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Estudio experimental de las alteraciones circulatorias,
secundarias a la accion de diversos agentes teratégenos
en los primems estadios del desarrollo embrionario
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RESUMEN

Las alteraciones vasculares producidas por agentes teratégenos, como la
hipoxia, la anemia, la reabsorcién de focos necréticos, etc., presentan una
serie de caracteristicas comunes: fusion retrasada de las aortas dorsales,
avance caudal lento de estas arterias y didmetro de la porcién caudal de
la aorta notablemente inferior al de los embriones control, etc. Estas
alteraciones vasculares son responsables, a su vez, de trastornos en la
diferenciacién de las estructuras axiales de la regién caudal tales como
edema, desarrollo incompleto y retrasado de los somitos mds caudales,
trastornos éstos que, en momentos mds avanzados del desarrollo, se tra-
ducen por ausencia de la cola o por una cola rudimentaria, y, a nivel

lumbosacro, por alteraciones vertebrales:

bras, etc.

La accién teratégena de la hipoglice-
mia %13 de la anemia® %8 de la hipo-
xia -9 del carbdnico® 7 se atribuye, ge-
neralmente, a la accidén directa de tales
agentes sobre las células del embrién.
Esta accidn teratégena directa no exclu-
ye otras acciones teratdgenas indirectas,
producidas por las alteraciones primarias.
Tal es el caso de las alteraciones circu-
latorias, que juegan un papel importante
en la génesis de diversas malformacio-
nes, como las experiencias que vamos a
describir a continuacién parecen demos-
trar.

fusién de vértebras, hemivérte-

MATERIAL Y METODOS

Las experiencias se han efectuado en em-
briones de pollo, de la misma raza y so-
metidos a las mismas condiciones expe-
rimentales. Han sido de cuatro tipos:
1) revestimiento de la cdscara de los hue-
vos en incubacién con parafina; 2) sec-
cion de una rama de la vena onfalome-
sentérica; 3) producciéon de focos necrd-
ticos mediante diatermocoagulacién; 4)
introduccion de laminillas de aluminio,
medial o lateralmente respecto a las aor-
tas dorsales.



1. Revestimiento de la cdscara con pa-
rafina.

El objeto de esta experiencia fue produ-
cir una anoxia recubriendo toda Ia cds-
cara con parafina (10 casos) o una hipo-
xia intensa, revistiendo los 2/3 de la mi-
tad superior del huevo (yaciendo éste
en posicidon horizontal) con parafina (10
casos), 0 una hipoxia menos intensa re-
vistiendo sélo 1/2 de la mitad superior
de la cédscara (10 casos).

El revestimiento con parafina se efec-
tudé a las 32 horas de haber comenzado
la incubacién, y los embriones fueron
fijados 30 horas después.

2. Seccion de una rama de la vena on-
falomesentérica,

El fin de esta experiencia fue provocar
una anemia intensa durante unas tres o
cuatro horas, tiempo que suele tardar el
embrion en adquirir una volemia normal.
La hemorragia la hemos prolongado has-
ta que el corazén, examinado con el mi-
croscopio, parecia latir en vacio. El nd-
mero de embriones sometidos a este tipo
de experiencia ha ascendido a 51. La he-
morragia la provocamos a las 48 horas
de comenzada la incubacién y la fijacién
de los embriones se realizé entre las 60
horas y los 9 dias de incubacion.

3. Produccion de foeos necrdticos me-
diante diatermocoagulacion.

Esta experiencia se realizd en embriones
de 48 horas de incubacién, a nivel de
los ultimos somitos diferenciados. La fi-
jacién de los embriones se llevé a cabo
a partir de las 24 horas siguientes a la
diatermocoagulacién, hasta 3 dfas des-
pués. El ndmero de embriones compren-
didos en este grupo fue 17.

4. "Colocacion de laminillas de papel de
aluminio.

Las laminillas, de forma rectangular (0,6

x 03 mm.), fueron introducidas, en unos
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casos, medialmente respecto de una de las
aortas dorsales (3 casos) y, en otros, la-
teralmente (3 casos). La altura a la que
fueron colocadas las laminillas fue in-
mediatamente caudal al dltimo somito
diferenciado. Para introducir las lamini-
llas de aluminio, se efectud una incision
con una aguja muy fina de wolframio,
entre el mesodermo paraaxial y el me-
sodermo intermedio.

Antes de realizar estas operaciones se
practicé una coloracién vital del embrién
con sulfato azul-nilo.

Ewmbriones control,

Ademds de los embriones pertenecientes
a las experiencias que acabamos de des-
cribir, hemos utilizado embriones control
fijados entre las 24 horas y los 5 dias.

Mérodos histologicos.

La fijacién de los embriones la hemos
realizado en Bouin, excepto en los ca-
S0s en que nos interesaba una colora-
cion “in toto” del esqueleto, con verde
de metilo. En estos casos, hemos em-
pleado la fijacién en formol al 1/10.

La mayor parte de los embriones, tras
la inclusién en parafina, fueron secciona-
dos seriadamente, a 7 p, y tefiidos por
la hematoxilina-eosina. Otros, como he-
mos dicho antes, fueron coloreados “in
toto” por el verde-metilo y diafanizados
los tejidos blandos.

Por ultimo, los embriones de la expe-
riencia 1 (parafinizacién de la cdscara)
se tifieron “in toto” por la hematoxilina
y se montaron asi en portas.

RESULTADOS

Experiencia 1: Revestimiento de la cés-
cara con parafina. Los embriones co-
rrespondientes a los huevos cuya cds-
cara fue parafinizada en toda la exten-
sion, al fijarlos 30 horas después, se
comprobé que habfan muerto.

En el grupo de huevos en los que se



parafinizaron los 2/3 de la mitad supe-
rior, murieron 3. En cambio, cuando so-
lo se parafinizé 1/2 de la mitad supe-
rior de la cdscara no murié ninguno.
En todos los embriones recogidos vivos,
se pudo observar una notable dilatacién
de los vasos extraembrionarios (figs. 1 y
2), asi como un desarrollo mds retra-
sado, en comparacién con los controles.
Estas alteraciones eran mads manifiestas
en los casos en que la superficie de cés-
cara parafinizada fue mayor.

El nimero de somitos era de 2 a 4, in-
ferior al de los embriones control y el
tamafio de los somitos formados duran-
te el periodo de hipoxia era manifiesta-
mente menor que el de los controles.

Fig. 2. Area vasculosa de un
embrién control de 62 horas.

-
m
wn
(@]
)
£
3
-
)
-4
o
P
.
v
53
-
]
S
A
g
7
8

o

o

Por lo que respecta a las alteraciones
vasculares, ademds de la vasodilatacién
ya anteriormente consignada, hemos po-
dido observar un apreciable retraso en la
fusién de las ramas arteriales que dan
lugar a la arteria onfalomesentérica. En
fntima relacién con este retraso, esti el
hecho de que las conexiones entre los
vasos intra y extraembrionarios eran mas
numerosas y persistian mds tiempo que
en los embriones testigo. Por otra par-
te, el calibre adrtico decrecia bruscamen-
te por debajo de la altura correspondien-
te a la salida de la arteria onfalomesen-
térica, haciéndose su contorno irregular,
para terminar en un plexo de amplios
sinusoides. El mesodermo paraxial, a

Fig. 1. Area vasculosa de un
embrién de 62 horas, sometido
durante las 30 dltimas horas a
una hipoxia. Los vasos estdn
considerablemente dilatados (com-
pdrese con la figura siguiente
que corresponde a un embrién
sin hipoxia).
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nivel de estos sinusoides, mostraba un
aspecto edematoso. En algunos casos el
edema era tan considerable que llegaba
a formar extensas lagunas (figs. 3, 4 y 5).

Experiencia 2. Seccién de una rama de
la vena onfalomesentérica. Los embrio-
nes fijados 24 horas después de la hemo-
rragia, presentaban un desarrollo inferior
al de los controles, apreciable ya a sim-
ple vista.

Fig. 3. Regién caudal de un embrién control

de 62 horas.
1) tubo neural, 2) yema caudal, 3) mesodermo
paraxial, 4) drea vasculosa,

Al examen microscépico se podia obser-
var un par de somitos, generalmente com-
prendidos entre el 17 y el 22, de un ta-
mafno claramente inferior al de los somi-
tos vecinos (fig. 6). En algunas ocasiones
existia a ese nivel un trastorno en la seg-
mentacion somitica (fig. 7). Esto se tra-
duce, en estadios ulteriores, en fusiones
vertebrales, hemivértebras, etc. (fig. 8).
Ademds de los trastornos descritos he-
mos podido constatar, en todos los casos

Fig. 4. Regién caudal de un embrién de 62
horas, sometido a una hipoxia ligera. Véase el
aspecto edematoso del mesodermo paraxial 1).
2) Area vasculosa.
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Fig. 5. egién caudal de un embrién de 62
horas, sometido a una hipoxia severa. Desta-
can las formaciones lacunares producidas por

el edema en el mesodermo paraxial (flechas).
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Fig. 7. Corte parasagital de un
embrién de 3 dias al cual 24
horas antes le fue practicada una
sangria, Obsérvese cémo los es-
clerotomos de los somitos 19 y
20 se hallan fusionados.

de esta experiencia, diversos trastornos
vasculares. En primer lugar, el calibre de
la aorta en la que su porcién caudal era
claramente menor que ¢l de los embrio-
nes normales de la misma edad. El avan-
ce caudal de la aorta era mds lento y la
fusién de las aortas dorsales se encontra-
ba retrasada, respecto de los embriones
control. En estrecha relacidon con estas
alteraciones vasculares, hemos podido
apreciar diversas alteraciones en las es-
tructuras axiales: los somitos mds cauda-
les presentaban un enorme miocele
(fig. 9), el mesodermo paraxial aparecia
edematoso, con amplios sinusoides y, a
nivel de la yema caudal, se apreciaban
numerosas “células redondas”; altera-
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Fig. 6. Corte parasagital de un
embrién de 3 dias al cual, 24 ho-
ras antes, le fue practicada una
sangria. Se puede observar cé-
mo los segmentos 18 y 19 son
mds pesqueios que los vecinos.

cién que, por lo general, indica cambios
irreversibles en tales células.

En los embriones fijados 48 horas des-
pués de la hemorragia, las alteraciones
de cardcter general eran menos manifies-
tas, en cambio, las alteraciones corres-
pondientes al territorio caudal aparecian
mds marcadas. El calibre adrtico en la
porcién caudal continuaba siendo menor
que el normal y el extremo caudal de la
aorta no alcanzaba el limite posterior de
la cola. A veces, el extremo caudal de la
aorta se incurva y se dirige ventralmente.
La porcién terminal de la cola, que no
ha sido alcanzada por la aorta, presenta
una estructura indiferenciada. En la yema
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Fig. 9. Corte fronto-sagital de
un embrién de 3 dias. A las 48
horas sufrié una fuerte sangria.
Se pueden observar los amplios
mioceles que ocupan practica-
mente toda la extensién de los
somitos. 1: Médula.

caudal, el territorio donde se observaban
“células redondas” aparece ahora como
un foco necrético (fig. 10). Los embrio-
nes fijados 2 6 3 dias después de la
hemorragia mostraban una cola mas cor-
ta que los embriones control y, en algu-
nos casos, llegaba a faltar por completo
o era un simple rudimento, constituido
por tejido mesenquimatoso (fig. 11). Jun-
to a estas alteraciones axiales, también
se pueden apreciar en algunos casos cor-
denteria, asociada a trastornos mas o
menos pronunciados de la ultima porcidn
del intestino y de la cloaca.

Experiencia 3: Produccion de focos ne-
créticos mediante diatermocoagulacion.
En los casos en los que hemos practicado

Fig. 8. Embrién de 9 dfas, dia-
fanizado y con el esqueleto te-
nido por el verde de metilo. A
las 48 horas de incubacidn sufrié
una intensa sangria, A nivel de
la regién dorsosacral se pueden
apreciar diversas malformaciones
vertebrales (flechas).

e

una diatermocoagulacién, ademads de los
trastornos locales que aparecen a nivel
del territorio destruido y de los de ca-
racter general, debidos a la reabsorcién
del tejido coagulado, hemos podido ob-
servar que, de manera sistemdtica, apa-
recen notables alteraciones vasculares. En
los embriones, con una destruccién de
escaso volumen, sélo se aprecia un ligero
aumento del didmetro de la aorta, que
no suele ir acompanado de alteraciones
en la porcidén caudal del embriodn.

En embriones con foco mds extenso de
coagulacién, a las 24 horas de la inter-
vencidén, el didmetro de la aorta se en-
contraba considerablemente aumentado
por encima de la lesién y presentaba anas-



Fig. 10. Corte parasagital de un
embriéon de 4 dias; en la figura
aparece su mitad caudal. 1: Tu-
bo neural, 2: notocorda, 3: ye-
ma caudal en la que se apre-
cian abundantes células necro-
sadas.

tomosis, con las venas cardinales. En la
porcién caudal, sin embargo, el didmetro
adrtico decrecia de manera répida conti-
nuindose la aorta con una red de am-
plios capilares. Asimismo, la fusién de
las aortas dorsales no se hallaba tan
avanzada como en los embriones control.
En conexidén con estas alteraciones vascu-
lares, aparecfan importantes cambios en
Jas estructuras axiales de la region cau-
dal: somitos con amplios mioceles, me-
sodermo paraxial edematoso y surcado
por capilares dilatados, etc. En la yema
caudal aparecian, como en la experien-
cia anterior, células en fase de degenera-
cién. La evolucidén de estas alteraciones
de la region caudal fue similar a la des-
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Fig. 11. Corte sagital de un em.
brién de 5 dias, al cual a los
dos dias le fue practicada una
sangria. La médula y la noto-
corda sélo avanzan hasta la al-
tura de la cloaca (1). La cola (2),
rudimentaria, sélo posee tejido
mesenquimatoso.

crita en los casos de hemorragia experi-
mental.

Experiencia 4: Colocacién de laminillas
de papel de aluminio. Como hicimos no-
tar en el apartado de “material y méto-
dos”, las laminillas de aluminio las intro-
dujimos entre el mesodermo paraxial y
el mesodermo intermedio. Segun la obli-
cuidad que dimos a la laminilla conse-
guimos que, en unos casos quedara me-
dial y en otros lateral respecto a la aorta
dorsal correspondiente. los. resultados
obtenidos han sido muy distintos en uno
y otro caso. Cuando la laminilla quedd
medialmente situada en relacién con la
aorta dorsal, por tanto, cuando esta ar-
teria conservd sus relaciones normales



con el mesodermo paraxial, no apare-
cieron alteraciones apreciables en la dife-
renciacién y desarrollo de los somitos.
En cambio, en los casos en los que la
laminilla quedé situada lateralmente vy,
por ello, la aorta dorsal se hallaba sepa-
rada por la laminilla del mesodermo pa-
raxial, aparecieron considerables altera-
ciones en los somitos diferenciados a ese
nivel. Estos se diferenciaron con retraso,
eran rudimentarios y presentaban un as-
pecto edematoso y amplios mioceles.

DiscusioN

Los resultados que acabamos de descri-
bir, muestran que tanto en la hipoxia
como en la anemia o en la reabsorciéon
de focos mecréticos hay, ademds de las
alteraciones especificas de estos agentes
teratégenos, una serie de alteraciones co.
munes a todos ellos. Tales alteraciones
son principalmente vasculares: fusién re
trasada de las aortas dorsales, avance
caudal lento de estas arterias y didmetro
de la aorta, en su porcién caudal, mani.
fiestamente inferior al que presentan los
embriones control.

Estas alteraciones vasculares son las que
originan, a su vez, otras alteraciones en
la diferenciacién de las estructuras axia-
les de la regién caudal. Una comproba-
cion de ello la tenemos en la experiencia
en la que, mediante una laminilla de
papel de aluminio, hemos alterado las
relaciones normales de la aorta dorsal y
del mesodermo paraxial, o lo que es lo
mismo, la vascularizacién de un territorio
del mesodermo paraxial. En ese terri-
torio han aparecido trastornos en la dife-
renciacion de los somitos, similares a los
presentados en los casos de hipoxia, ane-
mia o reabsorcidén de focos necréticos.

Dichos trastornos en los primeros esta-
dios se manifiestan por un estado edema-
toso del mesodermo paraxial y de la
yema caudal, por la aparicién de am-
plios sinusoides en dicho mesodermo v,

o
w
o
Z,
N
<
)
o
<

a veces, de verdaderas lagunas labradas
por el edema.

En ninguno de nuestros casos, sin embar-
go, hemos encontrado focos hemorragi-
cos que, segun Grabowski , serian la cau-
sa de las malformaciones que aparecen
en los casos de hipoxia.

Los somitos se diferencian, en el territo-
rio con deficiente nutriciéon, de manera
lenta y presentan un miocele que ocupa
casi por entero toda la extensién del so-
mito. En un periodo mis avanzado del
desarrollo, se ve que el ndmero de somi-
tos diferenciados en el territorio afecto
por los trastornos circulatorios es menor
que en condiciones normales y, en ocasio-
nes, se detiene la diferenciacién en un es-
tadio muy temprano. Por otra parte, a
nivel de la yema caudal aparece un foco
necrético mds o menos amplio. La con-
secuencia final de todas estas alteraciones
es la formacién de una cola rudimenta-
ria que, a veces, llega a faltar por com-
pleto. En ocasiones, también la porcion
final del sacro estd afectada. En este caso
las vértebras sacras presentan diversas
malformaciones y es frecuente que apa-
rezca una cordenteria asociada a diversas
alteraciones de las visceras pélvicas. Ex-
perimentalmente, destruyendo por diater-
mocoagulacién la yema caudal de em-
briones de 48 horas, hemos obtenido al-
teraciones superponibles a las que acaba-
mos ds describir. En estos casos hemos
seguido el desarrollo hasta una fase mas
avanzada, observando la supresién de la
cola y de una porcién méds o menos am-
plia del sacro, presentdndose en algunos
casos verdaderas formas sirenoides. Jun-
to a las malformaciones pélvicas apare-
cen también alteracién de las visceras de
esta regidn: atresia ani, desembocadura
anormal del mesonefros en la cloaca,
etc. Todas estas malformaciones coinci-
den con las que se presentan espontinea-
mente en clinica, en las que al lado de
los trastornos del esqueleto axial —age-
nesia mds o menos amplia del sacro—, se
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presentan también alteraciones de las vis-
ceras pélvicas, siendo la més frecuente
el ano imperforado ' %3,

Sobre la génesis de estas malformacio-
nes del tercio posterior del embrién hu-
mano es muy poco lo que se sabe 1%, pero
casi todos los autores tienden a admitir
que se producen en el momento de la
organogénesis de esa regidn 4,

-
=2
wn
>
<
wd
i
]
>
O
@)
>
Iri
]
<
>
173
(o)
c
=
>
=
[us]
w
(o]
Q
=
<
ul
>
)
il
o
=
]
sl
s
o
=l
=]
[
I
Z
<
et
wn

~3

Esta coincidencia entre las malformacio-
nes de la clinica y las que hemos obtenido
experimentalmente con la anemia, la hi-
poxia y la reabsorcién de focos necréti-
cos, nos hace pensar que la patogénesis
es la misma, y que el factor vascular
juega un papel importante. Naturalmen-
te, éste no es el primer agente causal,
pero si un importante eslabdn en la ca-
dena patogenética.

SUMMARY

Experimental study of the embryogenic alterations dues to a vascular factor

“The vascular factor, after the action of te-
ratogenic agents such as anaemia, hypoxia,
absorption of necrotic tissue, etc., plays an
important role in the appearance of certains
malformations. Three types of alterations can
normally be observed:

1. General alterations, such as delayed de-
velopment, hyperchromophily of all tissues,
and, in the more advanced cases, the appea-
rance of “round cells”.

2. Topical: the development of one or mo-
re deficient somites.

3. Regional: generally in the caudal region:
oedema, and the formation of a short ftail
caused by the interruption of the differentia-
tion of the caudal somites,

In all cases, changes in the aortas could be
observed, namely, a reduction in their diame-
ter, and a delay in both the fusion and the
caudal development of the aortas. As a con-
sequence of these vascular alterations, the irri-
gation of the caudal area became abnormal
and was thus responsible for the mentioned
malformations.
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