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1. RESUMEN

Durante el desarrollo embrionario actuan una serie de moléculas
sefalizadoras llamadas morfégenos que dirigen y organizan el remodelado del
Sistema Nervioso Central (SNC). Son capaces de inducir distintas respuestas en
las células sobre las que actuan.

En el presente trabajo se habla de uno de ellos cuyo papel es muy
importante en el desarrollo del cerebro medio y posterior, el factor de crecimiento
fibroblastico-8 (Fgf8). Se ha demostrado que este factor es capaz de inducir otras
proteinas y factores de transcripcion. Por ejemplo, la induccion de un tipo de
proteina llamada Conexina 43 (Cx43) implicada en la formacion de hemicanales
en las uniones celulares tipo GAP. La sinergia de los gradientes de actuacion de
los morfégenos con la comunicacion intercelular proporcionada por estas
uniones GAP, es util para coordinar la embriogénesis y la morfogénesis

En el trabajo se estudia como al incluir Fgf8 en el mesencéfalo, mediante
la manipulacion con técnicas “in ovo”, se induce la sintesis de Cx43 de manera
ectdpica, lo que demuestra que Fgf8 y Cx43 trabajan en conjunto para el

modelado del sistema nervioso.

ABSTRACT

During the embryonic development a series of signaling molecules called
morphogens act that direct and organize the remodeling of the Central Nervous System
(CNS). These morphogens can induce different responses in the cells on which they act.

In this paper we talk about one of them whose role is very important in the
development of the mid and hindbrain, the fibroblast growth factor-8 (Fgf8). It has been
shown that this factor can induce other proteins and transcription factors. For example,
a type of protein, called Connexin 43 (Cx43) involved in the formation of hemichannels
in GAP junctions. The synergy of the morphogen gradients with the intercellular
communication provided by these GAP junctions is useful for coordinating
embryogenesis and morphogenesis.

In the work, it is studied how to include Fgf8 in the midbrain, by manipulation with
“in ovo” techniques, the synthesis of Cx43 is induced in an ectopic way, which

demonstrates that Fgf8 and Cx43 work together for the patterning of the nervous system.



2. INTRODUCCION

Como estudiante del Grado de Farmacia estoy interesada en el estudio
del origen de diversas enfermedades del Sistema Nervioso Central, asi como las
posibilidades que ofrece la terapia genética y las diversas formas de
administracion de farmacos. Estamos frente a un paciente con una enfermedad
del SNC, y nos preguntamos por qué tiene esa enfermedad, si su origen es
geneético, si esta determinado o si posiblemente se trata de un defecto en el
desarrollo embrionario, ya que el 50% del material genético est4 destinado a la
formacién del sistema nervioso y la mayoria de las enfermedades mentales que

conocemos y somos capaces de tratar tienen su origen durante el mismo [%- °]

Actualmente muchos de los fdrmacos que se disefian se basan en la
patologia o trastorno especifico que se quiere tratar, centrandose en el
conocimiento de las estructuras tridimensionales de las dianas terapéuticas. @
Una vez se obtiene un compuesto ideal se debe optimizar la selectividad,
afinidad, potencia y sobre todo su seguridad. ¥l También se tiene que estudiar la
forma de suministrarlo para que no perjudique a la estabilidad ya que la manera
de administrar un farmaco y el disefio de su forma farmacéutica pueden

determinar su mecanismo de accion.

Las nuevas tecnologias nos permiten llevar el principio activo
directamente a la célula diana sobre la que se quiere actuar como es el caso de
los nanotubos de carbono utilizados como soporte de apoyo para obtener
diferentes sistemas de administracion de farmacos. La nanotecnologia facilitara
el movimiento de los farmacos a través de barreras del organismo que de otro

modo no tendrian tanta facilidad para atravesar.

En el Instituto de Neurociencias algunos de los laboratorios tienen como
unidad de investigacion la Neurobiologia del Desarrollo, se centran en el estudio
de formacién de patrones, control de crecimiento, neurogénesis, migracion y
guia axonal, y sinaptogénesis en distintos modelos animales para el estudio del
desarrollo normal y patoldégico del Sistema Nervioso (SN) mediante el uso de

distintas técnicas moleculares, genéticas, celulares y electrofisiolégicas. [l



En el presente trabajo se pretende relacionar las técnicas de
administracion de farmacos modernas con las investigaciones que se llevan a
cabo en el laboratorio, para ello se emplean unas perlas de heparina que actian
como quelante de la molécula en la que se centra este estudio, el Fgf8, una
proteina con un papel muy importante en el desarrollo del Sistema Nervioso

durante la embriogénesis.

2.1 Ontogenia del Sistema Nervioso Central

El Sistema Nervioso (SN) es el encargado de dirigir, supervisar y controlar
todas las funciones y actividades de nuestros érganos y nuestro organismo en
general. Se divide en Sistema Nervioso Central (SNC) y Sistema Nervioso
Periférico (SNP). Al primero pertenece el encéfalo y médula espinal mientras que

el SNP engloba todos los nervios que salen del SNC hacia todo el cuerpo. [

Durante el proceso de formacion y crecimiento del embrién, se desarrolla
el Sistema Nervioso en una fase conocida como neurulaciéon (Fig. 1). Durante
ese proceso una hoja plana se transforma en el tubo neural. Primero, se forman
las tres capas germinales: ectodermo, que da origen a la piel y sistema nervioso;
la capa intimamente relacionada con la anterior, el mesodermo, formara los
tejidos esquelético, muscular y conectivo; y el endodermo, da lugar a los tractos
digestivo, respiratorio y genitourinario. Posterior a la neurulacién, el sistema
nervioso sufre una fase de aumento de células que migraran hasta su destino

final donde estableceran conexiones. []
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Fig. 1.- Micrografias electronicas de luz y exploracion de vistas dorsales de
blastodermos de pollo en las etapas 4-10. (A) Placa neural plana (etapa 4) poco
después de su formacién. (B) Placa neural plana con proceso de la cabeza subyacente
(es decir, notocorda; etapa 5). (C) Etapa del surco neural (etapa 6) que muestra el
alargamiento rostrocaudal y el estrechamiento mediolateral caracteristicos de la
conformacion de la placa neural. La linea discontinua en A — C indica los limites laterales
aproximados de la placa neural. (D) Micrografia electronica de barrido de una vista
dorsal de un embrion de pollo en una etapa comparable a la del embrién en C (etapa 6),
que muestra que la flexién de la placa neural se inicia durante su extraccion. (E) Tubo
neural incipiente (estadio 8+). (F) Tubo neural definitivo (etapa 10+). (G — K)
Micrografias electronicas de barrido de secciones transversales a través del
blastodermo de pollo en los niv9eles neuroaxiales representados por las
correspondientes letras mindsculas en las vistas dorsales. (I = K) indica el mismo nivel
en las etapas de avance progresivo entre la formacién de los incipientes pliegues
neurales (flechas en I) y el cierre del surco neural. Abreviaturas: fb, cerebro anterior; mb,
cerebro medio; hb, cerebro posterior; sc, medula espinal MHP, punto medio de bisagra;
DLHP, punto de articulaciéon dorsolateral. A — F, barras = 325 mm; G - K, barras =
180mm. 8l



En el ectodermo, las sustancias inductoras liberadas por el mesodermo
compiten con la accion inhibitoria de las proteinas morfogénicas 6seas (BMPs)
para evitar que las células de la capa germinal ectodérmica sigan la ruta
diferenciativa hacia epidermis. Este proceso se conoce como induccién neural y

culmina con el engrosamiento de la linea media dorsal formando la placa neural.

A continuacion, los bordes laterales de la placa neural se elevan formando
los pliegues neurales que dejan en el centro una depresion llamada surco neural.
Luego las células mediante cambios en su morfologia y propiedades de
adhesividad fusionan los bordes concurriendo en la linea media dorsal lo que

conduce a la formacion del tubo neural. 8!

El desarrollo cerebral del embrion sigue avanzando y la porcion rostral del
tubo neural sufre una diferenciacion y crecimiento masivos para formar el
encéfalo. Se diferencian tres vesiculas progenitoras: prosencéfalo, mesencéfalo
y rombencéfalo tras la evaginacion de las vesiculas oculares y el cierre del
neuréporo anterior. Durante esta etapa se producen dos flexuras, la cefalica y

cervical y el prosencéfalo y rombencéfalo se dividen. [

Para que se produzcan todos estos cambios actlan una serie de genes
reguladores de formacién de patrones identificando campos de desarrollo con

distintas propiedades moleculares e histogénicas.

Tras el fendbmeno de neurulacién es posible distinguir cuatro regiones
desde las cuales van a generarse todas las estructuras alrededor del eje
transversal. La placa basal va a producir moléculas guia; de la placa suelo
rombencefalica se produciran las neuronas de los nucleos del rafe y de la placa
suelo del mesencéfalo, las neuronas de la sustancia nigra y area tegmental
ventral. De la placa basal surgiran las regiones eferentes de actividad del SNC y
Sistema Nervioso Autonomo. Por otro lado, en la placa alar se desarrollaran los
centros de procesamiento sensitivo y las funciones de andlisis e integracion. La
altima de las regiones que encontramos es la placa techo que va a desarrollar
las comisuras laterales; la placa techo del prosencéfalo formara el cuerpo
calloso, el hipocampo y las comisuras anterior y posterior; también derivan de

esta placa los plexos coroideos y la glandula pineal. [0



Todas estas diferenciaciones en el prosencéfalo, mesencéfalo y
rombencéfalo nos sitian ante un embrion con un desarrollo del sistema nervioso
mas complejo. Pero es a raiz de la actuacion de los organizadores secundarios
cuando se construye la verdadera complejidad del Sistema Nervioso ya que es
su actividad morfogenética la que controla la polaridad y la generacion de

subregiones neurales dentro de estas principales. 1]

2.2 Organizadores secundarios: Morfégenos

Existen diferentes moléculas implicadas en producir los cambios que
llevan al desarrollo y formacion del sistema nervioso central. A estas moléculas
se les llama morfégenos, que actian como sefales posicionales controlando el
destino celular del embrién. El morfégeno se une a un receptor, bien de
membrana o nuclear, provocando una respuesta celular dependiente de la
concentracion, este hecho hace que se produzca una diferenciacion celular

todavia mayor. 12

Los morfégenos, idealmente son definidos como un tipo particular de
moléculas de sefializacidén que actua directamente sobre las células para inducir
distintas respuestas. Son producidas por una fuente localizada formando
gradientes de concentracién que afectaran al tipo de respuesta, es decir, la

respuesta celular va a ser dosis-dependiente. [13]

Para llegar a su destino, los morfégenos, pueden ser transportados bien
por difusiéon simple, endocitosis o proteoglicanos. Se ha sugerido, también la
participacion de la transcitosis, los citonemas y los argosomas en el transporte
de morfégenos. Independientemente del tipo de transporte, el gradiente de un
morfogeno puede estar influido por la accion de inhibidores. Sin embargo, se
necesitaran mas estudios para evaluar el papel de estas actividades y

estructuras en la formacion de gradientes. [12 131

Tenemos dos posibilidades respecto a la respuesta celular que se
produce en funcion de la concentracion de morfégeno. Una de ellas se basa en

que la célula individual responda o no a la sefial, esto implicaria que las



diferentes respuestas corresponderian con un patrén poblacional. Por otro lado,
cabe la posibilidad que la célula desarrolle distintos fenotipos en funcién de la
concentracion de morfégeno, lo que indicaria que las diferencias en las
respuestas al morfégeno son individuales de cada célula. Segun los estudios de
M Rojas et al. (2014) esta ultima opcidn ha sido demostrada experimentalmente

en células provenientes del polo animal de una blastula de Xenopus laevis. 12

Estas sefiales morfogénicas son procedentes de organizadores
secundarios que aparecen durante el crecimiento del embrion para generar
campos de desarrollo neural combinando los patrones de los ejes dorso ventral
(DV) y anteroposterior (AP). 10

Tres regiones de la placa y el tubo neural se han identificado como
organizadores secundarios: el polo neural anterior (ANR), a nivel de los bordes
del neurdporo anterior, en el techo del prosencéfalo anterior; la zona limitante
intratalamica (ZLI) en el diencéfalo; y el organizador del itsmo (ISO), entre las
vesiculas mesencefalica y rombencefélica. Estas areas se encuentran en zonas
limites e inducen instrucciones morfogenéticas y propiedades de polaridad en

los dominios neurales de sus alrededores. [10

El ANR expresa el gen Sonic Hedgehog (Shh) en la parte mas rostral del
tubo neural ademas de otros genes como los Fibroblast Growth Factors (Fgf) 8
y 15. El gen Fgf8 se expresa muy temprano en las células ANR y se ha
demostrado que es crucial para la especificacion de las areas anteriores del
cerebro anterior y la polaridad telencefalica. De hecho, el Fgf8 probablemente

controle el desarrollo de regiones telencefalicas caudales. (11

Por otro lado, se ha demostrado que la actividad del neuroepitelio istmico,
conocido como organizador del Istmo (IsO), induce el desarrollo del mesencéfalo
en el diencéfalo caudal y la responsable de este efecto es la molécula de
sefalizacion en la que se centra el trabajo, el Fgf8. 1]

Esta actividad se basa en un patron espaciotemporal complejo de
expresion génica y se asienta en la coexpresion temprana de dos genes, el Otx2

y Gbx2. 11 Ambos con papeles contrarios en el desarrollo del cerebro medio y

10



posterior pero complementarios en el posicionamiento de la expresion de Fgf8.
[141 Se conoce que la frontera creada por la coexpresion de Otx2/Gbx2
desaparece en los estadios HH14-15. La expresion de Otx2 disminuye en las
células que expresan Gbx2. A su vez, en células en las que se expresa Fgf8 -
donde la expresiéon de Otx2 ha disminuido- el Gbx2 aumenta. Es decir, la

expresion de Fgf8 se da cuando el Otx2 ha sido reprimido.

Los experimentos presentados por AL Garda, D Echevarria, S Martinez
(2001) explican que la insercion de perlas impregnadas con Fgf8 en un dominio
Otx2 genera, tras 12 horas de incubacion, una coexpresion de los genes
Gbx2/0tx2 antes de que comience la represion del gen Otx2, que ocurre a partir
de las 15 horas de incubacion, manteniendo una nueva frontera entre Gbx2/0Otx2
lo que provoca la aparicion de un IsO ectdpico que conduce al desarrollo de una
vesicula ectopica lateral. La perla de heparina con Fgf8 genera estos cambios

debido a la induccion de Gbx2 en las células que entran en contacto con la perla.
[14]

2.3 Factores de crecimiento fibroblastico: FGF8

Como se ha visto, la proteina Fgf8 es capaz de inducir multitud de cambios
significativos en el desarrollo del SN y pertenece a la gran familia de factores de
crecimiento fibroblastico (FGF). Estas proteinas tienen varias funciones
bioldgicas tanto in vivo como in vitro, incluyen la mitogénesis, la migracion,
diferenciacion y angiogénesis celular y la cicatrizaciéon de heridas. Ademas,
regulan las vias de desarrollo, controlando eventos como el modelado del
mesodermo en el embrion temprano mediante el desarrollo de multiples sistemas
de drganos. La coordinacién de estas acciones tiene que estar muy bien
regulada asegurando las concentraciones y la cadencia de actuacion en cada

lugar concreto. [*9]

La familia FGF esta compuesta por 23 miembros y Unicamente 18
receptores de FGF (FGFR) para dichas moléculas. A diferencia de otros factores

de crecimiento, los FGF actuan en conjunto con la heparina o el proteoglicano

11



heparan sulfato (HSPG) para activar los FGFR e inducir respuestas pleiotropicas
que llevan a una variedad de respuestas celulares inducidas por esta gran familia
de factores de crecimiento. Entre las vias de sefializacion empleadas, se sabe
que la quinasa RAS / MAP es predominante en el caso de los FGF. [16]

Las aplicaciones de FGF en la clinica abarcaran, en un futuro, la
regeneracion de tejidos incluidos tejidos de la piel, mauasculos,
tendones/ligamentos, huesos, dientes y nervios, pero estas no seran totalmente
viables hasta que los biomateriales portadores no se perfeccionen y se ajusten

a sus funciones bioldgicas plenas. 1€

El Fgf8 es una molécula de sefalizacion que tiene un papel fundamental
en el remodelado del cerebro medio y posterior demostrado en el experimento
de Crossley (1995) donde se demuestra que la expresion de Fgf8 se localiza en
las primeras células que acaban formando el mesodermo y ectodermo

definitivos. 7]

En el estadio final de la formacién de la linea primitiva, la expresién de
Fgf8 esta restringida al componente epitelial de la linea media primitiva y a las
células ectodérmicas inmediatamente laterales a la linea media, ademas, en esta
etapa el nivel de RNA parece ser mayor en la parte proximal a la linea que en su

extremo distal.

A medida que el embrién se va desarrollando, ocurren cambios en el modo

de expresion de Fgf8.

Primero, se uniformiza a lo largo de toda la linea media. Después,
empieza a ser detectado en las células mesodérmicas que salen de la linea
media y este modelo de expresidn se mantiene mientras que la linea media

existe y, posteriormente, aparece en el brote de la cola.

Finalmente observamos su mayor expresidn en la configuracion y
mantenimiento de la frontera entre el mesencéfalo y metencéfalo durante el
desarrollo embrionario interactuando con los genes Gbx2 y Otx2 antes

mencionados. A su vez, el Fgf8 se requiere para mantener la expresion de genes

12



y factores de transcripcién que desempefian un papel en el patrén del tubo neural

formando bucles de regulaciéon que mantienen el borde antes mencionado. [18]

La actividad de esta proteina se acompafia y autorregula junto con la
actividad de otros morfégenos como son los derivados de las familias Wingless
(Wnt) o Hedgehog (HH), 2 ambos con un papel principal en la regulacién del
comportamiento y destino celulares durante el desarrollo y modelado del sistema
nervioso definiendo las identidades neurales a lo largo de los ejes AP y DV.

2.4 Uniones GAP vy conexina 43

La conexina 43 (Cx43) es un péptido de 43kD miembro de la gran familia
de las proteinas de las uniones GAP. [1°]

Las uniones GAP son canales transmembrana que conectan el citoplasma
de células adyacentes permitiendo la coordinacién de multiples procesos
celulares. 2% Estos canales son microdominios espaciales de membrana
plasmatica construidos a partir de combinaciones de conexones yuxtapuestos
de células lindantes que forman poros hidrofilicos las cuales constituyen un canal
de intercambio directo entre las células sin pasar por el plasma (Fig 2). Las
conexinas se ensamblan como un hexamero formando los conexones y de esta
manera son transportadas a la membrana plasmatica para crear los hemicanales
gue una vez asociados con otros hemicanales crean dichas uniones célula-célula
a través de los cuales se permite un intercambio rapido de iones y metabolitos
de hasta * 1 kD de tamafio. [?!]

13



Fig2.- Modelo de union GAP. Las subunidades de conexina hexamérica en
cada una de las membranas de plasma se acoplan para generar el canal de unién de
separacion que conecta los dos compartimentos citoplasmicos. [21]

Estas uniones permiten la comunicacion eléctrica entre las células, como
se demuestra en los sistemas nervioso y cardiovascular [?!'y es importante en el
desarrollo y la regulacion del crecimiento celular, asi como para el mantenimiento
del balance homeostatico, la diferenciacion o la muerte celular. 2% 221 En concreto,
en el SNC, la funcién de la conexina esta bien establecida en neurogénesis,

migracion celular, desarrollo neuronal, diferenciacion y morfogénesis. [2%

Durante la morfogénesis, los morfégenos, tanto los organizadores
primarios como los secundarios actian segun gradientes de difusién. Como se
ha visto anteriormente, pueden ser transportados por diferentes procesos.
Curiosamente, se ha asumido que las uniones GAP juegan un papel importante
en la transmision de estas sefiales especialmente en la comunicacion dentro del
neuroepitelio entre subpoblaciones celulares en estados de desarrollo criticos,

por ejemplo, durante el desarrollo de la cresta neural. %]

En concreto, las conexinas tienen una labor significativa indicada por la
presencia de Cx43 en las células de la cresta neural y por los defectos asociados
a la mala expresion de esta en los tejidos derivados de la cresta neural.

14



Otro ejemplo del peso de las uniones GAP en el desarrollo y modelado
del sistema nervioso seria el papel que ocupan durante la regionalizacion
telencefalica en la que se demuestra que las conexinas se expresan durante la
migracion en todo el desarrollo cortical, especificamente Cx43 y Cx26, lo que
parece controlar el citoesqueleto celular y la polaridad, para que se pueda

producir un movimiento hacia adelante eficiente.

Las conexinas se expresan diferencialmente en el cerebro durante su
ontogenia. Por ejemplo, Cx43 permanece expresado en células destinadas al
linaje astrocitico, pero se reduce progresivamente en células que adquieren

fenotipos neuronales. 23]

La Cx43 es tiene un patréon de expresiéon muy abundante en el organismo.
Se aislé por vez primera en el corazon de mamiferos, no obstante, se ha
identificado en o6rganos como el pulmén, riiidén, corazén, higado, tejido
esquelético y sistema nervioso entre muchos otros realizando en cada uno de
ellos una funcién biologica diferente. Tiene una vida media de entre 1-5 h'y

responde a la fosforilaciéon de una gran cantidad de quinasas. [2% 24

2.5 Conexinas y FGF durante el modelado cerebral

La relacion de las conexinas con las moléculas de la familia FGF se
establece a partir de un estudio de C Bosone, A Andreu y D Echevarria (2016)
por el cual se demostré in vitro que, FGF2 causa la reduccion de la proteina
Cx43, la transcripcion de RNAm y la comunicacion intercelular. [1%]

Muchos experimentos se han realizado desde entonces y los ultimos
resultados sugieren que las uniones GAP proporcionan un enlace directo para
los mitégenos liberados como respuesta al FGF2 para regular la proliferacion

efectiva durante la formacion del cerebro. [13]

En el encéfalo, la expresion de la Cx43 durante la neurulacion es
destacable en la parte del techo del telencéfalo y se extiende gradualmente hacia
el extremo caudal; en el cerebro medio se observaron niveles mas bajos y, por

altimo, en el cerebro posterior se expresaba ampliamente en la zona del 1sO.

15
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Este perfil de expresion recuerda a la expresion de la proteina Fgf8 y sugiere
que exista cierta relacion entre las uniones GAP formadas por Cx43y la actividad

morfogénica del Fgf8. (Fig 3.) %

Fig 3.- Patrén de expresion de Fgf8 y Cx43 en raton E8.0-8.5 [1°]

La propagacion de la molécula de sefializacion Fgf8 tiene lugar a traves
de dos factores: la difusion por el espacio extracelular y la absorcién por células
receptoras mediante receptores de membrana FGFR. Estas células receptoras

se ocupan del control de propagacion de la sefial y de la intensidad de esta. 1]

La molécula, cuando interactia con los FGFR activa una serie de
cascadas de fosforilacion entre las que destaca la cascada de las MAP quinasas,
importante en la regulacién del acoplamiento y funcion de las uniones GAP que
modifican los dominios intracelulares de las Cxs fomentando cambios en la
interaccidn proteina-proteina, la activacion y cambios en el trafico de canales. La
regulacion positiva de la Cx43 por la MAP quinasa es necesaria para la

proliferacion de FGF. [1°]
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= Gap junction
< Fgf8

Fig 4.- Gradiente de expresiéon de uniones GAP en funcién de la concentracién de
Fgf8.

La comunicacién por via intercelular influida por las uniones GAP puede
actuar junto con las interacciones celulares logradas por la liberacion de factores
de crecimiento y su consecuente union a receptores de membrana para

coordinar la embriogénesis y la morfogénesis. '® (Fig 4.)
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3. OBJETIVOS

- Estudiar la capacidad inductora del Fgf8 en la morfogénesis del
SNC

- Incrementar el conocimiento de la regulacion de la Cx43 en el
desarrollo temprano del SNC.

- El objetivo a largo plazo es averiguar si los morfégenos utilizan
transmisores intercelulares, como las conexinas que constituyen las
uniones GAP, para formar los gradientes de actuacion que se observan
de manera extracelular.

- El objetivo a corto plazo y en el que se focaliza este estudio es si el
morfégeno Fgf8 necesita de la Cx43 para su induccién.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Modelo animal

Se elige como modelo animal para este experimento el embrion de
ave, en concreto, el pollo. Los modelos de investigaciébn con embriones de

pollo estan a la orden del dia por las ventajas que supone trabajar con ellos.

Son animales de los cuales existe una amplia bibliografia en cuanto a
su fisiologia puesto que se han criado como animales domésticos durante
muchos afos. Los huevos fertilizados de pollo son baratos y se desarrollan
en 20-21 dias. Estos embriones producidos son resistentes y crecen fuera de
la madre pudiendo mantenerse facilmente en incubadores comerciales

adaptables al laboratorio, lo que reduce los costes de mantenimiento.

Otra de las ventajas de utilizar embriones de pollo es el acceso al
embrién durante su desarrollo, siendo numerosos los experimentos que se
pueden realizar que impliquen la manipulacion quirdrgica, como es el caso

del presente trabajo. Por ultimo, la compra y cuidados de huevos fecundados
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es muy barata en comparacion con la gestiéon de embriones de otras especies

de vertebrados.

Finalmente, al ser vertebrados, el desarrollo de los embriones (Fig 5.)
en los primeros estadios es muy similar al de los humanos proporcionando
valiosas percepciones sobre el desarrollo del sistema nervioso, demostrando

cémo migran y se diferencian las células. [?5 261

Membranas extra-embrionarias

.
¢ Chori
Alantoides onon

Amnion Saco vitelino

Embrién e Vitelo
Cavidad =
amniética

con liquido
amniético

Cascara — Albumin

Parte posterior
Tubo neural
Formacion del corazén~~
Brote cefalico =%

Fig 5.- Desarrollo del embrién en el interior del huevo.

La clasificacion de los estadios en los que se va encontrando el
embrion de pollo durante su desarrollo fue propuesta en 1951 por Viktor
Hamburger y Howard L. Hamilton, adoptando el nombre de ambos como la
clasificacion Hamburger-Hamilton (HH). Esta clasificacion divide el desarrollo
del embridon en 46 etapas desde su fecundacién hasta el nacimiento del pollo
basandose en los cambios que va sufriendo durante su desarrollo. 27 (Tablal
—Fig 6.)
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Estadios Hamburger- - ., .
) 9 Edad Identificacion del estadio
Hamilton
9+ al0- Ca.33h 8-9 somitas, pliegue amniético anterior
10 33-38 10 somitas,3 vesiculas primarias del
h cerebro
11 40 - 45 13 somitas, 5 neurémeros del cerebro
h posterior
12 45 E 49 16 somitas, telencéfalo
Tabla 1.- Estadios Hamburger-Hamilton
S a o El = o ol= - U JU
- £\ £\ ) (3 0 = )
s |9
‘2 ' o T3 'y
\_/
P? re

Fig 6.- Etapas normales del desarrollo embrionario del pollo. Sefialado con un 6valo
amarillo el estadio en el que se realizaron las manipulaciones, HH11. Sefalado con un
cuadrado verde el estadio en el que se recoge Y fija el embrién para realizar el proceso
inmunohistoquimico, HH25. 28

Durante el experimento se trabaja con embriones HH11 en los que se
destaca la formacion de las tres vesiculas primarias del cerebro telencéfalo,

mesencéfalo y rombencéfalo.
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Los huevos se compran ya fecundados cuando llegan al laboratorio,
se mantienen en la nevera a 4°C para frenar el desarrollo hasta el momento

en que se incubaran hasta que estén en el estadio correcto. (Fig 7)

Fig.7.- Embrién de pollo de 36 horas tras lafecundacion. 1. Prosencéfalo. 2.Vesicula
ocular. 3.Mesencéfalo. 4.Rombencéfalo. 5.Corazon. 6.Mesodermo lateral. 7.Somita.
8.Columna vertebral. 9.Sinus rhomboidalis. 10.Raya primitiva. 11.Vaso sanguineo
pequefio. 12.Islas de sangre. 2%

4.2 Implantacion ectopica de Fgf8 mediante microbolitas de
heparina en el mesencéfalo.

Materiales

- Soporte para huevo - Goma para pipeteo

- Tijeras - Capilares

- Jeringa y aguja de 10 mli - Placas Petri

- Vaso de precipitados - Aguja de tungsteno

- Celo - Bolas de heparina

- Tinta china impregnadas con Fgf8

- Medio Tyrode’s con - Lupa Leica MZ6 con luces
antibiético KL1500 LCD (Schott)

El primer paso es preparar la incubadora en la que permaneceran los
huevos, se desinfectan con etanol (EtOH) 70° las paredes, el suelo y la puerta,
asi como los soportes y bandejas que mantendran los huevos. por su eficacia
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como bactericida, ademas, se pulveriza una sustancia biocida en las esquinas
del fondo y puerta. Se colocan en el suelo dos bandejas con agua y unos mililitros

de un aditivo microbiocida para mantener la humedad del ambiente.

Por otro lado, se prepara el medio Tyrode’s al 60% de stock1 (Tyrode’s);
20% del stock2 (Glucosa); 20%I del sock3 (H2CO3); también se afiade antibiotico
(penicilina/estreptomicina) como conservante del medio. El procedimiento tuvo
lugar de la siguiente forma:

1. Con la punta de la tijera se abre un pequefio orificio en un lado del
huevo, ni muy horizontal ni muy perpendicular a la orientacion de
incubacion.

2. Se extraen 2-3 ml de clara y cubrimos el huevo con celo, procurando
gue el orificio quede totalmente tapado para evitar que entre el aire y
se seque o contamine el huevo y se abre una ventana en la cascara
con las tijeras de aproximadamente 2 cm de didmetro.

3. Con medio mezclado con tinta china se tinta la parte inferior del
embridn para crear un contraste. Mucha cantidad de tinta puede ser
toxica e impedir el posterior desarrollo del embrion.

4. Se comprueba el estadio. Si es correcto, se abre una ventana de
trabajo, en la membrana superficial que cubre al embrion, con la aguja
de tungsteno. Luego se hace un pequefio ojal en el mesencéfalo del
embrion evitando atravesar el embrion o dafiarlo de manera

innecesaria. (Fig 8.)
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Fig 8.- Dibujo del embrién en estadio HH11. La flecha sefala el lugar de
implantacién de la bola, en el mesencéfalo, en la parte méas distal y posterior
posible.

Se captan las bolas ya preparadas con una gomita y un capilar
manteniendo la bola en la punta del capilar sin perderla. Luego, se
enfoca de nuevo el embrion y se introduce la bola con ayuda de la
aguja de tungsteno.

Con la bola en su sitio, se afiade medio Tyrode’s por encima con
cuidado de que no se mueva la bola y se tapa con celo la ventana sin
dejar huecos por el cual se pueda colar el aire y contaminar o secar el
huevo. Se deja en la incubadora para que se desarrolle durante 48
horas. (Fig 9.)
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Fig 9.- Embriones de pollo a estadio HH11 con bead implantado. (A) Embrion de
pollo de estadio HH10 temprano donde se comienza a distinguir las 3 vesiculas
primarias con bolita implantada en el que se pueden observar los somitas. (B, C)
Embrion de pollo HH11 con bolita implantada en el mesencéfalo, se distinguen las 3
vesiculas primarias y se aprecia la ventana de trabajo en la membrana amniética. (D)
Embrién de pollo de estadio HH10 temprano donde se comienza a distinguir las 3
vesiculas primarias con bolita implantada, también se aprecia la ventana de trabajo en
la membrana amniotica. (E) Embrién estadio HH11 con bolita implantada en el que se
aprecian los somitas, la cola y las vesiculas primarias en el encéfalo. Abreviaturas:
Flecha roja: localizacién del bead; Cabeza de flecha blanca: somitas: barra negra acota
la ventana de trabajo; r: rostral; c: caudal.

En la figura 9 podemos ver ejemplos de algunas imagenes de las
manipulaciones llevadas a cabo en el laboratorio. Como se puede observar, no
todos se encuentran en el mismo estadio de desarrollo pese a haber sido
tratados en las mismas condiciones de humedad y temperatura, esto puede ser

visto como un indicador de la calidad del propio embrién.
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4.3 Extraccion de los embriones implantados tras incubacién

Materiales
- Tijeras de punta redondeada - Espumadera pequeia
- Pinza recta para diseccion - PBS 1%
- Pinza recta punta fina - PFA4%
- Pinza punta fina, extremo en - Placas Petri
curva - Placas multipocillos

Pasadas 48 horas desde la implantacion, se extraen los embriones del
huevo, con cuidado de no romperlo, se elimina la membrana en contacto mas
intimo con el embrién, para que se fijen correctamente, y se lava en la solucion
tampon fosfato salino 1% (PBS) unas 3 veces sobre placa multipocilos. A
continuacion, se fija con paraformaldehido (PFA) al 4% durante toda la noche,

en la nevera de 4°C (Fig 10.)

Fig 10.- Embriones extraidos tras 48 horas de incubacion, estadio (HH25). Las
flechas rojas sefalan la posicion del bead. En este estadio se distinguen las
articulaciones del codo y rodilla, comienzan a marcarse los surcos digitales en las alas
y el tercer dedo del pie en la pierna.
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4.4 Inclusidn en agarosay cortes seriados

Materiales
- Matraz  Erlenmeyer con - Pincel
agarosa en PBS - Placas multipocillos
- Placas Petri - Loctite Super Glue — 3
- Espumadera pequefia - Insertos para placas
- PBS 1% multipocillos
- Cuchillas - Vibratomo Leica VT1000 S

Al dia siguiente de la fijacion en PFA, se eliminan los restos de PFA
mediante lavados en PBS 1X. Se utiliza agarosa al 4%, previamente preparada
calentandola mediante golpes de microondas de 30 segundos para conseguir

que quede transparente y sin grumos.

Colocamos los embriones en una placa Petri con la agarosa en posicion
totalmente horizontal, esto serd sustancial a la hora de obtener los cortes
totalmente transversales. Es importante secarlos un poco en papel para que se

fijen bien a la agarosa y que no se suelten cuando hagamos los cortes.

Cuando se seca, se corta la agarosa en forma de piramide para facilitar la
estabilidad a la hora de realizar los cortes seriados en el vibratomo (Fig 11.)

Los parametros del vibratomo que se utilizan son velocidad 3,5 mm/s;
frecuencia de 4,5 Hz y grosor de 120um. Conforme van saliendo los cortes del
tejido se recogen y pasan a un pocillo con inserto para que no se pierda el corte.
Los cortes con bead pasaran a pocillos limpios para no perderlos y mezclaros

con el resto del embrion.

Los cortes que no tiene bola son rechazados y los seleccionados pasan a
una placa multipocillos de 24, en la que cada pocillo es mas pequefio y por tanto

se necesitara menos cantidad de producto.
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Fig 11.- Diferentes vistas del embrion incluido en agarosa. (A) Embrién incluido en
la placa Petri, vista de planta. (B) Embrion preparado para corte, vista de alzado. La
flecha indica la direccion del corte. (C) Embrién preparado para corte vista de perfil.

4.5 Inmunohistoquimica de cortes flotantes

Materiales

- Placa multipocillos

- Agitador - PBS 1%

- Tubos eppendorf - PBS-T 0.05%

- Micropipetas - Bloqueo con BSAy Lysina

- Frasco de cristal - Anticuerpo Cx43 (primario)

- Vaso de preparados - Anticuerpo GAR (secundario)
- Papel aluminio - Complejo AB

- Pipetas pasteur - DAB

El proceso de inmunohistoquimica en cortes flotantes se realiza en dos
dias. Primero, realizamos una serie de 3-4 lavados con PBS 1x (NazHPO4-12H20
0,08M, Panreac 141678.1214 y NaCl 0,15M, Panreac 121659.1211), de unos 10
minutos, sobre los cortes con las bolas, en una placa multipocillos de 24, sin
inserto. Llevaremos mucho cuidado para que no se suelte ninguna bola, y en

cada paso del proceso comprobamos que éstas sigan estando.

Una vez finalizados los lavados, preparamos un blogueo de albumina de
suero salino (BSA, Sigma A2153) al 0.1% y 10% de Lysina 1M (Sigma L5626)

sobre PBS 1x, por ultimo, afiadimos Azida soédica (Sigma S2002) como
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conservante. Afladimos el bloqueo y lo dejamos durante aproximadamente 1
hora para que la union antigeno-anticuerpo sea lo mas especifico posible y evitar
que aparezca mucho ruido de fondo.

Pasado este tiempo, preparamos el anticuerpo primario (Ab 1°), en
nuestro caso, el anticuerpo seleccionado es un anticuerpo Cx43 de conejo de la
empresa Cell Signaling #3512. [39 Se utiliza una dilucién 1:100 con el Ab Cx43 y
BSA y lo dejamos incubando toda noche en movimiento constante y a 4°C.

Al dia siguiente, recuperamos el Ab 1° con cuidado y lo guardamos en el
congelador para el proximo uso. Realizamos lavados con PBS 1x en los dos
primeros ensayos, el resto de ensayos utilizamos PBS-Triton al 0.05% para
eliminar el exceso de anticuerpo y preparamos el anticuerpo secundario (Ab 2°),
un suero de cabra policlonal anti-conejo en concentracion final 1:200. Se incuba
en movimiento constante aproximadamente 1 hora.

Pasado el tiempo, se deja incubar una hora con el complejo ABC a 1:500
en PBS tapado con aluminio para evitar la exposicion a la luz. Este complejo esta
formado por un primer reactivo de avidina (A), una glicoproteina que se unira al
reactivo B (peroxidasa biotinilada) y a la biotina del Ab 2°. Es importante preparar
el complejo con tiempo antes de la incubacion con los cortes, para que la union
de la avidina con la biotina-peroxidasa sea buena. [l

Tras esto, se realizan 3-4 lavados con PBS 1x, esta vez sin el detergente
(tritdn) porque se adhiere al reactivo del revelado y no se observaria nada.

Para el revelado se prepara una solucion de PBS 1x con 1% de 3-
3’'Diaminobenzidine tetrehydroc (DAB, Acros Oganics W0572M) 1:10 en PBS 1x
y 0,003% de H20:2 para la deteccidbn mediante un precipitado marrén. Se debe
llevar cuidado por la toxicidad del compuesto DAB y su reactividad frente a la luz,
por ello mismo se trabajara especialmente con guantes y aluminio cubriéndolo
todo. Se deja revelando 5-10 minutos en movimiento para que se impregne bien,
si tras este tiempo, el precipitado marron que se forma por la reaccién del DAB
con la peroxidasa se ve lo suficiente se frena la reaccion extrayendo la solucion

de revelado y lavando con PBS 1x.
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El material no desechable que ha estado en contacto con el DAB se lleva
a una cubeta con lejia, minimo 20 minutos para desactivar el compuesto

carcinogeno.

El proceso que se ha realizado es una técnica que se basa en el uso de
anticuerpos especificos para detectar la presencia de una proteina. La reaccion
esta basada en la reaccién antigeno-anticuerpo. Se utiliza un método indirecto
en el que la sefial se amplia superponiendo sucesivas capas de anticuerpos y

marcadores. (Fig 12.)

Esta técnica permite identificar la localizacién de una sustancia especifica
reconociendo su ubicacion tisular o citolégica. Puede ser aplicable a la
caracterizacion de lineas celulares, proteinas secretadas por células, receptores
de membrana, gradientes de concentracion, etc. De este modo se pueden
identificar los marcadores antigénicos caracteristicos de una linea celular,
identificar células que secretan una proteina, receptores de membrana,
gradientes de concentracion tisulares o células que han respondido a una

hormona.

A B c

Fig 12.- Esquema de una inmunohistoquimica. (A) Proteina que se quiere identificar
en tejido tisular (Cx 43 en corte de embridon de pollo). (B) Anticuerpo primario unido a la
proteina (Ab anti-Cx 43 de conejo). (C) Anticuerpo secundario contra el primario (Ab
suero de cabra policlonal anti-conejo). (D) Unién del complejo avidina-biotina-
peroxidasa. (E) Resultado de la reaccion enzimatica con el revelado.

o’.
e 0.30
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5. RESULTADOS

En el presente trabajo experimental se han utilizado un total de 125
huevos de gallina fecundados, se ha estudiado la relevancia de la proteina
morfogenética FGF8 en la induccién de la Cx43 mediante la implantacion de
“beads” de heparina impregnados en FGF8 en el tubo neural de un embrién de

pollo de 40 horas de gestacion.

En cada sesion de manipulacion experimental que hemos realizado, se
han empleado 30 huevos, de los cuales 15 se manipularon en posicién horizontal
y 15 de manera vertical por las posibles ventajas que conllevaria el no tener que
extraer clara y la apertura de una ventana algo mas pequefia. No obstante, no
se obtuvo ningun beneficio pues los embriones de los huevos que se abrieron de
manera vertical se encontraban en posiciones inaccesibles desde el punto de
vista experimental, posiblemente por el hecho de haber sido incubados en

posicion horizontal.

La primera sesién fue de aprendizaje, para familiarizarme con la técnica y
el instrumental del laboratorio. En la cual aprendi cémo se abria la cascara de
un huevo, se extraia la clara, se inyectaba la tinta china por debajo del embrion

y cOmo se rasgaba la membrana amniética.

En la segunda sesion, de los 20 huevos manipulados, a 11 se les insert6
el bead. Ninguno logro superar las 48 horas de supervivencia dada la dificultad
de la técnica en si misma y a la falta de antibiético suficiente que se afiade en el

medio previo a la manipulacion en el medio empleado.

Se realizaron 4 pruebas mas (125 huevos en total) en las que se logré
implantar beads en 41 embriones; 34 no lograron la implantacién por diferentes
motivos. De los 41 implantados, sobrevivieron 26 tras las 48 horas de incubacion.
Una vez terminado el proceso y después de la fijacion en PFA 4% vy el
seccionamiento en cortes transversales con vibratomo se obtuvieron 13 cortes
que incluian bead implantado en el cerebro, los mismos a los que se les aplico

el proceso de inmunohistoquimica en cortes flotantes contra conexina 43.
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Como se puede observar en el esquema (Fig 13), en un total de 52
embriones con implante, solo la mitad sobrevivio lo suficiente para poder fijarlos
y realizar los cortes; de estos, se obtuvieron cortes véalidos del 50%. Es decir,
solo un cuarto de los embriones implantados lleg6 a la fase de revelado. El
porcentaje de éxito del trabajo ha sido de un 3,2% teniendo en cuenta las
imagenes obtenidas con resultados Optimos versus el niamero de huevos

utilizados.

13 | IMAGENES [Z]
26 | INMUNOHISTOQUIMICA

52 | INCUBACION 13 I

125 . E
HUEVOS | IMPLANTACION
a3 |

Fig 13.- Diagrama de uso de huevos durante el proyecto
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Grafico 1.- Tratamiento de embriones de pollo durante el proyecto
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En el grafico destaca la tendencia a la baja que sufre el nimero de
embriones durante las distintas fases del ensayo, estas pérdidas pueden ser
debidas entre otras razones a encontrar huevos sin fecundar o en un estadio
demasiado temprano en el que no se puede trabajar; toxicidad de la tinta,
contaminacion por otros factores biolégicos o fisicos; beads que se sueltan al
contacto con la cuchila o durante la manipulacibn en el proceso

inmunohistoquimico.

Cabe destacar que, de los cortes revelados, se seleccionaron aquellos en
los que realmente se apreciaba un cambio producido por la proteina, pues a
pesar de llegar hasta el final con el bead en el tejido, la localizacién en la que se
encuentre es muy importante. Durante el proceso de implantacion, el neuréporo
anterior todavia se encuentra abierto, esto quiere decir que el bead se puede
mover de sitio segun va desarrollandose el embridn. Se descartaron aquellos
cortes en los que el bead no se encontraba en el neuroectodermo, o estaba

situado dentro del tubo neural o en localizaciones fuera del tubo neural.
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Fig 14.- Cortes transversales de embrién de pollo con insercion de bead de
heparina impregnado en Fgf8 en el neuroepitelio. La cabeza de flecha sefiala la
posicion del bead en el corte. La linea negra indica la tincibn positiva a la
inmunohistoguimica. La raya naranja acota el neuroepitelio. Estos cortes fueron tratados
mediante inmunohistoquimica utilizando anticuerpos contra la conexina 43 (Cx43).

En las imagenes se muestran varios cortes revelados con el bead
insertado en el tejido neural, en los que se ha estimulado la induccién ectopica
de Cx43 y con ello, la formacién posibles placas de conexones que pudieran

comunican las células debido a la proteina morfogenética.

En el ensayo se ha analizado la capacidad inductora de la proteina FGF8
en cerebros de pollo embrionario de estadio HH11 mediante la implantacion, en
el mesencéfalo, de un bead de heparina impregnado en dicha proteina. En el
estadio en el que se trabaja, en el embridon se aprecia la formacion de las 3
vesiculas primarias, y es en la zona posterior del mesencéfalo donde interesa
introducir la bola por su proximidad al Organizador del Istmo (IsO) (Fig 14.), uno

de los principales responsables de la expresion de Fgf8.

U

Fig 15.- Localizacion del organizador istmico en embrion de pollo a estadio
HH11.B32
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Al introducir la perlita en una zona donde su presencia no es natural, se
genera una serie de cambios morfogenéticos en las células en contacto con la
proteina impregnada en ella, generando una nueva cadena de sefializacion
parecida a la ocurrida en el organizador istmico y por lo tanto la formacién de
una frontera molecular entre dos genes reguladores que acabara por especificar
la formacion de un IsO ectopico. La aparicion de un nuevo organizador implicara
el desarrollo de vesiculas extra (duplicaciones) lo que producir, a largo plazo,

malformaciones en el tubo neural del pollo.

Como se puede observar en la figura 14, las imagenes A, C, G, | son
diferentes muestras de cortes transversales del embrién de pollo con insercion
de la perlita de heparina impregnada den Fgf8. En estas imagenes podemos
apreciar una zona mas oscura, dentro del neuroepitelio, en las proximidades de
la bolita, positiva a la inmunohistoquimica lo que quiere decir que en esas zonas
hay conexina 43. No obstante, si observamos el neuroepitelio mas alejado de la
insercién, la tincion es negativa, no hay conexina 43. Esto significa que, de
manera natural, dentro del neuroepitelio del mesencéfalo no debe haber

conexina 43 y que ha sido inducida de manera ectopica por el morfégeno Fgf8.

Por otro lado, las imagenes B, D, H, J son ampliaciones de las primeras
en las que se aprecia mucho mas esta tincion. Se ha querido repetir la imagen
C mucho mas ampliada para verdaderamente contraponer ambas partes y

observar las diferencias entre ambos lados.

Cabe destacar que hay zonas externas al neuroepitelio (mesénquima) que
también han sido tintadas, pues muchas de esas zonas tienen conexina 43 de

manera enddgena y no se ha podido eliminar del todo el ruido de fondo.
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6. CONCLUSIONES Y DISCUSION

Por la literatura, se sabe que el factor de crecimiento fibroblastico Fgf8
tiene la capacidad de impulsar una serie de cascadas de activacion génicas que
modifican el destino celular de aquellos tejidos con los que se topa. En este
trabajo se ha tratado de esclarecer la capacidad que tiene el factor morfogenético
Fgf8 en la redefinicion genética dentro del tubo neural de pollo embrionario

respecto a la induccion de conexina 43.

Mediante técnicas de manipulacion in ovo se utilizaron 125 embriones de
pollo de aproximadamente 40 horas de gestacion, en la mayoria de los cuales
se introdujeron bolitas de heparina impregnadas en Fgf8 en la zona del
mesencéfalo. Por la dificultad de la técnica el porcentaje de éxito ha sido muy
bajito. No obstante, en estudios de la misma indole como es el caso del estudio
de Garcia-Lopez R et. al. (2009) se emplearon alrededor del millar de quimeras
para obtener resultados del mapa de destino del tubo neural del pollo

embrionario.[33!

Se escogid esta técnica porque a pesar de lo dificultoso de la misma,
cuenta con grandes ventajas como es la rapidez de desarrollo del embrién, en
21 dias se gesta el pollo; es barata pues la compra, mantenimiento y materiales
empleados es relativamente barato; se puede dirigir y planificar segin nuestras

necesidades y la manipulaciéon experimental es sencilla.

Cabe destacar que la implantacion de la bolita no siempre se implantaba
en el neuroepitelio mesencefalico ya que, al ir desarrollandose el embrion, la
bolita recorre el tubo neural provocando en muchas ocasiones la expulsién del
tejido e implantacion en el mesénquima, o por el contrario la introduccion en el
tubo neural. En ocasiones lograba implantarse en el neuroepitelio, pero no en el
mesencéfalo, siendo ésta la zona en la que interesaba la implantacion puesto
gue es un territorio afin a Fgf8, pero cuya fuente se encuentra situada mas

caudalmente, en el Organizador istmico.

Al incluir Fgf8 en una zona ectépica de Cx43, se ha demostrado la

capacidad de induccion de esta proteina. Es decir, se ha observado por primera
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vez que la inclusién de Fgf8 provoca la induccidon de conexina 43, una proteina
muy importante en la formacion de uniones GAP y en la comunicacion
intercelular. Por tanto, podemos decir que el morfégeno necesita de la Cx43 para
continuar formando gradientes y activando cascadas se sefializacion para la

reorganizacion del SNC.

Conocer mas nuestro sistema nervioso y las moléculas que estan
implicadas o son esenciales en la formacion del mismo puede servirnos en un
futuro para averiguar en qué momento del desarrollo se ha producido alguna

enfermedad o a qué ha sido debida.

Quizas pueda ser util para prevenir dichas enfermedades o para crear una
terapia basada en técnicas como la utilizada en el proyecto que permita modificar
las anomalias o malformaciones que se produzcan durante el desarrollo
embrionario bien por enfermedades congénitas o bien por factores ambientales

antes de que se produzca un dafio irreversible en el embrién.

Conociendo los pasos que se van dando en la gestacion de un embridon
podremos adelantarnos a cualquier dificultad o detectarla a tiempo sin que llegue

a perjudicar a la madre o el feto.
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