'de fusifn, secqfin -
nuestras observaciones, embriones de las avas, n; loé aque se evi-
dencia la presencia de un tejido fibroso en la reaibn medié y car
k!laqo en las porciones latérales; estas dos formas n tipos de fu
siGn, incluso son observables en una misma vrticu1aciﬁn..zl teji-
do muscular de los injértos era atfpico, RPADIFY, 1.641, mostran-
do una marcada tendencia hacia la deqeneracifn, al contrario de =~
lo que observahamos en el sistema esquelético o de soporte. HUNT,
1.932, HAMBURGER, 1.979 y EASTLICK, 1.933, nhservaron come la di-
ferenciaci6én muscular en el miembre ocurrs durante un periodo li-
mitado en ausencia de aporke nervioso. Nuestras experiencias cla-
ramente evidenciadas como la ausencia de un aparato nervioso con-
diciona una desorganizacifn muscular, hecho este coincidente con
las observaciones clinicas yexperimentales, en las que m@sculos
desprovistos de aporte nervioso motor, deagencran & menos gue se
les provea de una estimulacibn artificial suficieonte. I'n el miscu

lo adulto la dedgeneracifin arasa se reconoce por una acumulacifn
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de gotas a nivel de las fibrillas para finalménte aparecer un blo
queo del espacio interfibrilar con ausencia de sarcolema, proceso
éste que BPADLEY describe en sus observaciones.

FASTILICK, 1.943, describe como los hlastemas mqsculares
0 premusculares aue no poseen inervacién, sufren un proceso de -
sarcolisi y ?aqocitnsis, siendo reemplazados por un tejido adipo-
80 irreaular e inespecifico, sobretodo en aquellos casos en gque -
la vascularizacibn es irreqﬁlar y ha tardado tiempo en presentar-
se.

Fr muchas observaciones el desarrollo del tejido muscu -
lar en los injertos era anormal, por el aran nfimero de fibris,as{
como por la marcada desdiferenciacién de las mismas, observéndose
no obstante la presencia de Forméciones tendinosas. BRADLEY, 1941,

La masa muscular en injertos es seqfin nuestras observacio

nes menor y a la vez menng diferenciada que en los controles, en -

" contréndose procesos de degeneracifn con preseﬁcia de células aéi

picas, vacuoias y enarosamientos posiblemente degenerativos, que

dan lugar a formacinnes musculares atfpicas por su forma y locali’
zacibn. En nuestras experiencias es mas frecuente su presencia en
la serie IT evidenciando la presencia de nuevos conglomerados ati
picos de masa sistemitica en perfodo premuscular; a mayor aumento
aparecen qotas de arasa en pleno espesor, asf como una marcada y

evidente indiferenciacifn miod&nica. BRADLEY, en algunos casos, -
describre fibras musculareé unidas ‘a cartf{lago por medio de forma
ciones fibrosas que interpréta como tendén; en nuestras experien-
cias este hecho no es evidenciahble, hahida cuenta que en la mayo-

ria de las observaciones no se han diferenciado fibra muscular,si
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no blastema premuscular; sin embarqgo, en otras obso;vaciones, se-~
rie 3, aparecen fibras musculares:; si unifn a cartflaqo se reali-
za por un tejido en vias de diferenciacibn; la mavorfa de las fi-
bras musculAres eran atfpicas y presentaban discretos signos. de -
degeneracifn, ya que su morfologfa era esférica en vez de alarga-
da existiendo gran ntmern de macr6fagos que los envuelven en su -
totalidad, por lo que solo es posible describir un escaso nfimero
de miofibrillas normaliente organizadas; entre ellas, las células
musculares 8& han hecht mfs redondeadas y su ectoplasma contiene
: ﬁuchas Y pequefias gotas de grasa. En una fase m&s avanzada, el pro
céso deqeﬁefativo conlieva 1a obserQaciGn de arandes vacuolas ci-
topi&smicaa Gnicas presumiblemente formadas-por fusi6n .de las go-
tas de grasa, resultante & su vez, de la defo:midéd nuclear y dis
ininucibn citoplasmfticd, por lo ¢ue las células aparecen o adquie
ren tina apariencia de tejidoradiposo.

Este proceso de degeneracién muscular. ers ain mAs eviden
te en injertos sin inervacién, en los aue en el interior de las -
células musculares aparece una gradual acumulacién de contenido -
graso que progresivamente se va uniendo pare formar arandes vacuo
las, que a su vez, condicionan la presencila de células esféricas
con el nficleo desplazado a un rolo; la posierior acumulacién de
grasa, distorsiona al nficleo, que deaenera "in situ” procesobse -
quido de ruptura de la membrana celular.

BPADLEY, 1.941, realiza el estudio histnl6gico de la di-
ferenciacién cartilaainosa y del periodo inicial de la osificacibn
observando que eran normales, siendo independiontes a la presencia

o no en los Injertos de inervacifn asf como a la uctividad funcio-

"
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nal del miembro desarrollado.

En nuestras observaciones, los cartflagqos adqu{eren una
morfoloafa y disposicién muy avanzada e incluso en observacioneg
de las series I y II, llegan a adquirir una estructuracifn précti

'ilpamente normal. fin embarqo, a veces, aparece una cierta e irregg'
llar distorsién morfolsagica que interpretamos puede ser el resulta
do de factores no enpecificos.relacionados con la técnica operato
ria e incluso con el ulterior desarrollo vascular, asf como tam -
+bién a que el injerto haya sufrido en su manipulacién alteraciones
tales como excesiva hidratacién, alteracibn tisular...,hechos es-
o tos, q;ie Bﬁl\nl.m’, considera en sus é.xperiencias muy frecuentes,no
as! en las nuestras.

Las ohservaciones de fusiones articulares, BRADLEY, 1941,
son similares a Jos hallazqos de HAMBURGER v WAUGH, 1940, y se lo-
calizan principalmente en las articulaciones de la cintura y entre
los huesos largos; sin embargo, a nivel de las articulaciones fa-
1&ngicas distales pr&cticamente no suelen observarse. Las fusiones
no se han descrito en ninguno de los specimenes control con inerva
ci8n normal y actividad funcional “in vivo".

En nuestras experiencias, en todos los miembros injerta -
dos, que no presentaban inervacién, aparece una cavidad articular
en su normal situacifn tohbarafica, que a su vez es estructuralmen
te anormal, coincidente siempre con fusiones primarias o secunda -
rias a distinto nivel, aunque el proceso de cavitacifn en todas -~
ellas es evidente.

l,a fusifn articular puede ser interpretada consecuente a

que la fase de diferenciacién cartilaacinosa en las experiencias,
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persistfa mucho m&s all4 que en la normal, por lo que el tejido -
fibroso articular es reemplazado en tiempo distinto, esto es, an-
‘tes por gart!laqq presentando por tanto, una fase atfIpica, secun-
daria, de condrificacién. Algqunas fusiohes fibrosas eran masivas

y como tal persisten, hecho este opuesto al criterio normalmente

éstablecido, LEVI, 1989 en la que la separacién articular ocurre

inmediatamente tras la formacifn en .faae. hlastemitica de los ele-
mentos esqueléticos.

Un hecho habitual es gue no aparece reaccifn alquna de
inmunidad, rechazo, en el embrifn huesped al injerto y elle peor
varias razones. Principalmente y es un hecho constante, el no ob-
servarse presencia de ac@mulos leucocitarios; gélo y .excepcional -
mente, apdrecen fagocitos a nivel de los elementos musculares de-
generadas. Sin embargo, la deaeneracifn muscular no era el proce-
80 dnico a nivel del finjerto, ya que aparecen y describimos fases
de normal desarrollo y disposicién en los restantes estructuras.
En otros sentido, es un hecho ya de antiquc aceptado, SALOMON, -
1.963, que dificilmente los embriones de rolle pueden estar sensi
.bilizados a c8lulas extranas, antes del quinceaveo dfa, va que el
inicio de la competencia inmunolé&gica frente a trasplantes de ele
mentos celulares extrafios no aparece hasta el 2°® dfa de la eclo -
8i6n.

Para SUMMERBELL, LEWIS y WOLPFRT, 1.977,el grado de dife
renciacién del injerto estf en relaci6n con la capacidad y estruc
turacibn del donante y receptor. Asf, en injertos de cartflagbd --
continuan su normal crecimiento cuando proceden de dadores de es-

pecies y género distinto al del huesned incluso cuando el material

L
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lo es de mamf{fero; si e) donante ez de los estadfos iniciales -
del desarrollo y esta determinado; de igqual modo, ia edad es un
factor de importancia en los resultados de xenoplastias, ya que
material extirpado en jévenes embriones crecen y se diferencilan
adquiriendo a veces un grado similar al del receptor; sin embargo
al aumentar en edad, aparece una gradual reduccién, ea su capaci-
dad, tal vez en dependencia a aque en los Eejidos indiferenciados
o en freas prosprectivas, actuan con menor intensidad los mecanis
mos inmunolfgicos, aue parecen estar basados en los requerimien -
tos metab8licos de determinadas estructuras, por lo que la especi
ficaci6n de un tejido, es mejor en ambientes xenoplésticos, recep
tores que no han de necesitar metaholismo especffico para la su -
pervivencia sino también para su crecimiento y diferenciacifn.
SEMO y BUYUKOZFR, 1.958, evidenciaron como somitos marca
dos procedentes de embriones de ave-de los estadios 9 a 11 pares
de HAMILTOM HAMRURCTN, injertados en membrana coricalantoidea son
capaces de formar cartilago en ausencia de notocorda e incluso de
médula espinal. RALINSKY, 1.966, describe la existencia de un fac
tor de desarrollo que actfia sohre la diferenciacifén mesenquimato<=
sa del eéquo de micmbro en cultivo, por lo que en cultivos de es
bozos de miembro en sallieres con filtros de Millipore, la densi-
dad celular se encuentra directamente asociada a los calibres o -
dismetros del poro; densidades hajés diferencian blastemas ﬁremug
culares al contrario ocue las altas en las que aparecen en todas
formaciones cartilaginosas, a la vez que densidades intermedias
forman mGsculo v cartflago de modo constante. BALINSKY, interpre-

t6 estos hallazqos como una determinacifn de’ los patrones de agre
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aqacién dependientes al voluﬁen y densidad celular.

Sin embhargo, resulta difiqil depender o hacer depender el
proceso de diferenciacibn mesenquimal a la determinacién v gradien
te celular, ya que factores externos juegan una parte importante -
en la expresin de una determinada érea, asi como su ulterior de -
terminacién; hecho éste obséryado'por ARBROT,HOLT?ER, 1.966,1.968 ,
en cultivos de monocdpas de condrocitos vertebrales, en los que la
densidad de las cé&lulas y medio influyeron no sflo en la capacidad

de formaci6n, de cartflago, sino a su vez, en la medida y frecuen-

cia de su aparicifn. CAHN, 1.966, describe como 1l proporcifn de -
capas que constituyen la matriz del cartiflago varfan con el medio,
densidad celuiar y fase de crecimiento celular( pudiendo en deter-
minadas circunstancias o etapas, verder tode fndice sus caracteris
ticas de diferenciacifn, que son recuperadas nuevamente cuando las
condiciones ambientales se normalizan ¢ son 6ntinas .KONIGSBERG, =
1.966, usando células retinianas piamentadas, describe como fstas
estirpes celulares aisladas o en contacto con estirpes celulares o
dreas mesenquimatosas crestales, pueden reemrreonder de nuevo su ca
pacidad y funcifn en dependencia al ambiente cn quc se realiza el
cultivo.,

Evidentemente pues, estos hallazgos sugieren la presencia
de un periodo de estabilizacibn durante la diferenciacibn, en el -
que las células parecen requerir influencias del medio periambien~
tal para que la diferenciacipon definitiva pveda loqrarse:; sin em-
bargo, en un minimo nGmero de &stas células parecen ser capaces de“
mantener un estadfo de determinacifn latente hasta tjue las condi -

ciones necesarias estabilizadoras aparecen determinadas. FEn nues -
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tras pbservaciones, aparecen dreas de elementos mesenquimales me-
jor oraanizados o en mavor grado de diferencidcién, pr6ximas a -
arandes formaciones vasculares, 6ste hecho viene a hablar a favor
ae nna epiqénesis tréfica gh el sentido de DALCA.

MEDOFF, 1.967 y LASH, 1.968, parecen demostrar que la fa
se de estabilizacién se localiza o est§ asociada con la formacién
de productos celulares esenciales en niveles crfticos, que dan lu
gar a la formacién de factores subcomitantes que a su vez favore- -
cen o retrasan el proceso de activaci6bn.

Una de las preauﬁtas m&s interesantes, creemos, dé nues-

tro Trabajo de Investigacifn, es el posible anflisis de la rela -

cibn existente entre .el miembro injertado y sistema nerviocso cen-

- tral o periférico del receptor, ya que‘resulta interesante poder-

incidir sobre los factores que requlan la direccién_de las fibras
nerviosas del huesped,la posible conexifn de algunas de €stas con
los 6rqaﬁos que se han diférenciado a partir del injerto, asi co-
mo su distribucién. Fs evidente que resultarfa también interesan-
te el poder evidenciar la existencia de interconexiones entre el
sistema nervioso central o periférico del receptor y el miembro
diferenciado, asf como analizar las posibles influencias que ejer
cen estos elementos o estructuras supernumerarias sobre los gan -
qiios raqﬁ!deos y Areas motoras de la ﬁédula.espinal sttuadas a -
nivel de la neoestructura desarrollada,

RPAUS, 1.9n15, eﬁ.homoinjertos de miembros extirpados en
estadfos precoces del desarrollo e injertados en lugar heterotfpi
co, ohgserva la presencia de nervios que procedente del receptor
penetraﬁ en el injerto ramificidndose de un modo pr&cticamente --
idéntico o similar a las estructuras nerviosas en su posicifn nor
mal. Idénticas observacibnes y conclusiones son -dehidas a HARRIL-

SON,1.907, que consider6 como la distribucién de las fibras nervio
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idéntico o similar a las estructuras nerviosas en su posicién nor

mal. Idénticas ohservaciones y conclusiones son dehidas a HARRIT.-

SON, 1.907, que consider8 como la distribucién de las fibras ner-
viosas estaban controladas y requladas en su orientacifn y distri
bucibn por las estructuras que se diferencian a partir del injer-

to: por ello y en sintesis, cdnsidera-la existencia de dos facto-~

res en relacién con la neoinervacibn; 1°.- origen del nervio a -
partir de 14 médula; y 2%.- direccién vy control en la distribu -
cibn y crecimiento del nervio en dependencia a las estructuras -~

aparecidas en el miembro, que a su vez determinan la distribuci6n

especifica de las fibras en el interior del mismo.

- DETWILLIER, 1.936, én injertos de miembro superior en localizacién

heterot68pica, varios segmentos som-fticos en direccifn caudal a su
primitiva posicibén, comprueba en los casos en el que el desplaza ~
miento era s8lo de uno o dos somitos, como la neoinervacifn proce-
dfa de ramas del pleéxo braouial, sin que en ella arareciese ningdn
tipo de alteracifdn, excepto la orientacibn un noco m&s en direccibn
caudal de las fibras. Esto indujo a postular la existencia de un
factor de atracci6n, posiblemente de naturaleza quimiotrSpica que
el injerto ejerce sobre los nervios del plexo braquial.

WEISS, 1.941, s8in embargo, describi6, comc los fartores
que condicionan la inervacibn asi como la orientaci&n de las fi -~
bras en el interior del miembro, vienen dados por la distribucién
y disposiciBr de estructuras periambientales aque directamente o a
traves de las proplas fibras nerviosas requlan la distribucién.

CASTRO, 1.963, en experiencias consistentes en la reduccibn

de centros nerviosos espinales, a fin de evidanciar los posibles --
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efectos sobhre el desarrollo.de los cambios espinales, postul$ dos
hip6tesis: 1° una selectiva afinidad coincidente con el criterio
de HAMRURGER. _ '

2° Una mec8nica y dindmica en relacifin entre el creci-
miento de las fibras y el esbozo del miembro diferenciado.

PUCHADES ORTS, 1.968, realiz6 trasplantes de esbozo -~
de miemhros superiores a Sreas heterot6picas en unos casos; en -
otros, previa ablacién del eshozo y rotacién del mismo, vuelve a
reimplantarle en su normal disposicifn. Entre otros resultados, -
lleq6 a la conclusién de que en &stas series de experienclas no -
existe o no se evidneica un camino o'direccidn preferente para el
nervio espinal, por lo que cada uno de ellos crecif y dirigid la
porcibn del miembro injertado mas accesible a €1, sin taner en -
cuenta su orientacién incluso en los casos en que existif uha rein
sercibn de miembros cruzados, derecho por izqdierdo, con o sin ro
tacifn, el nervio entraba y se distribufa por su nuevo habitat de
forma habitual. Sin embhargo, era muy frecuente la presencia de ——
hiperplasias no s6lo en los qganqlios de los que se originaba el -
nervio, sino a veces incluso ée éste mismo,

Habida cuenta qgue a partir de los trabajos de TELLO, -

1.922, se viene aceptnndo aﬁe la invasi6tn de la musculatura del -~
embrién de pollo por fibras nerviosas tiene lugar hacia el 5° dfa
de la incubacibn, es evidente qué éstas pueden ya objetivarse a -
los diez dfas, al haber establecido los botones terminales contac
to con las miofibhrillas, estadfo 32-35 de HAMILTON HAMBURGER, por
lo que la formacién de las placas motoras sin&e tres fases sucesi

vas v dependientes: en primer luaar, se produce un engrosamiento
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a 1o largo de la fibra nerviosa; en una sequnda fase, aparece una
especie de'enrodlaniento de la porci6n enqro;;dn para,'por ﬁltiﬁo,
establecerse la diferenciaciGn'de la placa motriz a partir especf
ficamente de ésta porcién.

pr tanto, es evidente que los nervios v centros nerviosos
muestran en su desarrollo una precisa dorrespondencia con los 6raa

nos cuya inervacién le estf encomendada. lLos nervios espinales que

- inervan los miembros de mamfferos, son mis rohustos que aquellos

otros de diferente nivel biol8gico; de iaual modo, los ganglios de
las metameras que corresponden a &stos miembros son tambien de ma-

yor tamafio, por lo que la médula presenta un engrosomiento en las

' reglones donde se amientan las neuronas cuyos axones estn encarga

dos de la inervacibn de los miembros &nteriores v posteriores, ni-
vel correspondiente a las reqgiones éerviﬁal v lumkar. Experimental
mente esta correspondencia parece estar establecida entre el grado
de desarrollo del sistema nerQioso y los 6raancs neriféricos, debi
do a una directa correlacifn entre ambas estructuras, por lo que

DETWILLIER, 1.926, observ$ como la extirpacifn de¢ un miembro supe-
rior condiciona constantemente que los nervios procedentes del -
plexo braquial de &ste lado queden m&s delaados que los del colate

ral. Asf mismo, los ganglios espinales a cuvo nivel aparece el -

. plexo braquial son m&s pequefios, llegando incluso a estar reducido

su ndmero hasta un 50%. Por el contrario, DPFTUILILIFR, 1.926, des -
cribe si el trasplante o injerto de un miembro se situa anivelidel
8rea de miembro extirp;do, como los nervios espinales locales que "
proporcionan su inervacifn, no s6lo son mis qruesos, sino que los

ganglios son de mayor tamafio qué los del lado opuesto, sierndo in-

tluso muy frecuente un aumento en su nfimero asf como en el volumen
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celular que en ocasiones llega hasta un 40%. HAMBURGER y BRUKER,
1.940, en experiencias similares en embriﬁnes de pollo y salaﬁag
dra, demostraron como las partes sensitivas y motoras de la médula
estaban reducidas en los casos de ausencia del miembro, siendo por
el contrario muy voluminosas en aquellos casos en que homo o hete-
rot6p1cameﬁ£e se habfa injertado un miembro supernumerario.

El problema planteado por los condicionantes que determi-
nan como las fibras nerviosas en su creéimiento lleqan a los 8rga-
nos periféricos desde los ganqglios espinales, en cierto modo viene
a ser aclarada en éstas experiencias, en las que cuendo el miembro
que es extirpado y trasplantado antes de que en €l se hubieran de-
sarrollado fibras nerviosas se situa en una posicifn préxima 'a la
normal, las ramas del plexo braquial o lumbosacro se desvian an su
recorrido para dirigirse e invadir el miembro trasplantado. Si 1la
distancia entre miemhro injertado y area que primitivamente'ocupa-
ba no es demasiado arande, las ramas del plexo penetran y se rami-
fican en el interjior del mismos, reproduciendo su normal disposi -
cibn, por lo que en &stos casos, el miembro es aparentemente normal
en su funcionalismo, va que se mueve en coordinacién con el heterg
lateral. DETWILLITP, 1.926, describe en experiencias consistentes
en injertos de miembro superﬁumerario en las proximidades de miem-
bro normal, como a partir del plexo braquial del receptor, emergen
fibras que se dirigen hacia el neomiémbro injertado condicionando
as! su inervacién. HAMBURGER, 1.929, demostr8 como un obst&culo si
tuado en el trayecto de la fibra nerviosa, en ocasiones y cuando -
estas pueden evitarlo, es rbdeado para alcanzar asf su destino; y

MURILLO FERPOL, 1.9¢8, situa 18minas de millipore de distinto gro-
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sor en su3 pcros, y demuestra cuando estos poseen un determinado
calibre, como son atravesadas por las fibras ncorviosas para lle-
gar a su nucva disposicibn; cuando el calibre de los poros es in
ferior al di&metro de las fibras nerviosas o incluzo, la membra-
na que se interpone posee calibre capilar vy por tanto, practica-
mente contfnua, la fibra nefviosa constantemente roéea v a veces
realiza un largo desplazamiento antes de lleaar al miembro injer
tado. Sin embargo, si el esbozo del miembro es transplantado lejos
de su posicibn normal o si el trayecto de las Fibras nerviosas es
blogqueado por un obastfculo demasiado arande, las fibras nerviosas
no llegan al no ser aparentemente atraidas por ol micmhbro. Fn -
aquellos casos en que los nervios no se distril:uven en el inte -
rior del miembro, su estructuracibn es irrénular y anfmada y su
funcionalismo nulo, ya que son précticamente inmbviles o a lo su
mo realizan movimientos atipicos e incoordinados. PUCHADES ORTS,
1.968, describe y observa p;r vez primera n nicjor dicho, como ejem
plo a nivel del sistema nervioso central, vesfcula 6ntica o vesi-
cula auditiva, reciben nervios procedentes de &stas Sreas, por do
que injertos sitpados a nivel mesencefdlicc, reciben yamas proce-
dentes del trigémino en alqunos casos o en otros incluso del hipo
qloso.

Fs evidente que hasta &ste momento, heros.venido haciendo -
mencibn a los homoinjertos, esto es, materinl proccdente de la -
misma esrecie; sin embargo, solamente se hahfan realizado escasos
trabajos de heteroinjertos y pr&cticamente en ninauno de ellos se
habfa estudiado la neoinervacifin; la norma en nuestras observacig
nes es la no existencia en el interior del migmhro de fibras ner-
.viosas procedentes del huesped, de tal mado cue cn las observacio
nes del Crupo T y II v en las microfotoqrafias 10: 11, 15, 57 y -

58, se observan como raices . . . . B
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nerviosas procedentes del receptor, alqunas correspondientes al
plexo braquialle incluso otras correspondiente a gruesos nervios
raqufdeos intercostales, pasan por la base de implantacién del in
jerto y en oeasiones la disecan; en todos estos caeos, las fibras
nefviosas, van acompanados pbr formaciones vasculares normales.

Fn todas nueséras observaciones los vasos entran,.manteniendo un
patrén m&s o menos atipico, pero en ningGn caso, incluso en obser
'vaciones en aue se han realizado tinciones de plata en blogque -~ -
BIFLCHOWSKY o CAJAL, reticulina, aparecen fibras nerviosas en él
interior del injerto. I's evidente pues, que existe una quimioespe
cifidad o neuroespecificidad en el proceso de reinervacifn, de tal
modo que estructuras rrocedentes de otra especie no son capaces de
extraer, diriair o informar 1la présencia de fibras nerviosas para
su neoinervacién.

A fin de completar ésta exneriencia hicimos una prueba ex
jubantibus consistente en iﬁjertar conjuntamente con el esbhozo del
miemhro, sistema nervinso con y sin notocorda. En todas estas ob -
servacione§, que vyiencn a corresponder al grupo IV, observamos y -
describimos la presencia de formaciones nerviosas e incluso de gan
glios espinales y a veces a raiz nerviosa de disposicién practica-
mente normal. Fl sistema nervioso diferenciado en éstos injertos -
es atinico, ya que se encuentra con disposicién laminar o évertido
dando en ocasiones la impresifn de ser una mielbsquisis; siﬁ embag
go, en todas estas formaciones neuraleé medulares, se originan ner
vios raquideos que siquiendo un camino m&s o menos atipico, se dig
tribuyen en el material injertado. Fn aquellas experiencias en que

el grado de diferenciacién fué mavor por haberse mantenido una ma-
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yor supervivencia, las fibras nerviosas se distribuyen siquiendo un
patrén en ocasiones 1dé&ntico a los del Nervio Mediano e incluso Ra-
dial.

HAMBURGER, 1.925, obhserva deficiencias esquelBticas en el
ple de embriones de codorniz, a las que habfa side extirpado una
porcién del mesencé&falo; las alteraciones afectaban al lado tipial
mks que al fibular. La correlaci8n entre la lesifén del neuroeje y
las anomalfas apendiculares, es enigmtica. M"&s recientemente y a
lo larao de numerosas y diversas intervenciones sobre el tubo neu-
ral en embriones de pollo, KIENY y colahoradores, 1.971, SENGEL y
colaboradores, 1.966, han observado un fen6meno similar, pero de -
mayor amp;itud que el descrito por HAMBURGIP, va aue en el 24t de
los embriones en los que el tubo neural ﬁabfa sido lesionado por
irradiaciones o excindido y reemplazadb por otro fraagmento de &r-
gano, tubo digestivo, mesodermo somatorleural o incluso tubo necu-
ral tratado a 60-100° de ebullicién-, presentahan malformaciones
en los miembros posteriores, caracterizadas princinalmente en una
frecuencia elevada, 71%, de hemimelia preaxial, esto es, ausencia
o hipodesarrollo de tibia y de los radios 1°, Z°v a veces, excep -~

cionalmente, del 3®. Sin embargo es conveniente precisar, que to -

das las intervenciones habfan desencadenado malformacifn de los

miembros inferiores, ya que se habfan realizado sobre o a partir
del 26 * somito, de tal manera, que las anomalfas csolo pueden ser
explicadas por una lesifn directa del mesodermo somatopleural del
territorio correspondiente a miembro inferior.

RIFNY, FOUVET y ‘THFVENET, 1.971, v KIrNY y FNUBRT, 1,974,
describen en experiencias de liheracibn precoz de una porcifn del

tubo neural por delante del territorio presuntivo de miemro infe -
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rior, la existencia de inervacibn deficiente del esbozo, que en oca
siones estd asociada a hemimelia nreaxial o postaxial. Estas expe-
riencias intentan estahlecer una relaci6n casual entre el defecto -
local, -preaxial o postaxial-, la alteracifn en el patr6n de su iner
vacién y de la no diferenciacién o hipodiferenciacién de piezas es
queléticas. FAUVRER™, 1.973, en un trabajo -preliminar, describe las
etapas de la puesta en situacifn de la inervacifin normal en el miem
bro inferior del embribén de pollo entre el tercer dfa y medio y el
10 de la incubaci6n. Posteriormente y siquiendo idéntico proceder
té&cnico, KIFNY, 1.974, analiza experimentalmente la inervacifn de
los miembros posteriores de 6 embriones operados asf como en un em
ﬁtién.afecto de hemimelia postaxial congénita unilateral, comparan
do su distribucibn neural con el patr6n normal previamente estable
cido. Illeaa entre otras a la cronclusién de que la excisifn de una
porcibn del tubo neural, con o sin notocorda subyacente, practica-
da en ei curso del tercér dIé de la incubacién en una zona compren
dida entre el R°y el 26° somito, modifica la morfogénesis indistin
tamente en la mitad prcaxial o postaxial del miembro, pero mante -
niendo siempre la otra mitad normalmente desarrollada. Los miembros
afectados de hemimelia‘preaxial, 71% de las malformaciones, presen
»
tan una deficiencia arave del nervio cistico. La naturaleza pre o
postaxial de las malformaciones parecen estar en relaciﬁn con el -
nivel de la excisifin del tubo neural. nuestras experiencias con -
firman este criterio, pues aunaue la técnica v método expérimental
es diferente, en acuellos @asos, grupo I, II y IIT, en gque no exiil

te patr6n neural en el injerto, la diferenciacifn de las formacio-

nes esqudléticas no solo es atfpica, sino cue se encuentra mis re-
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tardada, su disposicién y estructura nresentan signos de indiferen
ciacibn, faltando en specImenes que mantuvieron un mayor horario -
post-intervencibn, porciones post-axiales ain en los embriones en

los que en el injerto se incluy6 cresta apical de SAUNDERS,
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CONCLUSIONES

Fl &rea-miembro formadora en los emhriones de codorniz,se eé

cuentra determinada a partir del estadfo VIII de ZACCHEI: ex

" tirpaciones e injertos de 4reas ectomesenquimales previas a

éste estadfo, no dal lugar a miembro.

Injertos de &reas ectomesenauimatosas miembro-formadoras con
juntamente con merodermo somftico, dan lugar a miembros en -
los estadfos VI y VIT de ZACCHFI, con elevado grado de tipi-
cidad, por lo que el mesodermo somatopleural y paraaxial seg
mentado induce o activa las potencias inductoras del territo
rio primitivo de miembro.

Cuando el material dador inclufa Cresta Apical de SAUNDERS, -

se diferencian estructuras distales, incluso paleta digital.

S6lo en experiencias en las cue se injerté conjuntamenfe con

. el 8rea miembro-formadora, material de la porcién proximal -

"y -

de la base de implantaci8n, Cresta de WOLFF, se diferenci6 -

cintura tor&cica.

Las estructuras diferenciadas a partir del injerto, mantie
nen su horario ornanoagenético, no.adaptandose al del recep -
tor, aunque en ocasiones rresentan discreto retraso en rela-
cibn a oontroles de similar horario.

En las series I - IT en las aue se injert6 Srea miembro-for-~
madora y mesodermo paraaxial segmentado, se diferenciacifiron
formaciones cartilaaginosas con elevado grado de tipicidad.
Fn las series I,IT vy 111, enh los extremos articulares de las
formaciones cartilaqginnsas diferenciadas es pr&cticamente -

constante la rrescencia de procesos de cavitaci6n anormal, ag
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sencia de fase de interzonas asf como existencia de incurva

ciones y fusiones articulares.

Las fusiones articulares se localizan npreferencialmente a -
nivel del cigopodo, siendo pr&cticamente inexistentes en -

las formaciones del extremo distal vy radios diajtales.

Fn laa series I, II y III se diferenciar formacioner blaste
m&ticas musculares, que adquieren constantemente un menor -
grado de estructura y difereﬁciacién aun controles de fdén-
tico estadfo, apareciendo incluso en la serie IT marcados -

-

signos de desdiferenciacibn y deaeneracifn arasa.

En las series I, II y III no se observa la existencla en el
injerto de fibras nerviosas, tanto procedcntes del receptor

como diferenciadas a partir del injerto.

Fn las séries I, IT vy 111, se estahlece una marcada e irre-
qgular red vascular, sin patrén atipico, amnliamente anasto-

mosada son formaciones vasculares del receptor.

Fn la serig IV en la que conjuntamentc con el material del
Srea miembro-formadora se injertaba “istema Nerviosc de ni-
vel Truncal, se diferencian formacioncs medulares, atfpicas
y evertddas, de las que se oriqinaban Fihras nerviosas que

se distribufan por el inijerto.

Fn la serie 1V, el grado de diferenciaci®én Ae) bhlastema mus

cular procedente del material injertado es similar a embrio "

nes controles. Las condensaciones -cartilaacinosas presentan
en sus extremidades formaciones cavitarias articularcs tf-

vicas, incluso, laminaciones cansulares.
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