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Des de fa segles l'horne coneix l'existéncia deIs

tumors, així per ejemple ja en l'Antic Egipte s'intentava

combatre' ls cremant amb ferros roents les excrescencies de

la pello

Per a comprendre la natura deIs tumors han calgut,

pero, diferents descobríments al llarg deIs segles. Es creía

en un principi que els tumors eren un desequilibri d'humors

o una flema acumulada en un punt determinat de l'organisme.

Amb el descobriment de l'estructura cel.lular deIs

organismes vius es dona també un aven� en la concepció deIs

teixits tumorals.

Rores d'ara entenem els tumors com a teixits formats

per cél.lules que poseeixen unes determinades

característiques. Desconeixem exactament, pero, l'etiologia

de ls tumors així com els mecanismes que controlen el seu

creixement.

Cohnheim (1875) va ser un deIs primers estudiosos que

compara la cél.lula tumoral amb l'embrionaria. Per a ell les

neoplasies provindrien de l'activació durant la vida adulta

de cél.lules enbr í.onár
í

es segrestades durant el seu

desenvolupament.

Duran i Reynals a principis del nostre segle (1929)

mi t j ancant el cul tiu de cél.lules embrionaries demostra la

relació entre la cél.lula embrionaria i el creixement

tumoral. Escrigué: "Les cél.lules embrionaries, mantingudes

sense oxigen i amb glicosa, comencen a glicoli tzar, pero

:'_ ..
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moren en poques hores. Algunes d'elles, pero, sobreviuen i

11 ur inoculació produeix teratomes".

Actualment són molts els treballs que posen de manifest

grans simil i tuds entre els sistemes tumorals i els

embrionaris. La ce l . lula de carcinoma embrionari del

teratocarcinoma és una de les cel.lules tumorals més

estudiades per-qué poseeix mol tes caracterí stiques comunes

amb les cel.lules embrionaries deIs primers estadis del

desenvolupament. S'ha util1tzat tant en treballs

d'embriologia com d'oncologia experimental.

Els teratocarcinomes es coneixen des del segle passat,

pero fou a partir deIs treballs de Pierce i Dixon (1959) que

s'inicia el seu estudi com a model de la diferenciació

cel.lular. Aquests autors observaren que les cel.lules

canceroses de carcinoma embrionari d'un tumor testicular

podien donar teixi ts benignes. Aquesta observació va fer

canviar el concepte de cé l . lula cancerosa que es tenia en

aquells moments. Fins aleshores es creia que una ce l . lula

cancerosa sol s podia donar al tres cé l v l u l es canceroses i ,

evidentment, la cel.lula de carcinoma embrionari no acomplia

aquesta premisa. Aquests mateixos autors en treballs

posteriors van trobar d'altres cel.lules malignes que

compartien amb la cel.lula esmentada la capacitat de tornar­

se benignes.

Treballs més recents posen de manifest que els sistemes

tumorals en general comparteixen mol tes propietats amb els

sistemes embrionaris. S' ha vist també, que ambdós sistemes



cel.lulars estan sotmesos al mateix tipus de control

epigenétic.

L' embrió deIs mamí fers, a diferéncia del que succeeix

en altres grups animals, es desenvolupa dintre del claustre

matern passant per dues etapes, una lliure <preimplantació),

i l'altre unit í ntimament als teixits de la mare

<postimplantació). Aquesta unió entre l'embrió i la mare no

és soIs una unió física sinó que implica una série de

transformacions i informacions recíproques entre l'embrió i

els teixits meterns.

Durant la implantació, i els períodes posteriors, es fa

imprescindible el concurs de l' organisme matern per a una

bona evolució de l' embrió. In vitro s' ha volgut mimeti tzar

aquesta fase pero mai cap resultat ha estat plenament

satisfactori, mostrant-se que el paper de la matriu gestant,

i de l'organisme matern en general, no és només' el de

receptacle passiu de l'embrió.

Les cél.lules de carcinoma embrionari caricaturen les

primeres fases del desenvolupament normal de l' embrió, i

aquest esta controlat per l' organisme materno A
í

xó ens va

fer pensar que possiblement molts de I s inductors presents

durant la gestació, i que actuen guiant el desenvol upament

correcte de l'embrió, podrien controlar a les cél.lules de

carcinoma embrionario

Creiem que seria de gran interés coneixer els

mecanismes implicats en la regulació i control del



creixement tumoral i que la gestació pot ser un sistema

optim per a excercir aquest control.

Per a estudiar quina és la influencia de la gestació

sobre el creixement de les cél.lules de carcinoma embrionari

hem injectat aquestes cél. lules tumorals sota la pell i a

l'interior de l'úter de femelles gestants i hem analitzat la

morfologia i l'evolució deIs tumors obtinguts.
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Un deIs problemes fonamentals en biologia és com a

partir d'una única cél.lula, l'oocit fecundat, es pot

desenvolupar un individu adulto Actualment, coneixem les

diferents fases de l' embriologia pero els mecanismes

reguladors són encara obscurs.

Per a l'estudi de l'embriologia deIs mamífers s'ha

emprat un model cel.lular naop l áe
í

c: la cé l . lula de

carcinoma embrionari. Aquesta cel.lula té grans simil i tuds

morfo16giques, antigeniques i potencials amb les cel.lules

embr
í

onar
í

ee .

La oé Lv Lu La de carcinoma embrionari no és, pero,

l'única cel.lula neoplasica que té grans semblances amb la

cel.lula indiferenciada embrionaria. Generalment, els

teixits tumorals tenen un comportament analeg al deIs

teixits embrionaris. Ambdós sistemes, el tumoral i

l'embrionari, es troben endemés sotmesos al mateix tipus de

control epigenetic.

Els estudis embriologics s'han realitzat també amb

l' embrió de l s rosegadors. Els resul tats obtinguts, tant in

vivo con in vitro, mostren que el desenvolupament embrionari

pot dividir-se en dues fases: la de preimplantació, durant

la qual l' embrió és autosuficient, i la de postimplantació

en la que l'embrió depén directament del control materno

Durant la implantació i les fases posteriors és evident

el paper de l' organisme matern en la regulació del

desenvoluparnent embrionario Quan s'ha intentat reproduir in

-:)-



vitro aquesta fase crucial per a

resultats han estat poc satisfactoris.

Les dades exposades anteriorment, fan pensar en la

l'embrió tots els

possibilitat que l'estat gestacional pugui controlar el

creixement de les cél.lules tumorals. Aquest control,

s'exerciria in utero principalment durant el perí ode

d'implantació (dia 3.5-4 en el ratolí).

En aquest apartat parlarem del llinatge cel.lular de

l'embrió de ratolí i del cultiu in vitro d'embrions, la qual

cosa ens permetra comprovar que la matriu gestant no és un

receptacle passiu de l' embrió, sinó que actua controlant,

jünt amb l'estat gestacional general, tots els processos del

desenvolupament.

-4-



LLINATGE

RATOLI

CEL.LULAR DE L'EMBRIO DE



Per a entendre com l'oocit fecundat esdevé un individu

adul t, es van iniciar els estudis del llinatge cel.lular

d'animals com l'eri<;:ó de mar o el cap gros de la granota.

Més tard, amb la introducció de noves tecniques, s'ha pogut

seguir el llinatge d'altres especies de majar complexitat

estructural.

Amb la utili tzació de quimeres intra i

interespecífiques, Gardner i Papaioannou (1975) van esbrinar

el possible llinatge cel.lular de l'embrió de ratolí

primerenc.

Segons aquests autors l'embrió experimentaria una serie

de diferenciacions cel.lulars que tot seguit passem a

explicar.

Després de la fecundació de l'oócit el zigot, recobert

per la zona pe 1. lúcida, es divideix repetidament fins a

formar una morula. Quan aquesta esta formada es produeix la

primera diferenciació cel.lular de l'embrió. Es forma el

blastocist que té una capa de cel.lules externes, el

trofoblast, i una capa de cel.lules internes, la massa

cel.lular interna. El trofoblats envolta a les cel.lules de

la massa cel.lular interna i a una cavitat anomenada

blastocel.

L' embrió perd la zona pelo lúcida i succeeix la segona

diferenciació que es dóna a nivell de les cél.lules de la

massa cel.lular interna. Les més externes (vers la cavitat)

donen l'endoderma primitiu i les internes l'ectoderma

primitiu.



Simul t.an
í

amerrt les ce Lv Lu l es del trofoblast es

diferencien en trofoblast mural (revestint el blastocel) i

en trofoblast polar (cobrint la massa cel.lular interna).

Tot segui t l' embrió s' implanta. Les oé Lv Lu Less murals

deixen de dividir-se pero segueixen creixent transformant-se

en cé LvLu Lea gegants. Les cé L Lu Lee del trofoblast polar

continuen di vidint-se i formen el con ectoplacentari (en

aquesta regió es desenvolupara la placenta). Al mateix temps

la massa cel.lular interna creix cap al blastocel. L'embrió

en aquesta fase rep el nom d'ou cilindre.

L'ou cilindre té l'ectoderma primitiu a l'interior,

l' endoderma primi ti u a l' exterior trobant-se entre ells el

mesoderma. Aquesta disposició invertida de les capes

germinatives (típica deIs rosegadors) va modificant-se a

mesura que es produeixen els moviments morfogenétics del

fetus, restaurant-se finalment les relacions habituals.

L' ectoderma primi tiu es di videix en dues regions, una

embrionaria i l'altra extraembrionaria. L'endoderma primitiu

creíx recobrint l'ou cilindre i s'estén sobre tota la

superfície interna del trofoblast per a formar una sola capa

celo lular al vol tant del blastocel. La part que envol ta al

blastocel s' anomena endoderma parietal i la que recobreix

l'ou cilindre endoderma visceral.

La membrana basal situada entre el trofoblast mural i

l'endoderma parietal adquireix un gruix considerable i forma

una estructura especiali tzada denominada membrana de

Reíchert.
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El trofoblast mural, la membrana de Reichert i

l' endoderma parietal formen una estructura que actuara de

placenta <parietal yolk eec placenta) abans no hi hagi la

placenta cório-al.lantoica definitiva.

L'any 1979, Dziadek proposa un model alternatiu per a

explicar el llinatge cel.lular de l'endoderma visceral i

parietal durant l'embriogénesi del ratolí.

Estudia la producció de les cél.lules endodérmiques a

partir de masses cel.lulars internes isolades i mantingudes

en cultiu. Segons aquest treball, les primeres cél.lules que

es formen en la periféria de la massa cel.lular interna són

cél.lules d'endoderma parietal. Les cél.lules de l'endoderma

visceral es produeixen després des del centre de la massa

cel.lular interna de tipus ectodermic, i es mouen cap a la

superfí cie de la massa cel.lular interna a través de les

cél.lules d'endoderma parietal. Segons aquest model, les

cél.lules de l'endoderma parietal i visceral no es formen a

partir de la mateixa població de cél.lules soca en

l' endoderma primari, peró es formen consecuti vament des de

oe Lv Lu Lee ectodermiques.



CULTIU IN VITRO O'EMBRIONS



Per a poder estudiar els esdeveniments que es donen

durant l'embriogénesi s'han utilitzat diferents técniques de

cultiu in vitro. Els cultius d'embrions durant el període de

preimplantaci6 han presentat pocs problemes degut a

l' autonomia deIs embrions en aquest intervalo Els embrions

mantinguts in vitro fins a la fase de blastocist es

desenvol upen normalment si es transfereixen al' úter d' una

mare adoptiva (Mukherjee i Cohen, 1970).

El cultiu d'embrions postimplantats ha permés extreure

informació sobre la seva organogénesi. Diferents treballs

realitzats han donat resultats for�a satisfactoris (New,

1973; Steele, 1975; MeLaren i Henleigh, 1975; Kochhar, 1975;

New et al., 1976) encara que mai s' ha obtingut el

desenvolupament a terme d'un embrió.

El problema principal es planteja quan s'intenta

cultivar embrions durant la fase de la implantació. En

aquest estadi l'embrió estableix els primers contactes amb

l'úter materno Encara que s'han ideat medis de cultiu per a

substituir la matriu gestant cap resultat ha estat prou

optim. Els continus fracassos en aquest punt indiquen que la

matriu gestant no és soIs un substrat que permet l'ancoratge

de l'embrió, sinó que té una part activa en el seu

desenvolupament.

S'han introduit variacions interessants en els medis de

cultiu que han permes millorar els resultats inicials

obtinguts al cultivar embrions primerencs en medis de cultiu

convencionals. Quan es fan creixer blastocists sobre fibres
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transparents de lent d'ull boví alguns d'ells s'implanten

peró acte seguit es desorganitzen. El mateix s'observa quan

es cultiven sobre monocapes de fibroblasts (Jenkinson i

Wilson, 1970; Hogan, 1977).

Són de destacar els treballs de Hsu, que ha cercat

diferents substrats en els quals l' embrió pugui creixer i

mantenir la seva organització. Cultivant blastocists i

mórules sobre co l v l ágena de cua de rata i afegint sérum de

vedella al medi, el 80-95% arriben fins a l'estadi d'ou

cilindre. El 5-20% arriba a l'estadi de sac vitel.lí i

finalment desenvolupen cel.lules sanguinies i elements

contractils (Hsu, 1971, 1972). Quan afegeix al medi sérum de

cordó umbilical huma veu que tant els embrions de dues

celo lules, com els blastocists s' ancoren al substrat i

creixen fins a poseir somites. La morfologia d'aquests

embrions és idéntica a la deIs mantinguts i ii utero (Hsu,

1978, 1979, 1981).

Encara que aquests resultats són encoratjadors, segueix

sent necessaria la presencia d'una matriu gestant per al bon

desenvolupament de l' embrió. Durant la implantació, com

veurem més endavant, es produeixen molts canvis tant a

ni vell local com general en l'organisme materno Tots

aquests canvis són, ara per ara, irreproduibles en una placa

de cultiu.

-11-



LA COMPACTACIO



L' embrió es desenvolupa lliurement dintre del tracte

matern fins al moment de la implantació. Durant la

preimplantació el seu creixement és aut
ó

nom i l' organisme

matern actua només sincroni tzant els esdeveniments que es

produeixen, tant a nivell de l'embrió com del propi

organisme matern,

implantació.

Durant la preimplantació, pero, hi ha un procés de

per a una bona consecució de la

vi tal importancia per a la continui tat de la gestació: la

compactació embrionaria.

Quan l'embrió arriba a l'estadi de vuit cél.lules es

produeix la seva compactació. Aquesta s' acompanya de

multitud de canvis en l'estructura de l'embrió.

La compactació és estrictament necessaria per a la

formació del blastocist i per a la seva subsegüent

implantació.

A continuació, estudiarem la compactació embrionaria i

els possibles mecanismes que regulen la seva consecució i la

formació posterior del blastocist.

-13-



CANVIS MORFOLOGICS

VUIT CEL.LULES

EN L'EMBRIO DE



Hi ha dos processos que juguen un paper preponderant en

el desenvolupament i la morfogenesi deIs vertebrats: la

generació i reconeixement d'informació posicional i les

interaccions cel.lula-cel.lula (Wolpert, 1971 ; Moscona,

1980) .

Quan l'embrió té vuit cel.lules es dóna la compactació.

Aquest és un pas clau per a la formació de la marula i del

blastocist. La compactació esta lligada a canvis en les

cé Lv Lu I ee individuals i en les seves interaccions. Per a

tots aquests canvis és vital la integritat de les membranes

cel.lulars, ja que són les responsables de la relació de les

cel.lules amb el seu entorno

En l' embrió de vui t blastómers no s' observa cap tipus

de restricció. Tots els blastómers són morfológicament

identics i cada un d'ells té capacitat per a donar

cé Lv Lu Lea del trofoblast i de la massa cel.lular· interna

(Kelly, 1975, 1977; Balakier i Pedersen, 1982).

Per a diferents autors, la compactació genera una

informació posicional que permet la determinació deIs

diferents blastómers que integren la mó ru La , S' ha observat

que les cei.lules de l'interior de la mórula donen lloc a

la massa cel.lular interna, mentre que les situades a

l'exterior donen el trofoblast (Mintz, 1965; Tarkowski i

Wroblewska, 1967; Johnson et al., 1981).

Si abans de que es produeixi la determinació de les

cel.lules de la mórula aquestes es canvien de posició s'obté

un blastocist normal (Rossant, 1977; Johnson, 1979; Rossant

_l�_
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i Frels, 1981). Aquesta observació fa pensar en una possible

autorregulació per part de l' embrió durant aquest perí ode

(Johnson et al., 1981).

Durant la compactació es produeixen grans canvis en la

morfologia de l'embrió. Els blastómers esferics de l'embrió

de vuit cel.lules adquireixen una estructura polar, que

depén directament del contacte ce l i Lu l a+ce Lv l u l.a (Ziomek i

Johnson, 1980).

Hi ha mol ts canvis a ni vell d' unions entre ce Lv l u l ea .

Els espais intercel.lulars es redueixen apareixent diferents

tipus d'unions especialitzades, que tenen dues funcions: 1)

establir una continuitat cel.lular entre tots els

blastómers, que s' observa per primera vegada al' estadi de

vuit cel.lules i es manté fins a estadis posteriors a la

implantació CDuci bella et a l . , 1975¡ Magnusos et al., 1978 ¡

Lo i Gilula, 1979). ¡ 2) formar una tanca permeable entre els

espais intercel.lulars al centre de l'embrió i l'espai

extern (Cal arco i Epstein, 1973¡ Ducibella et al., 1975¡

Ducibella, 1977; McLaren i Smith, 1977; Handyside, 1978¡

Magnuson et al., 1978).

Juntament

intercel.lulars,

amb els canvis en les relacions

es produeix la polaritzacíó de les

cé I . lules índí viduals. Al principi de la compactació

s' estableíx un eix a l' interior de cada cél.lula donant

cél.lules columnars semblants a cel.lules epitelials.

Els microvilli i els complexes d'unió (tight junctionJ

queden restringí ts a la cara apical de les cél.lules, els
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microtúbuls es situen paral.lelament a les cares laterals, i

els or-ganu l.e formen una columna que s' estén des del nucl i

fins a la cara apical (Austin i Bishop, 1959; Mazanec i

Dvorak, 1963 ¡Izquierdo, 1975; Duci bella i Anderson, 1975 i

Van Blerkom i Motta, 1979; Reeve, 1981; Reeve i Ziomek,

1981; Maro et al., 1985),
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FORMACIO DEL TROFOBLAST I DE LA MASSA

CEL.LULAR INTERNA



Després de la compactació, a l'estadi de setze

ce l i Lu Lea , s' observa la presencia de dos tipus cel.lulars

diferents: les cé Lv l u l es superficials, que tenen una

estructura polar com l'adquirida pels blastomers de l'embrió

de vuit cel.lules, i les cél.lules internes que són apolars

i tenen un origen basolateral (Ducibella et al., 1977;

Handyside, 1980; Ziomek i Johnson, 1980; Johnson i Ziomek,

1981; Reeve i Ziomek, 1981; Kimber et al., 1982; Fleming i

Pickering, 1985; Maro et al., 1985).

Les cel.lules polars i no polars mantenen aquesta

organització en estadis succesius. Les polars, situades a la

periferia de la mOrula, donen lloc al trofoblast, les

apolars, situades a l'interior, donen lloc a la massa

cel.lular interna (Ducibella et al.,

Pickering, 1985; Maro et al., 1985).

Des de fa anys, es debat sobre quin és el mecanisme per

1975; Fleming i

el qual les cél.lules de la mOrula reconeixen la seva

posició interna o externa. Hi ha, com veurem més endavant,

diferents teories per a expl icar-ho. Sembla c lar pero, que

el manteniment de la posició relativa de les cel.lules

dintre de la mOrula ve determinat per les propietats

adhesi ves diferents de les cel.lules polars respecte a les

no polars (Ziomek i Johnson, 1981; Kimber et al., 1982;

Surani i Barton, 1984).
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CONTROL DE LA COMPACTACIO



Els processos que regulen la compactació s'han estudiat

utilitzant diverses tecniques arribant-se a dues

conclusions:

1) La compactació succeeix en un temps fix després de

la fertilització. Es independent de la citocinesi, de la

relació nucli/citoplasma, del número de cel.lules presents i

de l'estadi de replicació o expressió de l'ADN.

2) Depan directament de la membrana cel. lular i del

citoesquelet.

Per arribar a aquestes conclusions generals ha estat

necessari realitzar nombrosos treballs. Tot seguit, parlarem

d'alguns d'ells

l. IMPORTANCIA DEL CITOESQUELET

El citoesquelet esta format per una xarxa de

microtúbuls i microfilaments. Hi ha diverses substancies,

com la ci tocalasina D o la colcemida, que poden actuar

directament sobre el citoesquelet alterant-lo. Per a

comprovar la importancia de la integri tat del ci toesquelet

per a la compactació, s'han realitzat diversos experiments

incubant embrions amb algunes d'aquestes substancies.

Quan s'incuben embrions amb citocalasina D s'observa un

bloqueig de la citocinesi i una inhibició de la compactació.

Aquests efectes poden ser o no reversibles dependent de la
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durada de la incubació. La citocalasina D actua

despolimeritzant l'actina deIs microfilaments, és possible

que aquesta sigui la causa de la seva accció sobre la

compactació (Wesslls, et al., 1971; Surani et al., 1980;

Pratt et al., 1982).

Quan es cultiven embrions de dues cél.lules amb

colcemida per perí odes superiors a 28h s' atura de forma

irreversible la seva ci tocinesi. Reali tzant cultius

d'embrions amb citocalasina D i colcemida, s'ha vist que els

resultats són aproximadament els mateixos que quan es

cultiva únicament amb citocalasina D (Pratt et al., 1982).

Aquests resultats evidencien la importancia del

ci toesquelet en la compactació j a que la seva al teració

provoca la desorgani tzació de l' embrió. Si l' acció de les

substancies inhibidores es produeix durant un temps curt

l'embrió pot revertir a la normalitat, peró en períodes més

llargs les alteracions són ja irreversibles.

2, IMPORTANCIA DE LA MEMBRANA CEL,LULAR

La celo lula es relaciona amb el seu microambient a

través de la membrana citoplasmatica. La membrana

citoplasmatica esta implicada en la captació de nutrients i

informació, així com en els moviments cel.lulars. Es també,

la responsable de les interaccions cé l . lula-cél. lula. Per

tant, sembla evident que· la seva integritat, a
í

xí com la
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seva composició bioquímica, ha de jugar un paper important

en tots els processos del desenvolupament.

Uns constituents majoritaris de les membranes

cel.lulars són els li pids: fosfolí pids i esterols. El seu

estudi posa de manifest llur importancia durant

l'embriogenesi normal

També formen part de les membranes cel.lulars diferents

protelnes amb propietats bioquímiques i antigeniques

caracterí stiques. El seu paper durant la compactació s' ha

estudiat amb anticossos especí fics dirigi ts contra elles.

Així mateix s'ha cercat quina és la interacció entre

protelnes estructurals de membrana i ions divalents, com

l'ió Ca2"', a l'hora de la compactació.

2.1. FOSFOLIPIDS 1 ESTEROLS

Els Lí pids de membrana han estat estudiats tant amb

membranes cel.lulars naturals com artificials. Estudis de

bicapes artificials de composició lipídica defenida mostren

que els fosfolí pids i els esterols interactuen entre ells

estabilitzant la bicapa i regulant la seva permeabilitat

(Lee, 1975).

Els esterols s'han trobat tant a nivell de les

membranes eucariotes com procariotes CNes, 1974), a
í

xó

indica un paper fonamental d'aquestes molécules en la

fisiologia de les membranes cel.lulars. Així modificacions

experimentals del contingut de colesterol poden regular la
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fluldesa i la permeabilitat de les membranes, també es pot

veure alterat el transport de subst�ncies a través d'elles

(Papahadjopoulos, 1974; Warren et al., 1975, Deme 1 i de

Kruiff, 1976; Kimelberg, 1977) .

.No 601s els esterols poden influenciar la fisiologia

normal de la membrana cel.lular, sinó que també el contingut

de fosfolí pids pot alterar o modificar les seves funcions.

Sabem que el recanvi de fosfolípids que es produeix en les

membranes regula el creixement de les cél.lules (Pasternak i

Friederichs, 1970; Daw6on, 1973). Aquest recanvi que implica

síntesi de fosfolípids i de noves membranes es posa de

manifest per a la incorporació de colina en les bicapes

estudiades (Bergeron et al. I 1970; Pasternak, 1973; Pratt I

1980) .

Tant durant el desenvolupament com durant la vida

adulta, hi ha processos que depenen directament de les

membranes cel. lulars. Així podem citar la ci tocinesi, la

capacitat de la cél.lula per a captar i transmetre estímuls

i l'adhesivitat cel.lular (Alderson i Green, 1975; Warren et

al., 1975; Hope et al. I 1977; Pratt et al., 1977; Horwitz et

al. I 1978).

També durant el desenvolupament es requereix la

formació de noves membranes. Les cél.lules han de dividir-se

i creixer, s'han d'establir nous contactes intracel.lulars i

s'observa la polarització deIs blastomers de l'embrió

primerenc (CaLar'co i Brown, 1969; Ducibella et al., 1975;
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Ducibella et al., 1977; Johnson et al., 1977; Johnson.

1979) .

Durant la compactació es produeixen canvis no ao l s a

nivell de les membranes plasmHiques, sinó també en les

intracel.lulars. Hi ha variacions en l'expressió d'antígens

de membrana, la morfologia mitocondrial varia i hi ha canvis

en el transport de les membranes (Borland i Tasca, 1974;

Biggers i Borland, 1976; Edilin, 1976; Biggers et al .•

1977) .

Quan es cultiven juntes cél.lules polars i apolars

d' embrions primerencs, s' observa que les apolars són

envoltades per les polars. mantenint-se les seves posicions

relatives. Aquest fet pot explicar-se degut a les propietats

diferents de llurs superfícies cel.lulars (Johnson i Ziomek,

1983; Surani i Barton, 1984).

Totes les dades esmentades anteriorment mostren la

importancia de les membranes cel.lulars durant la

compactació i al tres fases del desenvol upament, per tant ,

els lí pids de membrana, fosfolí pids i esterols, jugaran un

paper important en tots aquests processos.

L'embrió pot incorporar lípids del medi i la seva

composició bioquímica és de gran importancia per al

desenvolupament normal. Així cultivant embrions

preimplantats amb esterols sintetics s'observa la inhibició

de la compactació embrionaria (Pratt. 1980; Pratt et al .•

1980) .
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L'embrió primerenc té també la capaciat de sintetitzar

esterols i fosfolípids. Aquesta augmenta en l'estadi de vuit

cél.lules i és indispensable per a la compactació cel.lular

(Huf f i Eik-Ness, 1966; Pratt, 1973; Kane i Headon, 1980;

Quin i Whittingham, 1982).

Aquests resul tats permeten afirmar que la composició

lipídica de les membranes cel.lulars pot actuar regulant la

compactació embrionaria.

2.2. PAPER DE L'IO CALCI. OVOMORULINA

L'ió Ca2+ esta implicat en molts processos fisiologics

durant l' embriogénesi i la vida adulta. El primer procés

dependent del calci en el desenvolupament és la compactació.

Quan es realitzen cultius d'embrions de dues cél.lules en un

medi lliure de Ca::2+ s' observa que aquests es divideixen pero

no es compacten degut a que no es formen unions

intercel.lulars <Ducibella i Anderson, 1975: Pratt et al.,

1982) .

S' ha proposat un model per a explicar l' actuació del

Ca2+ a nivell mulecular.

Es coneix que el Ca2+ pot unir-se a diferents proteines

canviant, possiblement, la seva conformació. S'observa que

aquestes esdevenen resistents a l'acció de la tripsina

sempre que els llocs d'unió amb el Ca2+ estiguin ocupats (Ha

et al., 1975; Blumberg i Tal, 1976; Kretsinger, 1976;

Drabikowski et al., 1977).



S'ha demostrat també, l'existéncia de 110cs d'unió a

anticossos dependents del Ca2+ en la protombina. Els

anticossos isolats han permés estudiar les transicions deIs

110cs d' unió davant de diferents meta11s (Fur í

e i Furie,

1979; Tai et al., 1980).

Utilitzant un fragment Fab d'un antisérum anti-

carcinoma embrionari s'ha al11at una glicoprotelna

denominada ovomorulina. L'ovomorulina té un pes de 84 Kd i

esta relacionada amb el reconeixement cél.lula-cel.lula

durant la ..compactació (Hyaf
í

I et al., 1980).

L' ovomorulina en presencia de Ca2+ no pot ser atacada

per la tripsina. Així mateix l' anticós monoclonal DEl tan

soIs pot unir-se a ella si aquest ió esta en el medi (Hyafil

et al., 1981).

A partir d'aquestes observacions, s'ha proposat que el

Ca2+ s'uniria a llocs específics de l'ovomorulina modificant

la seva conformació, regulant així la compactació de

l'embrió (Hyafil et al., 1981).

2,3, ANTIGENS DE MEMBRANA IMPLICATS EN

LA COMPACTACIO, ANTIGEN F9,

Les cel.lules de carcinoma embrionari han estat

estudiades per les seves caracterí stiques comunes amb les

cé Lv Lu l ea de l' embrió primerenc. Totes les lí nies de

carcinoma embrionari estudiades presenten l'antigen de

membrana F9. S'ha trobat també en embrions joves i en
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l'espermatozoide huma (Arts et al., 1973¡ Buc-Caron et al.,

1974¡ Jacob, 1975).

L' antigen F9 és una estructura mol t conservada durant

l'evolució. EstA especificat per l'al.lel tt12 del locus T

(complex T/t) del ratolí (Artz et al., 1974¡ Kemler et al.,

1976) .

Quan es tracten embrions de ratolí de dues o vui t

cel.lules amb fragments Fab anti-F9 no es produeix la

compactació. Si s' eliminen els fragments Fab es produeixen

morules compactes que donen lloc a blastocists normals

(Kemler et al., 1977).

Resul tats semblants s' obtenen uti li tzant un ant
í

serum

de conill dirigi t contra la soca nulo lipotent LS5770 de

carcinoma embrionario En presencia d'aquest antiserum no es

produeix la compactació embrionaria sinó que es dóna un

agregat de blastomers sense unions intercel.lulars (Johnson

et al., 1979).

Aquests treballs posen de manifest la importancia

d' algunes protelnes estructural s de la membrana cel.lular

per a la compactació embrionaria.
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MECANISMES

CEL,LULAR

DE LA DETERMINACIO



Els diferents autors al llarg deIs anys han intantat

esbrinar com en l'embrió de vuit cél.lulas es produeixen les

restriccions que condueixen a la formació del blastocist.

Han proposat varis models per a explicar de quina manera les

cél.lules de la mórula coneixen la seva posició externa o

interna i per tant el camí de ci todiferenciació que han de

seguir.

Classicament es coneixen dues hipOtesis:

1) Hipótesi cLáes í.ca (segregation hypothesis) , suposa

que cél.lules diferents hereten substancies citoplasmatiques

diferents. Els blastómers, que primer són equipotents,

segons la posició que prenguin al' atzar, seguiran un camí

determinat de diferenciació (Dalcq, 1957).

2) Hipótesi epigenética (inside-outside hypothesis)

suposa que els blastómers esdevenen diferents com a resultat

de la seva

microambient.

posició en l'embrió

La determinació

i per

dependra

tant

de

del seu

factors

localitzats de distribució polar. Aquests poden estar en una

area del ci toplasma de l' ou segregant-se durant les

divisions següents,

(Ducibella, 1977).

o poden tenir un origen exogen

Segons la hipótesi epigenética els esdeveniments

morfogenétics de la compactació generen les condicions

requerides per a la citodiferenciació. Propasa que les

unions intercel.lulars apicals (zonular tight junctions)

impedeixen el pas lliure· de molécules creant-se així un
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microambient distintiu per a les cel.lules. EIs canvis del

microambient són captats per les cel.lules que responen

donant la massa cel.lular interna.

Diferents autors, consideren que aquesta hipótesi no és

valida ja que així ha indiquen diversos resultats (Johnson,

1979; Pedersen i Spindle, 1981). Hi ha pero, treballs

anteriors que apunten cap a l'existencia d'un factor

ambiental implicat en la determinació cel.lular deIs

blastomers (Tarkowski i Wroblewska, 1967; Wilson et al.,

1972; Hillman et al., 1972).

També la hipotesi classica es considera inadequada ja

que molts treballs demostren que els blastomers fins

l'estadi de trenenta-dues cel.lules no presenten cap tipus

de restricció. Ja Kelly l'any 1975 estudiant tots els

blastomers d'embrions de quatre i vuit cel.lules va

demostrar-ha. Posteriorment, s'ha vist que si es situen

experimentalment a la periferia els blastomers no polars de

l'embrió de setze cel.lules es polaritzen al contactar amb

les cel.lules asimétriques i donen. trofoblast (Ziomek i

Johnson, 1982¡ Johnson i Ziomek, 1983; Johnson, 1986). També

s'ha observat que en l'embrió de trenta-dues cel.lules els

blastomers polars poden generar cel.lules polars i no polars

(Balaquier i Pedersen, 1982; Ziomek i Johnson, 1983;

Johnson, 1986).

Ja que cap de les dues teories esmentades sembla

encertada, s'ha proposat une tercera hipotesi anomenada

hipótesi de la polaritiació (polarization hypothesis)
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(Johnson,1979). Segons ella, la polarització deIs vuit

blastó:mers durant la compact.actco produeix condicions

citoplasmatiques no equivalents. Aquestes condicions no són

determinatives fixant el camí a seguir per les cél.lules,

sinó que són diferenciatives guiant el seu destí. La

determinaci ó resultaria d'un augment d'esdeveniments

diferenciatius.

La hipótesi de la polarització, igual que la hipótesi

classica, apunta cap a l'existéncia de factors

citoplasmatics diferents. Introdueix, peró, una flexibilitat

que permet explicar la polarització observada en els

blastó:mers de vu
í

t, setze i trenta-dues cél. lules. Segons

aquesta hipótesi, els processos morfogenétics i

citodiferenciadors es donarien paral.lelament.

Encara que aquesta hipótesi s' ajusta a la maj or part

deIs resultats experimentals obtinguts, els estudis sobre la

determinació cel. lular de l' embrió continuen vigents.

Recent:ment, Fleming (1987) ha proposat que el número de

cél.lules que donen lloc al trofoblast o a la massa

cel.lular interna esta autorregulat pel propi embrió.

Marcant amb latex fluorescent mórules de setze

ce
í

• lules ha vist que in si tu el trofoblast deriva quasi

exclusivament (99%) deIs blastómers externs. L'origen de la

massa cel.lular interna varia. Un 75% d' aquestes cé l i Lu lee

provenen deIs blastómers no polars i la resta deIs polars.

L'embrió autorregula la relació trofoblast/massa

cel. lular interna. La mida de la població no polar de
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l'embrió de setze cel.lules influencia la quantitat de

cel.lules polars que donaran origen a cél.lules de la massa

cel.lular interna. La proporció de cel.lules de trofoblast i

de massa cel.lular interna es manté dintre d'un marge

limitat CHandyside, 1978; Surani i Barton, 1984; Chisholm et

al., 1985, Fleming 1987).

Aquest treball indica la totipoténcia

blastomers polars s'expressa

que

in situ pero no la

deIs

deIs

blastomers apolars. Aixó podria ser degut a les diferencies

de la superfície cel.lular d'ambdós tipus de blastomers. En

la morula de trenta-dues cél.lules (blastocist neixent) les

cel.lules precursores de la massa cel.lular interna es

troben totalment encerclades pel trofoblast, aquest

alllament podria ser el causant de la restricció (Fleming et

al., 1984).

També observa que les celo lules precursores del

trofoblast contribueixen a la formació de la massa cel.lular

interna, al tres treballs indiquen per al tre banda que les

cé Lv l u l ess totipotents de la massa cel.lular interna formen

part del llinatge cel.lular del trofoblast (Cruz i Pedersen,

1985) .

Segons Fleming (1987), la determinació de la mOrula per

a donar el blastocist vindria regulada per dues fases:

1) Establ iment de diferencies quanti tati ves entre els

blastomers precursors deIs llinatges cel.lulars (embrions de

vuit i setze cél.lules).
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2) Regulació quantitativa del llinatge cel.lular

(embrions des de setze a trenta-dues cél.lules>.
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LA IMPLANTACIO



Després del període d'existéncia lliure que acabem

d'estudiar, l'embrió dels mamífers necessita unir-se

íntimament als teixits materns per a continuar el seu

desenvolupament.

L'embrió un cop ha perdut la seva zona pel.lúcida

experimenta diferents canvis morfologics a nivell del

trofoblast. Paral.lelament l'epiteli uterí modifica la seva

superfí cie lliure per a establir un millor contacte amb

l' embrió. Amb l' adhesió del blastocist al' epi teli uterí

s'inicia el procés de la implantació.

Després que s'han unit el trofoblast i l'epiteli uterí

aquest úl tim es desnganxa de la seva lamina basal i es

produeix la penetració del trofoblast cap al' interior de

l'estroma uterí. Conjuntament, l'estroma es modifica

profundament donant un teixit especialitzat anomenat teixit

decidual. La decídua fara possible la implantació de

s' establira

l'embrió.

Les hormones esteroides, que són necessaries per al

en aquesta

després

zona la

de diversos canvis,

placenta definitiva de

l'embrió. Posterior:ment,

manteniment de la gestació, regulen tots els esdeveniments

succeits durant la implantació.
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HORMONES 1 GESTACIO



Les hormones són substancies produldes, generalment,

per distintes glandules endocrines en quantitats minúscules.

Actuen com a missatgers químics al ser transportades per la

sang fins als seus órgans efectors. Algunes d' elles poden

circular lliurement pel torrent sanguini, mentre que

d'altres necessiten unir-se a molécules transportadores.

Les hormones tenen un paper regulador de les activitats

fisiológiques i metabóliques en els vertebrats.

l. HORMONES ESTEROIDES

Les hormones esteroides deriven totes elles de la

molécula de colesterol. Entre elles s'hi traben els

estrógens o hormones sexuals femenines, i la progesterona.

El paper de les hormones esteroides és regular els

processos que es produeixen durant la gestació posant ordre

en la seqüéncia d'esdeveniments del desenvolupament. Aquest

mecanisme sincronitzador disminueix el risc i augmenta

l' eficiencia del sistema de reproducció. La sincroni tzació

de' la maduració del zigot i de l' úter permet que la

implantació, la gastrulació i la placentació posterior

tinguin éxit (Glasser et al., 1982),
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1.1. ELS ESTROGENS

Es paper deIs estrógens durant la gestació es coneix de

forma incompleta. Generalment es creu que ec on neceessár
í

s

per al manteniment de la gestació, peró es desconeix la seva

acció específica sobre l'úter i el creixement de l'embrió.

Durant la gestació s' han alllat més de vint estr6gens

en l'especie humana. Tots ells són esteriods fenólics amb un

anell aromatic i divuit atoms de carboni. Els més importants

són el 17�-estradiol i l'estrona (revisió en Berling, 1982).

En l' especie humana s' ha vist que els ni vells

d'estrógens augmenten durant la gestació. Ja en 1962,

Diczfalusy va descriure que el fetus i la placenta actuaven

coordinadament sintetitzant estrógens. Desenvolupa així el

comncepte d'unitat fetoplacentaria.

En al tres especies s' han reali tzat diferents treballs

in vivo i in vitro que han permee entendre millar l'acció

d' aquestes hormones. S' ha vist que els estrógens controlen

els canvis morfológics i bioquímics durant la implantació i

actuen en moltes ocasions coordinadament amb la

progesterona.

Estudis in vitro han mostrat que el trofoblast

d'embrions preimplantats pot sintetitzar 17�-estradiol a

partir de progesterona. A
í

xó fa pensar que in ut.ero, la

progesterona procedent del cos luti pot ser una font

end6gena per a la producció d'estrogens embrionaris (Heap et

al., 1981>.
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Els estrógens prodults pel trofoblast del blastocist

possiblement actuin com un senyal embrionari de l'estat

gestacional.

gestacional

Els teixits materns reconeixerien l'estat

a partir d'aquest senyal (Short, 1969;

Winteberger-Torres, 1978; Heap et al., 1981).

Durant la preimplantació es produeixen diferents

protelnes intrauterines tí piques de la gestació. La seva

secreció és dependent deIs nivells d' estrógens. Les

protelnes secretades a la llum uterina controlarien el

desenvolupament del blastocist, sent aquest un posssible

mecanisme d'acció de les hormones esteroides (Aitken, 1977;

Skipper et al., 1980; Bullock, 1981; Lejeune et al., 1982).

1,2, LA PROGESTERONA

La progesterona és indespensable per al manteniment de

la gestació Es produeix en el cos luti cvár
í

c , en el

trofoblast del blastocist i en la placenta.

La progesterona per a poder circular per l'organisme ha

d'unir-se a diferents protelnes específiques com l'albúmina

(Klopper i Fuchs, 1982).

La secreció de progesterona per part del cos luti és

essencial per a l' establiment i el manteniment de l' estat

gestacional. La progesterona indueix la diferenciació de

l'endometri durant la fase luteal del cicle reproductiu i és

indispensable per a la implantació (Psychoyos i Casimiri,

1980) .
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Per a que es produeixi la decidua els estrogens i la

progesterona han d' actuar combinadament. Es necessi ta una

primera dosi d'estrogens seguida d'un increment de

progesterona circulant. La progesterona regula la

sensibilitat de l'úter per decidualitzar-se i els estrogens

els canvis que es produeixen (Nelson i Pfiffner, 1930;

Yochim i De Feo, 1962, 1963; Finn i Martin, 1972; Villee et

al., 1981).

2. LES PROSTAGLANDINES

Les prostaglandines constitueixen un grup de compostos

amb accions semblants a les de les hormones esteroides. A

diferéncia d' aquestes, na es produeixen en gléndules

endocrines, encara que es sintetitzen en molts teixits

diferents.

Les prostaglandines no poden considerar-se com hormones

veritables, pero la seva acció, en malts teixits, esté

íntimament relacionada amb els processos endocrins. Són

écids greixosos insaturats i es basen en l'esquelet de vint

carbonis de l'écid prostanoic (revisió en Fuchs, 1982).

Les prostaglandines, junt amb les hormones esteriodes,

són necesséries per a la producció del teixit decidual

(Saksena et al., 1976). Recentment, s'ha vist que elles

sales poden iniciar la reacció decidual quan actuen en
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Tanbé estan implicades en el control de la

nivells alts sobre cel.lules uterines humanes (Kennedy,

1986) .

vascularització de l'endometri durant la gestació. just

abans de la implantació de l'embrió es produeixen canvis en

la vascularització de l'úter gestant (Psychoyos, 1973).

Aquests canvis, que són indispensables per a la formació de

la decidua estan regulats per les prostaglandines (Kennedy i

Armstrong, 1981; Kennedy, 1983).

Les prostaglandines actuarien durant la gestació

conjuntament amb les al tres hormones per a permetre la

implantació del blastocist.

3. LA PROLACTINA HUMANA

La prolactina es coneix des de 1933 en que es va veure

que extractes hipofisaris podien induir la secreció lactica

de la glandula mamaria (Riddle et al., 1933).

La prolactina és una hormona d'estructura proteica. Té

un pes molecular de 20 Kd i el seu punt isoelectric esta

entre pH 5.2 i 6.4.

Actua sobre diferents órgans efectors per sinergia amb,

o per inhibició, d'altres hormones. Sobre l'ovari pot tenir

acció luteolí tica o luteotrópica. In vitro la producció de

progesterona per les cel.lules de la granulosa requereix una
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contribució baixa de prolactina ja que les concentracions

altes actuen inhibint-la (Saxena, 1982).

Les cél.lules de la decidua humana sinteti tzen

prolactina. In vi tro aquesta sí ntesi és dependent de la

progesterona (Masler et al., 1986).

Aquestes observacions indiquen un possible sistema

coordinat de la progesterona i la prolactina per al

manteniment de la gestació.

r·- I � ii/.i#.t­
'fiti'
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\
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L'EMBRIO

IMPLANTACIO

1 L'ENDOMETRI EN LA



El sistema endoerí sincronitza a l'organisme matern i a

l' embrió per a que es pugui dur a terme la gestació. La

matriu grAvida durant la implantació experimenta una série

de eanvis estructural s que venen determinats per la

preséncia del blastocist en la llum uterina. El blastocist

envia un senyal deeiduali tzador a la matriu materna

iniciant-se així els esdeveniments relaeinats amb la

implantació.

1. SENYALS DECIDUALITZADORS

La reacció decidual es produeix durant la gestació com

a resposta a la preséncia del blastocist en l' úter matern,

pero també pot produir-se eom a resposta a estímuls

artifieials.

Els estímuls artificials que provoquen la

deciduali tzació poden ser tant de tipus físic com químie.

Tots ells produeixen el trencament de les cél.lules de

l' epiteli uterí. Les eél.lules epi telials destruides poden

alliberar algun tipus d'estímul que determini la formació de

la formació de la decidua (Thibault, 1978¡ Lundkvist i

Nilsson, 1982).

Un d' aquests estí muls artificials és el CO,::: o l' aire

rie en ello L'embrió durant l'iniei de la implantaeió

metaboli tza grans quanti tats de glicosa (Nilsson et al.,

1980). El C02 resul tant d' aquest metabolisme podria ser un
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factor implicat en la deciduali tzació durant la gestació

(Hetherigton, 1973).

El senyal embrionari que pot actuar directament sobre

1 I endometri provocant la reacció decidual és la producció

. d' estrógens per part de 1 I embrió. Dóna suport a aquesta

hipótesi el trobar just abans de la implantació un increment

deIs receptors per estrógens i progesterona en els llocs on

es pr-odu
í

rá la implantació (Logeat et al., 1980j Villee et

al., 1981).

Encara que no coneguem amb certesa quin és el mecanisme

utilitzat per l'embrió per a provocar la decidua, sabem que

el seu senyal és més potent que el deIs estímuls

artificials, j a que embrions que soIs tenen un viuté del

número normal de cél.lules s' implanten en l' úter (Rossant,

1976).

Totes les dades apunten cap a la idea de que és el

trofoblast l' encarregat d' enviar el primer senyal a

l'organisme materno Vesícules de trofoblast isolat poden

provocar la decidua en femelles pseudogestants, mentre que

masses cel.lulars internes no donen aquesta reacció

(Gardner, 1972). La massa cel. lular interna és únicament

necessaria per al desenvolupament de les vesícules de

trofoblast implantades i la subsegüent formació del con

ectoplacentari (Gardner et al., 197�).

:.�, .'
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2. PRIMERES FASES DE LA IMPLANTACIO

2.1. L'EMBRIO

En les especies amb ovulacions múltiples els embrions

abans d'implantar-se són distribuits al llarg de la matrui.

Es la matriu qui s'encarrega de la distribució deIs embrions

mitjan�ant una serie de contraccions musculars (Thibault,

1978) .

Un cop els embrions han estat distribui ts prenen una

posició definitiva dintre de la llum uterina. En aquest lloc

iniciara el contacte amb l'endometri matern i s'implantara.

L'embrió queda immobilitzat quan encara té la seva zona

pelo lúcida la qual cosa indica que l' adopció d' una posició

fixa no depen de l'establiment d'unions intercel.lulars

(Enders, 1975). En aquesta fase l'embrió envia a la mare el

senyal de decidualització que fara que s'inicli el procés de

la implantació (Lundkvist i Nilsson, 1984).

A continuació l' embrió perd la seva zona pelo lúcida.

Aquesta perdua resulta de la intervenció conjunta de

l'endometri i del blastocist. La contribució de l'endometri

és principalment enz í.mat
í

ca i la de l' embrió principalment

mecanica (Thibault, 1978).

Un cop deslliurat de la zona pel.lúcida l'embrió

s' adhereix al' epi teli uterí. Les cé Lv Lu Lea de trofoblast

que presenten petits microvillis canvien la seva morfologia.

Les microvellositats desapareixen o s'arrodoneixen. La
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mateixa transformació s'observa a nivell de les cél.lules de

l'epiteli uterí. Les dues superfícies cel.lulars contacten

íntimament observant-se la presencia d'estructures semblants

a desmosomes (Nilsson. 1967¡ Psychoyos i Mandon. 1971¡

Morris et al .• 1982).

2.2. ACTIVITAT DE LES CEL,LULES

EPITELIALS

Les cél.lules de l' epi teli uterí durant la

preimplantació experimenten diferents canvis morfolegics i

bioquímies. S' observa acti vi tat pinici tesica i exocit
ó

s
í

ca

per part d'aquestes cél.lules que es fa maxima poc abans de

la implantació.

A l'inici de la gestació es dóna l'oclusió de la llum

uterina degut a que l'estroma uterí esdevé edematós. Aquesta

oclusió s'acompanya de la disminució del líquid uterí

<Psychoyos. 1973).

L' embrió quan encara té la zona pelo lúcida es

immobili tzat dintre de la matriu. S' ha vist que en la zona

on s'implanta l'embrió les glAndules uterines s'obren

desenvolupant-se una papil.la i omplint-se la llum

glandular. Es creu que aquest pot ser un mecanisme per a

immobili tzar el blastocist sobre l' epiteli uterí (Guillomot

i Guay. 1982).

Durant la preimplantació hi ha vesícules de pinocitosi

en l'extrem lliure de la cél.lula epitelial. L'activitat '_.-'
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pinoci t
ó

s
í

ca es fa maxí ma el dia de la implantació. Pot

estar associada a les modificacions quantitatives i

quali tati ves del fluid uterí durant la preimplantació així

com amb la nutrició del blastocist (Parr i Parr, 1974, 1977,

1978; Enders, 1976¡ Guillomot i Guay, 1982).

També en aquest període s'observa exocitosi per part de

les cél.lules epitelials cap a la llum uterina juntament amb

una augment de l' activi tat glandular. D' aquesta manera la

matriu pot 11iurar substancies que controlin el

desenvolupament de l'embrió (Given i Enders, 1980).

Les cel.lules epitelials que s'uniran a l'embrió tenen

partícules intermembranoses de mida i número roaxims al

moment de la implantació (O' Grady i Be 11 , 1977; Murphy et

al., 1982), així com un augment del colesterol en la

membrana plasmatica apical (Murphy i Martin, 1985).

L'endocitosi no so ls s' ha descrit a nivell de la

membrana apical de la celo lula epitelial sinó que durant

aquesta fase també hi ha endocitosi an les seves membranes

laterals i basal. D' aquesta manera la cel.lula pot captar

substancies que li arriben per via sanguínia, transportar­

les fins l'extrem apical de la cél.lula i lliurar-les a la

llum uterina per exocitosi (Parr, 1980).

Un mecanisme semblant es produiria gr ácf es a l' acció

deIs lisosomes epitelials. Durant els primers estadis de la

gestació les cel.lules epitelials tenen lisosomes que el dia

de la implantació es fusionen amb vesícules d'endocitosi de

la superfície apical de la celo lula cPar-r i Parr, 19'74; '_ .
.'
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Enders i Given, 1977). La fusió d'aquestes vesícules amb els

lisosomes permetria la degradació de macromolécules del

fluid de la llum uterina donant compostos de baix pes

molecular que serien lliurats de la cel.lula per exocitosi.

Aquests compostos serien utilitzats com a nutrients per

l'embrió (Parr i Parr, 1974, 1978).

Tots els procesos esmentats posen de manifest la gran

activi tat de les cel.lules epi telials de la matriu en el

moment de la implantació. Després d'aquesta fase es comporta

de manera semblant a com ha fa durant el cicle ovaric

normal.

2,3, FORMACIO DE LA CAM8RA

D'IMPLANTACIO

Quan l'embrió pren la seva posició definitiva en l'úter

s'obeeva l'aparició d'una fosseta en la mucosa uterina

(Enders, 1975). Aquest és l'inici de la cambra

d'implantació.

S'anomena cambra d'implantació al lloc on quedara

implantat l'embrió i tindrA lloc el seu desevolupament.

Prenen part en la formació de la cambra d' implantació les

cel.lules epitelials i estromals de la mucosa uterina.

Al principi de la gestació les cé I v Lu Lea de la mucosa

uterina formen la cambra d' implantació que conté l' embrió.

Les cel.lules epitilials que delimiten la cambra degeneren i

la llum uterina mesometrial a l' embrió s' obli tera fins que ';
__

,
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la llum de la matriu esdevé discontínua (Welsh i Enders,

1983) .

La formació d' aquests espais ve donada per un

creixement diferencial deIs teixits uterins. Els vasos

sanguinis presents a la cambra d'implantació es troben molt

més espaiats que en la resta de la matriu. Aixó es deu a la

hidratació deIs teixi ts i a l' increment de la permeabili tat

vascular en aquests llocs (Rogers et al., 1982).

La permeabili tat esta regulada, com j a hem vist, per

les prostaglandines, la qual cosa fa indispensable la seva

participació per a la correcta implantació de l'embrió.

2,4, PERDUA DE L'EPITELI UTERI

Un cop el trofoblast s'ha adherit a l'epiteli les

cel.lules es transformen en deciduals. Després les cel.lules

epi telials que envol ten el blastocist es desenganxen de la

membrana basal i són fagoci tades pel trofoblast (Enders i

Schlafke, 1967¡ Tachi et al., 1970).

En observar que el trofoblast fagocitava les cel.lules

epi telials va surgir la controversia de si aquesta

fagoci tosi era la causa de la pérdua de l' epi teli , o si

l'epiteli degenerava i després era fagocitat. Tots els

treballs realitzats al respecte donen suport a aquesta

última idea.

Les cé Lv Lu Less epi telials esdevenen necrótiques i

degeneren poc després del contacte amb l' embrió. En
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l'interior d'aquestes cel.lules es troben autofagosomes

CSmith i Wilson, 1974¡ El-Shershaby i Hinchliffe, 1975) així

com enzims lisosomals actius CMoulton, 1974¡ Koulton et al.,

1978) que indiquen un procés d'autodigestió.

Un cop s'han desenganxat de la membrana basal les

cel.lules del trofoblast les digereixen, trobant-se restes

de cel.lules epitelials en el seu interior (Mulnard, 1967).

2.5. LES' CEL . LULES ESTROMALS. FORMAC 1 O

DE LA DECIDUA

Quan l'embrió esta envoltat per la zona pel.lúcida

s' observen els primers signes de la formació del teixi t

deci dual. Les ce 1 . 1 u 1es de l' estroma, com a resposta al

senyal decidualitzador de l'embrió, experimenten canvis

específics en els seus nucleols CLundkvist i Nilsson, 1984).

També en aquest moment es produeix un augment en la

concentració de receptors nuclears per l'estradiol i la

progesterona en els lIDes d'implantació CLogeat et al.,

1980) ,

L' embrió perd la zona pelo lúcida i s' adhereix a les

ce l v Iu Las epi telials. En aquest moment les cel.lules

estromals que envolten l'embrió es transformen en cel.lules

deciduals constituint-se l'anomenada zona deci�ual primaria

CKrehbiel, 1937).

La decidua primaria és transitoria i totalment

avascular. Esta formada per cel.lules estromals poligonals �
...

'
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unides entre elles per gap junctions. Les unions

intercel.lulars permeten que els estímuls decidualitzadors i

alguns nutrients puguin passar r-ap
í

da i homogéniament per

aquest teixit (F'í nn i Lawn, 1967; Kleinfeld et al., 1976;

Brokelman i Biggers, 1979; Welsh i Enders, 1985).

Un cop s'ha format la decidua primaria es produeix la

pérdua de l' epi t.eli uterí. La decidua primaria, degut a

l'abséncia de capil.lars, és impermeable a molécules d'alt

pes molecular no permetent el seu pas des de la sang materna

cap a l'epiteli. D' aquesta forma pot actuar isolant

l'epiteli i contribuir així a la seva separació de la lamina

basal (Rogers et al., 1983). De la mateixa manera, pot tenir

una funció protectora per al' embrió que encara no té ben

desenvolupades les seves membranes de protecció com són

l'endoderm parietal i la membrana de Reichert <Parr i Parr,

1980) .

Després de la pérdua de l'epiteli, les cél.lules del

trofoblast es si tuen adj acents a la lamina basal de les

cél.lules epi tel1als. No s' observa mai cap prolongació del

trofoblast que passi a través d'aquesta lamina en direcció a

les cél.lules deciduals. Contrariament, es veu que són les

cél.lules de l' estroma les que trenquen la membrana basal

per anar a contactar amb l'embrió. Aquest fet evidencia que

el trencament de la lamina basal és independent del contacte

de les cél.lules de la decidua amb el trofoblast i que és un

procés d' origen matern (Schlafke et al., 1983; Schlafke et

al., 1985; Welsh i Enders, 1987).
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La formació del teixi t decidual esta relacionada amb

processos de degradació i de síntesi. Durant la

decidualització hi ha activitat lisosomal en els lIDes

d' implantació que determina la disminució de les fibres de

col.lagena en aquesta zona (Fainstat, 1963; Martello i

Abrahamsohn, 1980).

En el ratolí el dia de la implantació (dia 4) les

escases fibres de col.lagena existents són substituides per

fibres llargues i primes que encerclen les cel.lules

deciduals. Aquestes fibres són produldes per la decidua

remodelant-se així el teixi t conectiu. Aquesta remodelació

és important per a la reorganització de les cel.lules

estromals en teixi t decidual i per a la Lmp l arrtac í.ó de

l'embrió (Kartello i Abrahamsohn, 1980).

2,6, INVOLUCIO DE LA OECIDUA PRIMARIA

A mesura que l'elIlbrió va creixent i desenvolupant-se la

decidua va transformant-se fins a formar un sistema vascular

per a aportar-li els nutrients necessaris.

La decidua primaria avascular, que actuava com a filtre

de substancies de la mare cap al tetus, va degenerant i es

van formant en aquesta zona petits vasos sanguinis.

La degradació de la decidua primaria esta relacionada

amb l' aparició d' autofagoso:mes en les oe l v Lu Less deciduals.

Les cel.lules de l' estroma tenen lisosomes que degraden

progresivament les fibres de co l c Lágena que abans havien �,.'
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sintetitzat per a formar la cambra d'implantació (Simoes et

al., 1984; Abrahamsohn, 1983).

Les cé L, lules deciduals després de travessar la

membrana basal residual de l'epiteli uterí contacten amb el

trofoblast de l' embrió (Tekelioglu-uysal et al., 1975). A

continuació les oé Lv Lu Less deciduals que estan en contacte

amb l'embrió experimenten canvis degeneratius, veient-se en

aquesta zona l'absencia de fibres (Katz i Abrahamsohn, 1981;

Welsh i Enders, 1987).

Hi ha condensació deIs continguts ci toplas:matics,

fragmentació de les ce l v Iu Lea i fagoci tosi deIs fragments

per part del trofoblast (Glass et al, 1983; Welsh i Enders,

1987).

En les primeres fases de la gestació, poc després de la

implantació, el trofoblast mural, la membrana de Reichert i

l' endoderma parietal, actuen conjuntament com a placenta

primerenca (parietal yolk sac placenta) (Carpenter, 1980;

Jollie, 1986).

S' ha vist que les cé I i Lu Lea del trofoblast mural que

integren la placenta de l' endoderma parietal, formen una

xarxa de canals que distribueixen la sang materna a través

d' aquesta placenta cap a l' embrió (Carpenter, 1980; Parr i

Parr, 1986). La membrana de Reichert probablement actua com

a barrera selectiva al pas de material de la sang materna a

través deIs espais del trofoblast (Carpenter, 1980).

La formació d'aquesta xarxa de vasos s'ha estudiat

recentment. S' ha pogut observar que mentre es produeix la .
,
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degradació de la decidua primaria algunes cél.lules

deciduals s'interposen entre les cél.lules endotelials deIs

vasos materns. El trofoblast té accés als vasos de la mare

reerapLacarrt les cél.lules deciduals o introduint-se entre

les cél.lules endotelials. Els vasos materns es troben

colapsats fins al moment en que el trofoblast hi penetra. La

formació de la xarxa de vasos del trofoblast depén, per

tant, de l' organisme matern i de l' embrió (Welsh i Enders,

1987) .

Com hem vist, l' organisme matern pren part activa en

tots els processos implicats en el desenvolupament

embrionari, no únicament durant i després de la imp1antació,

en que és indispensable el seu concurs, sinó inclús abans

d'e11a sincronitzant e1s diferents esdeveniments.

Es cIar que durant la gestació existeixen mecanismes

complexos que controlen el desenvolupament de l'embrió.

L'embrió esta sotmés a un control epigenétic per part de la

mare que guia el seu camí de diferenciació.
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TUMORS DE CEL.LULES

GERMINALS

:"".'



ORIGEN DELS TUMORS TESTICULARS



El tumor que es troba amb més freqüéncia en un órgan,

deri va normalment de les seves cél.lules principals

parenquimatoses que en el testicle són les cél.lules

germinals. Aquestes cél.lules es traben en un procés dinamic

de constant maduració (Mostofi i Price, 1973) . Aixó

implicaria, en part, la pluralitat deIs tumors derivats

d'aquestes cél.lules.

A nivell deIs túbuls seminífers hi trobem les cél.lules

de Sertoli i els espermatogonis. Els espermatogonis deriven

de les cel.lules germinals primordials.

L'espermatogoni és una cél.lula mitóticament activa que

esta situada sobre la membrana basal del túbul seminí fer.

Després d' u na serie de divisions es transforma en

espermatócit i aquest va des de la membrana basal fins a una

posició més propera a la llum del túbul on porta a terme les

divisions meiótiques. En la segona divisió meiótica es

formen les espermAtides que donaran lloc als espermatozoides

sense passar per cap altra divisió cel.lular (Rooij, 1983).

Degut a aquesta dinamica cel.lular, es fa difícil

coneixer l'origen exacte deIs tumors derivats de les

cel.lules germinals. La majoria deIs treballs peró, fan

pensar en un origen COIDÚ a nivell de la cé l . lula germinal

primordial,

diversitat

que reflexa la seva

de patrons histologics

pluripotencia en la

deIs tumors (Stevens,

1967a, 1967b¡ Peckham, 1981; BroWD, 1983). Aquesta teoria

expl ica també l' origen de Ls tumors extragonadals que

provindrien d'errors en la migració de les cel.lules
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germinals durant la vida fetal (Packham, 1981; Linder,

1983). Hi ha autors pero, que creuen que el seminoma

derivaria de les cé l c Lu Lea germinals i la resta de tumors

tindrien el seu origen en blastomers despla�ats de les

influencies reguladores durant el desenvolupament primerenc

(Collins i Pugh, 1964¡ Villis, 1967).

Són de destacar els treballs reali tzats per Stevens

(1964, 1970) que donen suport a les dues teories a l'obtenir

teratocarcinomes mitjan�ant l'empelt en zones ectopiques,

tant de blastocists com de crestes geni tals primi ti ves de

ratolí a animals isogenics adults.

Pierce (1966) observa que els seminomes humans

presenten cel.lules de la línia espermatogenica en distints

graus de diferenciació i que la ultraestructura de les

cel.lules indiferenciades d'aquest tumor és equivalent a la

de la cé L Lu La germinal primordial. El seminoma derivaria,

per tant, de les cé l i Iu Lee germinals primordials ja

determinades a diferenciar-se en cel.lules espermatiques.

Aquests tumors tenen el seu origen en els túbuls

seminífers com ho confirma el fet d'observar nius de

cé Lv l u lee de carcinoma embrionari en continui tat amb

l'epiteli germinal del testicle en fetus de ratolins de la

soca isogenica 129/Sv, soca que presenta una incidencia del

8% de teratomes testiculars espontanis originats durant la

fase embrionaria. També és consistent amb aquesta idea el

fet d' obtenir en un 80-90% deIs casos tumors en animals

d'aquesta soca quan es transplanten crestes genitals de
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ratolí de 12.5 dies a testicle de ratolí adult (Stevens,

1964, 1970).

Juntament, s' ha establert a nivell ul traestructural el

paral.lelisme entre les cél. lules primordials fetals i les

cél.lules embrionaries de ratolí (Pierce i Beals, 1964).

En 1 I espécie humana s' ha descri t el carcinoma in si tu

deIs tumors testiculars com a cél.lules germinals

intratubulars amb canvis compatibles amb la malignitat. Així

mateix, s' ha observat que la mei tat deIs malal ts afectats

per aquest tumor desenvolupen un tumor germinal invasor

(Skakkebaek, 1972, 1975; Peckham, 1981). Aquestes dades

confirmen la validesa deIs treballs experimentals realitzats

sobre l'origen deIs tumors testiculars

Encara que no sabem amb certesa quina és la cél.lula a

partir de la qué s'originen els tumors de cél.lules

germinals, es pot afirmar que tenen el seu origen en una

cél.lula comuna malgrat la seva diversitat histologica.
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CLASSIFICACIO DELS TUMORS DERIVATS DE

LES CEL.LULES GERMINALS



Hi ha diferents classificacions de l s tumars de

cel.lules germinals atenent a diversos cri teris. En aquest

treball seguirem la nomenclatura proposada per la Yorl d

Health Organization (WHO) que es basa únicament en criteris

histologics i creu en l'origen comú d'aquests tumors a

partir de les cé l , lules germinals (Mostofi i Price, 1973;

Mostofi i Sobin, 1977; Mostofi, 1980).

La classificació WHO que exposarem a continuació tracta

deIs caracters comuns deIs tumors germinals en les diferents

especies estudiades.

Els tumors de cel.lules germinals es classifiquen com

segueix:

A. TUMORS FORMATS fER [[ � TIPUS HISTOLOGIC

Al. Semi noma

Es el tumor de cel.lules germinals més freqüent.

Macroscopicament, esta format per un teixit de color

blanquinós homogeni i lobulat. Microscopicament, esta

composat per una població uniforme de cel.lules amb membrana

citoplasmatica evident, citoplasma cIar amb granuls de

glucogen en el seu interior. El nucli és de localització

central hipercromatic i arrodonit. L'estroma té graus

variables de reacció limfoci tar
í

a i/o granulomatosa.

L'hormona fol.licle estimulanr (FSH) pot trobar-se elevada,
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peró tant l'a-fetoprotelna (AFP) com la gonadotrofina

coriónica (HCG) són negatives en el teixit, sérum i orina.

A2. Seminoma espermatocític

La gr-andár
í

a de les cél.lules varia des de la d' un

limfóci t a la d' una cél. lula gegant. S' observen abundoses

mitosis. Abséncia de glucogen en el citoplasma que és

eosinófil i envol ta a un nucli de forma arrodonida. Les

cél.lules· de menor mida recorden espermatides, i molt

rarament es troba reacció limfocitaria en l'estroma del

tumor.

A3. CarcinOma embrionari iCEL

El tumor tallat presenta macroscópicament un aspecte

heterogeni amb zones granulars o llises de color blanc

grisós juntament amb áreas de necrosi i hemorragia. La

cápsu l a és poc evident o absent fent difícil la demarcació

del tumor.

JUcroscópicament, és un teixi t format per cél.lules

epi telials de gran mida i aspecte primi ti u amb membrana

citoplasmatica no visible i citoplasma cIar, abundós i denso

Aquestes cél.lules poden adoptar un patró acinar,

tubular, papil.lar o sólido Un d'aquests patrons pot

predominar en el tumor, per
ó

freqüentment se n'observa més

d'un.
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Les cél.lules de carcinoma embrionari poden formar

estructures pseudoglandulars que del imi ten espais de forma

irregular. A vegades, en l'interior d'aquests espais en el

citoplasma de les cél.lules que els limiten es troben

glóbuls hialins PAS positius i molt rarament, aquests

glóbuls tenen reacció positiva per l'AFP en la

immunohistoquímica (Nakakuma et al., 1983).

L'estroma del carcinoma embrionari és variable: pot ser

escas, edematós, fibrós, hialinitzat o molt cel.lular

adoptant un aspecte sarcomatós. També pot trobar-se en

l'estrúma mesénquima primitiu neoplasic, i molt rarament

presenta reacció limfocitaria

En determinats casos, aquests tumors poden associar-se

a una elevació de 1 I AFP en el sérum. Alguns carcinomes

embrionaris poden contenir cél.lules sincicitrofoblastiques

posi ti ves per a 1 I HCG¡ si no es troben ár-ees de

coriocarcinoma es classifica al tumor com carcinoma

embrionari amb cél.lules sincicitrofoblastiques.

A4. Tumor del.. aí. endodérmic c. mesoblastoma vitelo lí (Y.J2l.Jr.

� tumor, %.SI)

La superfície de tall d'aquest tumor és blanca grisosa,

d' aspecte mucinós amb arees quistoses i henor rág
í

quea. La

histologia recorda a la placenta deIs rosegadors i mostra un

patró característic format per anastomosi d'espais
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glandulars envoltats per cél.lules aplanades, cuboides o

columnars que alternen amb arees més cel.lulars.

Pot trobar-se un patró polivesicular vitel.lí on

s'observen vesícules envoltades per cél.lules

mesotelimatoses i cél.lules columnars altes semblants a les

de la membrana de Reuser o membrana exocel.lómica.

En el tumor de si endodérmic també poden trobar-se els

denominats cossos de Shiller-Duval, formats per un eix

fi brovascular envol tat per cél. lules columnars projectades

cap a l' interior d' un espai quistós el contorn intern del

qual esta format per cél.lules aplanades. Aquestes

estructures semblen gloméruls primi tius i són

característiques del tumor de si endodérmic huma.

Les cél.lules del tumor de si endodérmic presenten

caracterí stiques tí piques de les cél.lules de l' endoderma

embrionari com són la capaci tat per a sinteti tzar grans

quantitats de membrana basal i produir AFP.

Hi ha certes diferéncies entre el tumor de si

endodérmic huma i el múrid: Les cél.lules del tumor de

ratolí no formen cossos de Shiller-Duval i no tenen

capacitat per a excretar, peró si per a sintetitzar, AFP¡

per aixó en els espais extracel.lulars deIs tumors IDÚrids no

hi ha AFP i sí es traba en els tumors humans <Damj anov,

1973) .

A5. Poliembrioma

-66-



Tumor format predominantment per cossos embrioids

semblants a embrions d'una a dues setmanes de gestació

(especie humana).

Nacroscópicament, és un tumor encapsulat de color marró

fosc, sólid amb petites arees quistoses. L' ana l
í

s
í

histológica mostra nombrosos cossos embrioids formats per un

disc cel.lular amb una cavi tat central ("cavi tat amnica") i

una estructura tubular adossada (IIcavi tat celo lómica") de

cél.lules de tipus endodérmico Els cossos embrioids estan

envol tats per escas mesenquima on poden observar-se

cel.lules ci totrofoblastiques i sincici trofobIastiques. El

disc pot estar constituit per una o varies capes de

cél.lules epi teloides. La morfologia de les cél.lules que

envol ten la 11 cavi tat ámn
í

ca" és molt semblant a la de les

cél.lules ectodermiques (columnars). Per fora d'aquesta

línia cel.lular poden trobar-se cel.lules de tipus

mesodérmic i d'endoderma extraembrionari.

En aquest tumor pot trobar-se també teixit madur

diferenciat peró no es troba continuitat de desenvolupament

entre el teixit madur i els cossos embrioids (Takeda et al.,

1982) .

A6. Cpriocarcinoma

El seu aspecte macroscopic és el d' una massa

hemorragica amb zones de color blanc grisos en la periféria.
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Kicroscópicament esta format per dos tipus cel.lulars:

cel.lules sincicitrofoblastiques i citotrofoblastiques

Es troben arees que caricaturen vellositats corials amb

zones centrals formades per grups de cel.lules amb

citolplasma c lar , membrana citoplasmatica visible i nucli

vesiculat (cél.lules citotrofoblastiques). Aquestes

ce l . lules estan envol tades per cé l v l.u Lee gegants

mul tinucleades, amb nucléol hipercromatic i irregular; el

ci toplasma és eosinófil amb vacúols de mida variable que

contenen un material eosinófil i a vegades eritrócits

(cel.lules sincicitrofoblAstiques).

En les zones més sólides del tumor ambdós tipus

cel.lulars es troben mesclats.

Es típic d'aquest tumor trobar títols elevats d'HCG en

serum i orina juntament amb una AFP negativa. En la

immunohistoquímica l' HCG pot detectar-se en l' interior de

les cel.lules sincicitrofoblastiques.

A7. Teratoma

1(acroscópi cament, en la superfí cie de tall es troben

nombrosos quists de mida variable plens

clara, gelatinosa o mucinosa. La

d' una substancia

microscopia és

característica i revela nombrosos tipus de teixits derivats

de les tres capes primigénies (endoderma, mesoderma i

ectoderma) .

Aquests tumors es divideixen en tres grups:
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a) Teratoma maduro Esta format únicament per teixi ts

ben diferenciats que poden adoptar una disposició organoide.

Els derivats neuroectodérmics constitueixen un deis teixits

diferenciats més freqüents i s'utilitzen com a indicadors de

la maduresa del tumor. El que s'observa amb més freqüéncia

és pell, trabécules ossies i masses de teixit glial (Nogales

i Aguilar, 1983).

b) Teratoma i:m:madur. Esta format per teixits

embrionaris que no assoleixen la diferenciació completa. En

aquest cas, el teixi t neuroectodérmic és també el

predominant pero es troba freqüentment teixit cerebral de

tipus embrionari consistent en plaques neuroepi telials que

poden formar estructures tubulars semblants a túbuls neurals

primerencs, i vesícules cerebrals (Nogales i Aguilar, 1983).

c) Teratoma amb transformació maligna. Pot succeir que

algun deIs elements madurs del teratoma es torni maligne i

dongui un nou tumor.

Tant en el sérum com en els teixits l'AFP i l'HCG són

negatives.

B. TUMORS FORMATS EER �� TIPUS HISTOLOGIC

Bl. Teratpcarcinoma

Esta format per la combinació de carcinoma embrionari i

teratoma. Es el tumor mixt més freqüent.
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B2. Coriocarcinoma L� altre tipus tissular

S'han d'especificar els dos tipus tumorals.

En nombrosos tumors malignes de cél.lules germinals

poden observar-se cél.lules sincicitrofoblastiques alllades

o en grups. Aixó també es fa constar a l'hora d'anomenar el

tumor.

B3. Altres cOmbinaciqns
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MARCADORS DELS TUMORS DE CEL,LULES

GERMINALS



Els dos marcadors més utili tzats per a l' estudi deIs

tumors malignes de cél.lules germinals són l'a-fetoprotelna

(AFP) i la gonadotrofina cor
í ó

ntca (HCG) Oavadpour, 1980a;

Kohn i Raghavan, 1981). Aquests marcadors poden determinar-

se en sang mitjan�ant la técnica del radioimmunoassaig (RIA)

(Waldmann i Kclntires, 1974).

Quan els ti tols del marcador en el sérum no són prou

alts es pot utilitzar la técnica d'immunohistoquímica

directament sobre el teixit (Javadpour, 1980b) per a

determinar la preséncia del marcador.

Els marcadors tumorals, a l'igual que les

classificacions de tumors, s'han desenvolupat al voltant de

la clínica humana. Actualment pero, existeixen multitud de

marcadors utili tzats per a estudiar els tumors

experimentals. Per a poder detectar les molécules utiltzades

com a marcadors slhan obtingut diversos anticossos

monoespecí fics o monoclonals dirigi ts cap a elles. De la

mateixa manera, Si util i tzen tincions especials o técniques

enzimatiques característiques.

l. L'AFP

Es una molécula mol t conservada a nivell de l' escala

zoologica. S'ha estudiat en diferents espécies com són:

llhome, el ratolí o el pollastre. De tota manera, coneixem
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millar les seves característiques a nivell de la nostra

especie i per aixo parlarem de l'AFP humana.

Es una glucoprotelna de pes molecular situat entre 66 i

72 Kd¡ la seva motili tat electroforética és igual que la de

l'al-globulina. En el fetus es traba normalment en el fetge

i en els organs derivats de l'endoderma. També en el ratolí

es traba en els teixi ts endodérmics (Dziadek i Adamson,

1978¡ Dziadek, 1978).

En l'home el valor normal d'AFP en el sérum d'un

indi vidu adul t és d' 1 a 16}lg/l i pot trabar-se un tí tal

superior durant l'embaras, primera infancia, malalties

hepatiques no neoplasiques, defectes congénits del tub

neural, neoplasies malignes digestives, carcinoma

hepatocel.lular i tumors malignes de cél.lules germinals.

No es coneix exacta:ment la funció de l' AFP durant la

vida embrionaria peró es creu que podria intervenir en

diferents processos (Heyderman, 1983):

- homeóstasi, amb una funció semblant a la de l' al búmina.

L'AFP actuaria transportant altres molécules proteiques

intervenint en l'osmorregulació.

- unió d' hormones estrogeniques maternes protegint així al

fetus de l'acció deIs estrógens.

- immunasupressió i bloqueig de la reacció de rebuig de la

mare contra el fetus.

- control del creixement

- organi tzació tissular actuant com a senyal iniciador de

diversos mecanismes durant l'estadi fetal.
:.., .�
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En els tumors de cél.lules germinals l' AFP es troba

elevada en el serum i és positiva en els teixits que

contenen tumor de si endodermic, cel.lules endodermiques de

teratoma i a vegades en les ce Lv Lu Les de carcinoma

embrionari que estan disposades en un patró glandular,

quistós o trabecular. No es troba en el carcinoma embrionari

sólido Les cel.lules de carcinoma embrionari positives per a

l'AFP estarien determinades cap a endoderma CTalerman, 1980

Korinaga et al., 1983).

2, L'HCG

Es una hormona glucoproteica sintetitzada normalment

per les cel.lules sincicitrofoblastiques de la placenta,

encara que també poden sintetitzar-la les cél.lules del

citotrofoblast CPierce, 1963).

L' HCG esta formada per dues subuni tats: una cadena ex

comuna amb la de l' FSH i l' LH de 14.9 Kd de pes, i una

cedena j3 de 23 Kd, que li dóna l' especifici tat biológica

CKohn i Ragavan, 1981; Mann i Karl, 1983).

Aquesta hormona es traba tí picament en el sérum de

malalts portadors d'un coriocarcinoma. La immunohistoquímica

mostra la locali t.zacf
ó

de l' HCG al' interior de les

cél.lules gegants sincicitrofoblastiques.
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3. ALTRES MARCADORS

En la clínica humana s'utilitzen altres marcador s per

als tumors de cel.lules germinals:

- CEA (antigen carcinoembrianari).

- HPL (lactagenplacentari).

- Isaenzim de Regan.

- Fasfatasa alcalina placentaria.

- �-glucoprotelna.

- Ferritina.

- LDH (lactat deshidrogenasa).

Alguns d'ells són també utilitzats freqüentment en

treballs experimentals com és el cas del CEA, de la

fosfatasa alcalina o de la ferritina.
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ELS TERATOCARCINOMES



Els teratocarcinomes són tumors malignes que estan

formats per teixits derivats de les tres capes embrionaries

i per cel.lules pluripotents denominades carcinoma

embrionari.

Les cel.lules de carcinoma embrionari són pluripotents,

indiferenciades i són les cel.lules soca deIs tumora. Tenen

grans semblances amb les oé L, lules embr
í

onar
í

ess d' estadis

primerencs, tant a nivell morfológic com bioquímico

Per al' obtenció de teratocarcinomes s' han utili tzat

diferents soques de ratolí com per exemple la soca 129/Sv.

Els teratocarcinomes poden obtenir-se experimentalment

empeltant embrions en llocs ectópics, com el testicle,

d'animals adults de la mateixa soca.

El poder obtenir teratocarcinomes experimentals ha

permés treballar amb les celo lules de carcinoma embrionari

que els composen. Amb aquestes ce Lv l u Les s' han reali tzat

estudis sobre el desenvolupament embrionari, sobre la

diferenciació

experimental.

A continuació passem a descriure aquest tipus tumoral.

cel.lular i també estudis d'oncologia

:'.0'
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TERATOCARCINOMES: DEFINICIO



Els teratocarcinomes són tumors sólids originats en les

cel.lules germinals primitives. Es presenten de forma

espontania en diferents especies de mamífers. Són tumors de

baixa incidencia i es localitzen preferentment en les

gónades CO' Hare, 1978). També es poden trobar en teixi ts

extragonadals, peró amb molt més baixa freqüéncia. Els

tumors extragonadals es desenvolupen principalment en la

línia mitjana del cos trobant-los principalment en el

mediastí (Martini et al., 1954), en l'espai retroperitoneal

(Engel et a l . , 1968), en l'area sacro-coccígia del raquis

(Miles et al., 1974) en els ventricles cerebrals i la

hipófisi (\(ooley et al., 1967). Al tres locali tzacions menys

freqüents són l' órbi ta de l' ull (Alkemade, 1976), el fetge

(Dische i Gardner, 1978) o el pericardi (Yeoh et al., 1976).

Els teratocarcinomes són tumors mixtes formats per dues

poblacions cel. lulars diferents. Una població esta formada

per derivats madurs i immadurs de les tres capes

embr í

onár í

ee primi ti ves. L' al tra població esta formada per

un grup de ce l i Iu Les homogenies anomenades carcinoma

embrionari. Les cél.lules de carcinoma embrionari són

indiferenciades pluripotents i representen les cel.lules

soca del tumor. Tal com ho van demostrar Kleinsmith i Pierce

l' any 1964 al' injectar una única celo lula de carcinoma

embrionari i veure que donava un tumor multidiferenciat.

Totes les cel.lules de carcinoma embrionari d'un

teratocarcinoma poden diferenciar-se amb la qual cosa

obtenim un teratoma (Jami i Ri tz, 1974). El tipus i grau de '_.'
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diferenciació de les cel.lules de carcinoma embrionari depen

de l'entorn local d'aquestes cel.lules (Strickland, 1981).
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OBTENCIO DELS TERATOCARCINOMES



Els teratocarcinomes han estat estudiats tant en el

camp de l' oncologia com en el de l' embriologia. Per a la

seva obtenció s'han utilitzat saques múrides amb alta

incidéncia de teratomes tant ovarics com testiculars.

Mi tjan<;:ant encreuaments se1ectius s' ha aconsegui t augmentar

la freqüéncia e spont.an
í

a d' aquests tumors. De tata manera,

la majoria dels teratocarcinomes estudiats s'obtenen, o

s'han obtingut, de forma experimental.

l. TUMORS ESPONTANIS

Hi ha factors genétics que poden determinar una

incidéncia elevada de teratocarcinomes, tal és el cas de la

soca de ratolins 129/Sv. Els mascles d' aquesta soca

presenten teratocarcinomes testiculars congénits amb una

freqüéncia del 7% (Stevens i Li ttle, 1954). A partir de la

soca 129 s' ha obtingut una sublí nia denominada 129/ter que

presenta una incidéncia de teratocarcinomes testiculars del

32% (Stevens, 1973).

L'alta incidéncia de teratocarcinomes de la sublínia

129/ter permet estudiar el moment precís en que s' originen

aquests tumors durant el desenvolupament embrionario Stevens

(962) examinant ratolins progressivament més .1oves va

observar que els taratocarcinomes es formen a partir del dia

15 de la gestació. Aquesta dada fou de gran importancia j a

que va fer pensar en la possibi1itat d'obtenir �>
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teratocarcinomes experimentals a partir de crestes genitals

embrionáries.

2, TUMORS EXPERIMENTALS

2,1, OBTINGUTS

GENITALS

A PARTIR DE CRESTES

A partir del dia nou d'evolució, les cél. lules

germinals deIs embrions de ratolí han migrat totalment a la

seva posició defini ti va. Stevens (1964) allla les crestes

genitals d'embrions de la soca 129 de deu a quinze dies

d' evolució i els implanta en diferents organs de ratolins

adults de la mateixa soca. D'aquesta manera obté

teratocarcinomes.

La maxima incidéncia tumoral (82%) s'obté amb l'empelt

de crestes genitals de dotze dies d'evolució al testicle de

ratolins adul ts.

Les crestes geni tal s en fases posteriors mostren una

menor incidéncia de tumors, el que fa pensar que les

cél. lules germinals es troben en una fase Inés fivan<fada de

maduració a partir del dia tretze de gestació.

També es va observar que els empelts de crestes

geni tals de dotze dies en ronyó o fetge desenvol upaven un

teixit normal que posteriorment podia donar un

teratocarcinoma amb una incidéncia semblant a la que
:,..

, ..

�
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s'observa en els teratocarcinomes espontanis de la soca 129.

Aquesta dada exclou la idea de que l' ambient embrionari

sigui imprescindible per a la formació d'aquests tumors.

2.2. OBTINGUTS A PARTIR DE L'EMPELT

D'EMBRIONS

Kitjan�ant l'empelt d'embrions joves de ratolí en zones

ectópiques d'animals isogénics adults també es poden obtenir

teratocarcinomes (Damjanov i Solter, 1974).

L'estadi evolutiu deIs embrions utilitzats és una dada

cr
í

tica que determina el tipus de tumor que s' obté. Quan

s'utilitzen embrions de dos blastomers s'obtenen tumors que

soIs presenten un tipus de diferenciació: la derivada de la

línia trofoblastica. Empeltant blastocists (3 dies

d'evolució) o gáat ru l es (6 a 7 dies d'evolució) s'obté un

teratocarcinoma tí pie. Es a dir, una població de cé l . lules

de carcinoma embrianari que acompanya a una gran varietat de

teixi ts deri vats de les tres fulles embr
í

onár
í

ee (Stevens,

1970; Damjanov et al., 1971).

Quan es repeteix l' experiencia util i tzant embrions de

vuit o més dies s'obté un teratoma benigne. La no observació

de cel.lules de carcinima embrionari en els tumors obtinguts

coincideix amb la utili tzació d' embrions que presenten el

mesoderma formato A partir d'aquest moment soIs les

cel.lules germinals conservarien

d'indiferenciades (Solter et al., 1975).

el caracter

:.�, .'
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Posteriorment, es demostra que la tumorigenesi deIs

embrions no depenia de la soca d'animals utilitzada, pero la

presencia o absencia de cel.lules de carcinoma embrionari en

el si deIs tumors era una característica que sí depenia de

la soca emprada. Per exemple, l'empelt d'embrions de la soca

129 a adults isogenics dóna un teratocarcinoma (Stevens,

1970>, mentre que els embrions de ratol� de la soca C57BL/6

donen teratomes benignes quan s'empelten a ratolins adults

d'aquesta soca (Solter et al., 1975). Aquest efecte pot

venir determinat per les característiques immunológiques,

tant de l'embrió com de l'hoste (Gooding i Edidin, 1974).
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ELS COSSOS EMBRIOIDS
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Els teratocarcinomes tenen una forma ascítica de

creixement. A 1° injectar ce Lv Lu l es de carcinoma embrionari

de la soca 129 en la cavitat peritoneal de ratolins

í

sogántcs , es desenvolupa al tercer o quart passatge una

ascí tes que té en suspensió unes estructures que reben el

nom de cossos embrioids per les seves semblances amb

embrions primerencs <Pierce i Dixon, 1959; Stevens, 1959).

Els cossos embrioids poden mantenir-se in vivo

mitjan9ant passatges intraperitoneals succesius sense perdre

les seves propietats tumorigeniques ja que poden produir

tumors multidiferenciats a 10injectar-los subcutaniament

(Stevens, 1960).

Els cossos embrioids es van dividir en dos tipus

morfológics diferents: els cossos embrioids quistosos

semblants a blastocists de ratolí de 3.5 dies d' evolució i

els simples semblants a embrions de 5 o 6 dies que no

presenten cavitat en el seu interior. Els cossos embrioids

estan formats per una població de carcinoma embrionari

envol tada per una capa cel.lular de tipus endodermí c , mentr

que els embrions tenen les cel.lules de la massa cel.lular

interna envoltades pel trofoblast.

L'endoderma que envolta a les cél.lules de carcinoma

embrionari deIs cossos embrioids té característiques

similars a les cél.lules derivades de la massa cel.lular

interna <endoderma i ectoderma) d' embrions de ratolí de 6

dies d' evolució. Peró l' endoderma en els cossos embrioids

envolta completament a les cel.lules de carcinoma embrionari "

-86-



mentre que l'endoderma en els embrions no envolta a

l' ectoderma en la seva totali tato Així mateix en l' embrió

l'endoderma és de tipus visceral i en els cossos embrioids

poden trobar-se els dos tipus de cél.lules endodérmiques

(visceral i parietal) (Pierce et al., 1962).

In vitro les cél.lules de carcinoma embrionari

s' adhereixen fortament al substrat i formen nius de

cé l.. lules epi teloides amb un nucli de gran mida amb un o

varis nucléols prominents.

Entre

embrionari

les lí nies multipotencials de carcinoma

poden trobar-se dos tipus diferents: les

cé l . lules emancipades que són les que no precisen creixer

sobre una monocapa, i les cel.lules nodrissa que necessiten

d'una monocapa de fibroblasts per a proliferar i mantenir el

seu fenotip (Martin i Evans, 1975a).

Algunes lí nies cel. lulars de carcinoma embrionari poden

diferenciar-se in vitro. Aquesta dada indica la importancia

de l' ancoratge de les celo lules de carcinoma embrionari al

substrat per a la seva diferenciació. Aquest fet es confirma

al veure que aquestes cel.lules cultivades en suspensió, no

donen cap tipus de diferenciació (Levine et al., 1974).

S' ha descri tuna seqüéncia especí fica que descriu les

distintes diferenciacions que van apareixent succesivament

al cul ti var els cossos embrioids. La primera diferenciació

observada és l'endoderma, la segona és el teixit ectodérmic

i posteriorment tobem els deri vats mesodérmics (Nicolas et

al., 1975). :"".'
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Monzó (984) ha descrit la linia evolutiva que

segueixen els cossos embrioids en l'nterior del líquid

asci tic comprovant el paral. lel isme amb les primeres fases

evoluti ves del ratolí. A partir d' una asci tes en la que es

traba un conj unt heterogeni de cossos embrioids, i

mitjan�ant gradients discontinus de Ficoll, allla quatre

poblacions de cossos embrioids a les que anomena BC1, BC2,

B81 i B82. Les poblacions BC1 i BC2 són similars a

blastocists de ratolí de 3.5 dies. La població B81 és

similar a embrions de 5 o 6 dies i la quarta població, B82,

presenta signes d'autólisi.

EIs diferents tipus de cossos embrioids no són

independents entre ells sinó que segueixen una seqüénc
í

a

evolutiva. A partir de la població BC1 s' obté la BC2 que

dóna a continuació la població B81. La població B81 presenta

la particularitat de dividir-se per fissió generant

d' aquesta manera les al tres dues poblacions anteriors. La

població B82 seria el resultat de la mart deIs cassas

embriaids de la pablació B81.

També Manzó (1984) estudia les patencialitats

tumarigeniques de les diferents poblacians de cassas

embriaids mitjan�ant la seva injecció sota la pell

d'individus adults de la saca 129/8v.

8erra (1985) partint de l s treballs de Manzó, obté un

ant
í

eér-um manoespecí fic a partir d' una població purificada

de cossos embrioids. Utilitzant la técnica de gradients de

flatació separa en l'interior de la població BC1 una
:..
..

'
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subpoblació formada únicament per vesícules de tipus

endodérmico A partir d'aquesta població obté en conills Nova

Zelanda Albins un antisérum monoespecífic que s'uneix

exclusivament a l'endoderma visceral (embrionari i

extraembrionarU en embrions de ratolí de 6 dies. En els

embrions de 7, 8 i 9 dies observa que el marcatge amb aquest

anticós esta restringit a les zones que poseeixen endoderma

visceral com el sac vitel.lí. Aquests resultats li permeten

establir un paral.lelisme entre els cossos embrioids i les

fases evolutives de les cél.lules endodérmiques de l'embrió.

:..
...

'
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LES CEL,LULES DE CARCINOMA EMBRIONARI



1, SEMBLANCES MORFOLOG 1 QUES 1 B 1 OQU 1 M 1 QUES

AMB LES CEL,LULES EMBRIONARIES

Les cél.lules de carcinoma embrionari tenen grans

simili tuds amb les cé l , lules embr
í

onar-Lee indiferenciades.

Aixó ha permés util i tzar-les com a model d' estudi de les

primeres fases del desenvolupament embrionario

Els estudis estructural s mostren que tant les célolules

embr-t onar í

ee com les de carcinoma embrionari poseeixen un

elevat número de ri bosomes lliures agrupats formant

polisomes, reticle endoplasmatic rugós ben organi tzat i un

aparell de Golgi poc desenvolupat o També s' han trobat en

ambdós tipus cel.lulars partícules virals del tipus A i

inclusions cristal.loides associades al nucli (Pierce et

al., 1964¡ Solter et al., 1974).

També existeixen similituds en la configuració proteica

d' ambdós tipus cel.lulars. Per exemple existeix una

glicoprotelna d'alt pes molecular detectable en l'embrió en

l'estadi de mórula. Aquesta protelna no es detecta en

embrions en fases de postimplantació peró si és detectable

en les cél.lules de carcinoma embrionario Es creu que

aquesta protelna pot estar relacionada amb l:antigen F9

(Muramatsa et al., 1979).

L' activi tat de determinats enzims estaria relacionada

amb estadis indiferenciats de les cél.lules independentment

del seu origen. Aquest és el cas de la fosfatasa alcalina

detectable en les cél.lules de carcinoma embrionari peró no

:..
� .'
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en els seus deri vats (Martin i Evans, 1975b). De forma

similar, en l'embrió soIs es detecta l'activitat d'aquest

enzim en les cél.lules totipotents de la massa cel.lular

interna del blastocist (Damjanov i Solter, 1975).

2, RELACIONS IMMUNOLOGIQUES AMB LA

CEL,LULA EMBRIONARIA

A partir de les cel.lules de carcinoma embrionari

s'han obtingut antisera que marquen antígens propis de

l' estat indiferenciat o de determinades fases de la

diferenciació. S'ha demostrat que aquests antígens es troben

també en les cél.lules embrionaries i, en alguns casos, en

les cel.lules germinals masculines d'individus adults.

Partint de la línia nulo lipotent de carcinoma

embrionari F9 s'ha obtingut un antiserum que reconeix

l'antigen F9. Aquest antigen s'ha trobat en tates les

cé l v Lu Lea de carcinoma embrionari estudiades, en les

cé Lv Lu Less embr
í

onar
í

es des de l' estadi de dos blastómers

fins a embrions de vuit dies i també es traba en els

espermatozoides d'individus adults (Artz et al., 1973).
;

S'ha vist que l'antigen F9 guarda una relació temporal

recíproca amb els antígens H-2, quan es detecta l'F9 no es

detecten els antigens H-2 i a la inversa Oacob, 1977) .

Aquest antigen no soIs s'ha detectat en el ratolí sinó que
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també pot trobar-se en al tres mamí fers com la rata, el

conill, el porc, i l'home (Andrews et al., 1982).

Al tre anticós és l' obtingut a partir de la lí nia de

carcinoma embrionari PCC4, aquesta línia es caracteritza per

la seva capaci tat de desenvolupar tumors pluridiferenciats

(Jacob et al., 1973).

L'antigen PCC4, reconegut per aquest anticós, es troba

en les cel.lules de carcinoma embrionari, tant de la línia

PCC4 com de la línia F9 (Gachelin et al., 1977). No es

detecta en les oe Lv Lu Less de la massa cel.lular interna del

blastocist preimplantat, pero sí es detecta en les cel.lules

de la massa cel.lular interna de blastocists postimplantats

(Jacob et al., 1977) . No es troba en cap cel.lula

diferenciada a excepció de l'espermatozoide (Gachelin et

al., 1977).

Utilitzant anticossos monoclonals s' han pogut detectar

altres antígens comuns entre les cel.lules de carcinoma

embrionari i els estats embrionaris:

- Antigen FA. Es traba en la superfície de les cel.lules de

carcinoma embrionario En l' embrió es detecta a ni vell del

trofoblast i de la massa cel.lular interna. També el trobem

en l'ectederma embrionari i en l'endoderma �arietal i

visceral. En els teixi ts adul ts es detecta maj ori tariament

en el testicle encara que es pot trabar en el ronyó, el

cervell i el teixit limfoide (Stern et al., 1978; Willison i

Stern, 1978; Stinnakre et al., 1981).

:;._ .. \
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Antigen SSEAl. Es traba en les cé l . lules de carcinoma

embrionari i en els embrions preimplantats. S'expresa també

en la massa cel.lular interna i en l'ectoderma primitiu. No

88 traba en el trofoblast ni en l' endoderma parietal, pero

sí es detecta en l' endoderma visceral (Sol ter i Knowles,

1978¡ Fox et al., 1981). Se l' ha trobat en espermatozoides

procedents d'ejaculats (Fax et al. I 1982).

- Antigen SSEA3. Es defineix per un monoclonal obtingut en

la rata davant d' embrions de ratolí en l' estadi de 4-8

cel.lules (Shevinsky et al. I 1982). Esta present en l'oocit

i queda després restringit a la massa cel.lular interna i a

l' endoderma primi tiu. Tots els embrions preimplantats

l'expresen i es va restringint progressivament a les

cé Iv Iu l es d' endoderma embrionari (Shevinsky et al., 1982).

En el ratolí adult l' antigen es traba únicament en els

túbuls del ronyó (Fax et al., 1982). Encara que aquest

antigen no es traba en cap tumor múrid incluint-hi les

cé l . lules de carcinoma embrionari sí reacciona

sorprenentment amb lí nies de carcinoma embrionari humanes

(Shevinsky, 1982).

L' existencia d' antigens comuns entre les cél.lules de

l'embrió i les cel.lules de carcinoma embrionari posa

novament de manifest la gran similitud entre ambdós tipus

cel.lulars. Els anticossos dirigits contra aquests antigens

s'han utilitzat per a identificar subpoblacions de cél.lules

embr í.onár
í

ess i per a seguir la possible relació entre el :"_.'
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llinatge cel.lular durant el desenvolupament i l' expressió

d'aquests marcadors.

Encara que ara per ara es traben freqüentment

discontinuitats entre l'expressió d'aquests antígens i el

llinatge cel.lular, s'obra un interessant camí d'estudi a

partir dels anticossos monoclonals i monoespecífics.

3, PARTICIPACIO DE LES CEL,LULES DE

CACINOMA EMBRIONARI EN EL DESENVOLUPAMENT

Per a demostrar clarament la relació entre la cel.lula

embrionaria i la cel.lula de carcinoma embrionari s'han

reali tzat quimeres segons el métode d' injecció (Linn, 1966)

amb cel.lules de carcinoma embrionari i blastocist de

ratolí .

Per a obtenir animals quimera s'utilitzen cel.lules de

carcinoma embrionari que tenen marcadors diferents als del

blastocist dintre del que s'introdueixen. Aixó permet

comprovar el quimerisme i establir el paral. lelisme entre

les cé I v l u Les de carcinoma embrionari i les de la massa

cel.lular interna de l'embrió (Xintz et al., 1975; Illmensee

i Mintz, 1976).

Si s'injecten cel.lules de carcinoma embrionari a prop

de les de la massa cel.lular interna del blastocist i aquest

es transfereix posteriorment a l'úter de femelles

pseudogestants, l'embrió quimera s'implanta i es desenvolupa
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normalment fins a l'estat adult CGardner, 1968) . Les

cel.lules de carcinoma embrionari que s'injecten a la

cavi tat del blastocist poden provindre de teratocarcinomes

tant mantinguts in vivo com in vitro o del nucli de

cél.lules d' un cos embrioid. En tots els casos el

desenvolupament és normal, la qual cosa evidencia que

aquestes cé l . lules retenen el complement genetic normal i

són totipotents CKintz et al., 1975; Illmensee i Kintz,

1976) .

:..
�
.'
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SIMILITUDS ENTRE ELS

SISTEMES EMBRIONARIS I

NEOFLASICS

:..
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'



Ja en el segle passat van sorgir diferents teories

sobre l'origen del cancer basant-se en aspectes

embr í.o l óg t ca. L' any 1829 Lobstein i Recamier van proposar

que els tumors s'originaven a partir de paquets de cel.lules

embrionaries detingudes. Cohnhelm (1875) formula una

h
í

pó tee
í

que proposava el segrest de cel.lules neixents en

l' interior de l s teixi ts adul ts, aquestes cé l v l u Lea no

madurarien i així permaneixerien en un estat embrionario Una

reactivació d'aquestes cel.lules segrestades donaria lloc a

un cancer. A prlncipis d'aquest segle, Bread (1902), proposa

la teoria t r-ofoblaat
í

ca del cancer . Durant anys aquestes

teories van quedar oblidades, pero la descoberta de les

cel.lules de carcinoma embrionari, amb les seves

característiques comunes a les cel.lules de l'embrió, i la

detecció de diferents antígens carcino-embrionaris, lis ha

donat credibilitat.

Actualment, són mol tes les característiques comunes

observades entre els sistemes tumorals i els embrionaris.

Les cel.lules canceroses i les embrionaries tenen una serie

de trets comuns que afirmen la seva gran similitud.

Aquestes característiques poden resumir-se com segueix

(revisió en Sherbet, 1982):

a) Taxa de creixement.

Els tumors tenen generalment elevades taJ('es de

creixement que les diferencien deIs teixits normals adults.

S'ha observat, pero, que diferents teixits embrionaris tenen
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taxes de creixement tant elevades com teixits tumorals

actius.

b) Activitat prateilítica.

L'activitat protealítica esta associada a una gran

varietat de tumors. Es creu que pot facilitar la seva

capacitat d'infiltració dintre dels teixits de l'haste així

com afavorir la seva capacitat metastAtica.

Les cel.lules embrionaries tenen una elevada activitat

proteolítica. Així per exemple en el trofoblast de l'embrió

s'han descrit diversos enzims proteolítics que podrien estar

relacionats amb el procés de la implantació.

c) Capacitat invasiva i migratoria.

La capacitat invasiva és una característica deIs tumors

malignes, pero no és un indicador de la malignitat.

Les cel.lules embrionaries poseeixen també gran

capacitat invasiva. Recordem, per exemple, la invasió de

l'endometri per part del blastocist durant la implantació.

La capacitat migratoria tampoc és específica del teixit

tumoral capas de metastatitzar, els embrions experimenten

migracions cel.lulars al llarg del seu desenvolupament. Per

exemple, al moment de formar-se la gastrula es veuen canvis

associats a la migració cel.lular.

Es coneix també que els tumors estarien regulats, de

manera analoga als embrions, per mecanismes epigenetics. La

cel.lula cancerosa, pero, s'escaparia a respondria de forma

anomala a aquest control perdent la capacitat de detenir la

seva proliferació <perdua de la inhibició per contacte i de :"_.'
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la inhi bició per densi tat> i de diferenciar-se cap a un

tipus cel.lular específic (Sachs, 1974¡ Sherbet, 1982).

No soIs durant la vida embrionaria l'organisme es troba

sota el control epigenetic, també durant la vida adulta hi

ha una serie de processos sotmesos a aquesta regulació. Les

cé l v l u l ea soca Cetem cells) trobades en la majoria deIs

teixits de l'organisme són cel.lules que mantenen grans

similituds amb les cé l v Lu l ea totipotents de l'embrió. Les

cel.lules soca es mantenen en un estat indiferenciat fins al

moment en que s' han de renovar les ce I v LuLee del teixit al

qual pertanyen. Justament, són aquestes cel.lules les que es

poden transformar cap a la malignitat dintre de l'organisme

(Satja, 1983¡ Steel i Stephens, 1983).

Com hem vist en apartats precedents, les cé l i Lu Lee de

l' embrió conseven la seva totipotencia fins a la

implantació. De tota manera, aquesta totipotencia in situ no

és expressada. Podriem dir que l'embrió és autonom durant la

preimplantació i no té cap restricció pero s'autorregula per

a que tot aquest ventall de possibilitats s'expressi

correctament.

En la implantació i en estadis succesius la vida de

l t embrió depen de les interaccions amb la matriu materno

Atenet als resultats obtinguts en els treballs in vitra, és

evident que la matriu en aquesta fase no sols aporta

nutrients al' embrió sinó que guia el seu desenvolupament

per a que es dongu i normalment. Per al tra banda, no podem

oblidar que tant 1 t embrió com la matriu gestant es troben en ,
__

,
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l'interior d'un organisme, el de la mareo L'organisme matern

mitjan�ant diferents informacions hormonals o d'altre tipus

controlaria tots els esdevenimets de la gestació.

Es c lar , per tant, que l'embrió durant el seu

desenvolupament es troba sota un control epigenétic.

Hem vist també com les ce Li Lu Lee de carcinoma

embrionari poden ser controlades per diferents ambients.

Aquest no és un cas alllat, ja que d'altres tipus tumorals

també poden variar el seu fenotip responent als estí muls

ambientals.

La cel.lula cancerosa igual que la cel.lula embrionaria

conserva un gran número de potencialitats i pot adequar la

seva expressió al medi en el qual es troba immersa.

A continuació, estudiarem alguns de ls mecanis:mes

epigenetics relacionats amb el creixement tumoral.
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REGULACIO DEL CREIXEMENT TUMORAL



Els tumors malignes poden creixer per expansió o per

mi t j
á

de metastasis (Chismann et al., 1986) . Ambdós

processos provoquen la destrucció deIs teixits de l'hoste i

aquest desenvolupa una serie de respostes contre el tumor.

Malauradament, el tumor s'escapa en moltes ocasions d'aquest

control degut a la seva capacitat d'adoptar diferents

expressions fenotípiques.

1 , CANV 1 S

NEOPLASICA

FENOTIPICS DE LA CEL,LULA

L'evolució d'un tumor depen deIs canvis fenotípics de

les cel.lules que l'integren. Aquests canvis no sempre

condueixen a estadis més malignes sinó que davant de

determinats ambients molts tumors poden esdevenir benignes,

tal és el cas del teratocarcinoma de ratolí (Pierce, 1974¡

Xintz i Illmensee, 1975) o del carcinoma escamós múrid

(Pierce i Wallace, 1971).

Es parla d'heterogeneitat cel.lular per a referir-se a

l' existencia de diferents poblacions cel.lulars en el si

d' un tumor (F'í dLer i Hart, 1982) . Les subpob,lacions es

diferencien pel seu cariotip (Vinderlov et al., 1982) pels

seus receptors de membrana (Reading et al., 19ÓO) per la

capacitat metastAtica (Hart, 1979) i per la resposta davant

d'agents mitogénics (Hershman. et al., 1982).

:.
_ ..

�
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L'evolució deIs tumors depén , justament, de la

presencia de diferents poblacions de fenotip variable al

llarg del temps. EIs tumors són d' aquesta manera al tament

adaptables als canvis ambientals. Les modificacions

fenotípiques observades en un gran número de cel.lules

naoplae
í

quee són totalment equiparables a les observades a

l'estudiar línies cel.lulars normals durant la diferenciació

(Warnwr et al., 1982).

S'ha demostrat induint químicament la producció de

tumors que la coexistencia de varis grups cel.lulars en les

neoplasies és independent del seu origen poli o

monocel.lular (Reddy i Fialkow, 1980; Iannaccone et al,.

1978). El fenotip de les diferents subpoblacions trobades

estaria í ntimament relacionat amb els factors ambiemtals i

de selecció de l'hoste (Fider i Berendt, 1982).

Per tant el desenvolupament d'un tumor vindria regulat

per l'heterogeneitat cel.lular, la producció constant de

lí nies cel.lulars, la interdependencia entre les diferents

poblacions i els factors ambientals deguts a l'hoste

(Heppner, 1984).

Encara que les cel.lules tumorals mantinguin gran

número de potencialitats biológiques, la majoria d'elles

estan aturades en una fase concreta de la línia de

diferenciació cel.lular com ho demostra la presencia de

determinats antígens de superfície característics d'estadis

concrets de la diferenciació (Warner et al., 1982).

:.._ .. \
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També alguns teixi ts normal s poseeixen subpoblacions

cel.lulars en estadis de diferenciació distints. Tal és el

cas de l s limfócits T. No totes les línies cel.lulars de

limfócits T responen a l'estímul mitogénic de l'interferó-�

(factor de creixement especí fic de l s limfóci ts 1).

L'nterferó-� soIs provoca l'activació i el creixement de les

oé Lv Lu Less T amb fenotip caracterí stic d' estadis primers de

la seva línia evolutiva. Els limfócits T que expressen

marcadors de membrana característics de fases més avan�ades

no tenen resposta mi togénica davant de l' interferó--g

(Schenrich et al., 1985).

L'heterogeneitat cel.lular no és una característica

exclusi va de ls tumors, sinó que els teixi ts normals també

poseeixen nombrosos clons fenotí picament diferents. Aquest

fet es demostra per les distintes respostes de les cel.lules

d'un teixit als carcinógens (Kakunaga i Crow, 1980), per les

diferencies en la secreció d'enzims entre les cél.lules d'un

mateix tipus (Griffen et al., 1980) i per les diverses

línies hematopoiétiques derivades d'una cel.lula soca comuna

(Till i McCulloch, 1980).

En els teixits neoplasics les sublínies cel.lulars

tendeixen a localitzar-se es determinades zones del tumor

(Fidler i Hart, 1982) peró no es troben alllades sinó que

aquestes subpoblacions interaccionen i intercanvien

informació entre elles, sent aquest un altre mecanisme

implicat en la modificació del fenotip cel.lular.

'�
.
.'
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Les característiques d'un clon de cel.lules canceroses

quan creix aillat són diferents a les que té quan creix

j untament amb al tres subpoblacions (Heppner et al., 1986).

Aix6 posa en evidencia la importancia de les interaccions

cel.lulars per al creixement tumoral a l'igual que succeeix

durant el desnvolupament.

Les cé Lv Lu Less deIs teixi ts normals també estableixen

comunicacions entre elles. (Pi tts i Burk, 1976). Es veu que

les cel.lules tumorals són menys selectives en l'establiment

d'interaccions cel.lulars (Heppner et al., 1986) encara que

la informació que intercanvien és menor que entre cel.lules

normals (Loeewenstein, 1979).

Les cel.lules deIs teixits normals estableixen

comunicacions entre elles for�a selectives. Per exemple, les

cel.lules epitelials es comuniquen amb cel.lules com elles i

el mateix fan els fibroblats (Pitt i Burk, 1976). Les

ce I . lules tumorals per contra són poc selecti ves al' hora

d' establir interaccions cel.lulars (Heppner et al., 1986).

Aquesta perdua de selectivitat, junt amb la capacitat menor

que tenen per a captar estímiuls inhibidors, pot ser una

causa per a la no resposta davant deIs senyals controladors

del creixement (Fentiman i Taylor-Papadimitrion, 1977:

Loewstein, 1979).

Per mi tj a de les interaccions cel. lulars els tumors

poden modificar l'índex de creixement (Miller et al., 1980),

la immunogenicitat (Killer i Heppner, 1980), la sensibilitat

:", ..
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als quimioterápics (Miller et al., 1981> i la capacitat per

a metastatitzar CPoste et al., 1981).

La comunicació entre cel.lules tumorals és pot produir

per mí t j a d'un factor di fusible CHeppner et al, 1980), pel

contacte intercel.lular (Xiller et al., 1983) o mí tj anc arrt

la participació de l'hoste (Xiller et al., 1980).

Les cel.lules tumorals poden per tant, aprofitar

certs estadi.s humor-a I e de l' hoste. Aquestes ceL Iu l ee, degut

a la seva versatilitat, s'adapten a les condicions canviants

de l'hoste i poden escapar-se al seu control.

2. CANVIS GENOTIPICS DE LA CEL,LULA

NEOPLASICA

Com hem vist anteriorment, la cel.lula tumoral pot

respondre als senyals epigenétics que li envien altres

cél.lules del propi tumor o cél.lules de l'hoste canviant el

seu fenotipo Aixó es degut a que les ce Lv Lu Less tumorals

poden experimentar canvis en el seu genoma amb majar

facili tat que les cel.lu1es norma1s (Cd fone i Fid1er, 1981;

Isaacs et al., 1982). Per a expressar aquest fet es va

,

definir el terme d'inestabilitat genética CNowell, 1976).

La capacitat per a mutar li dóna a la cel.lula

neoplásica l' habi li tat per adquirir determinades

característiques que la facin més invasiva. Per axemple, una

cé l , lula tumoral pot mutar de manera que, per una acti vació '-.'
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de la transcripció o una ampliació genómica, s'activin

enzims proteol í tics que augmentin

metastatica (Kembel et al., 1976).

Els canvis fenotípics trobats en les cél.lules es deuen

la seva capacitat

als canvis en el seu genoma, per tant els mecanismes de

regulació genómica seran els responsables de les variacions

observades (Chao et al., 1983) . L'alteració d'aquests

mecanismes dóna lloc a la inestabilitat genética de les

cél.lules tumorals.

Quan s' estudien els canvis fenotípics de les cé.lules

canceroses es veu que segueixen un ordre en el temps encara

que no es troba una correlació estreta entre els tipus de

variants que es succeeixen. Aquest fet evidencia que la

progressió tumoral seria el resultat de la selecció de

succesives variants cel.lulars que segueixen un ordre

establert (Vaage, 1980), la qual cosa guarda un gran

paral.lelisme amb el que s'observa durant el desenvolupament

normal.

Els canvis fenotí pics, com j a esmentavem, es deuen a

canvis en l' expressió del genoma. Aquesta expressió ví ndr'á

regulada per factors de tipus epigenétic, tant dependents de

l'hoste com del propi tumor, de forma analoga al que

succeeix en el desenvolupament embrionario

L' expressió genomica de qualsevol cél. lula pot variar

degut a canvis en l'ADN, en la transcripció d'aquest o en la

traducció de les molécules d' ARNm. Poden haver-hi al tres

processos responsables de la modificació de l'expressió

-108-



genómica com per exemple el processat de l'ARNhn o

al teracions en l' ARNt, peró no en parlarem en el present

treball.

Les alteracions que produeixen canvis en el fenotip de

la cél.lula poden resumir-se en:

a) Canvis en la seqüéncia de l'ADN deguts a processos

de redistribució de bases, alterant-se aixi les pautes de

lectura en l'ARNm (Hendick et al., 1984).

b) Kodificacions en la iniciació de la transcripció,

per alteració del promotor o de l'enzim ARN polimerasa 11

que catalitza el procés (Yaniv, 1984).

c) Alteracions en el transport i estabilització de

l'ARNm en les cél.lules malignes (Darnel, 1982).

d) Canvis en la vida mi tj ana de les protelnes que

determinen canvis a nivell genomic (Reich et al., 1983).

Al tres factors que intervenen en l' al teració de

l'expressió genómica de les cél.lules neoplasiques són:

a) Fusions de cél.lules somatiques que provoquen

l'aparició de variants cel.lulars (Kerbel et al., 1982).

b) Hipometilació de l' ADN de les cé Lv l.u Lea malignes

respecte als teixi ts normals. Aixó implica l' acti vació de

determinats gens reprimits (HoLl
í

day , 1979; Fost i Kerbel,

1984) .

La metilació de l s -residus de ci tosi na de l' ADN és un

mecanisme que intervé en la regulació de l'expressió

genó mí ca. La metilació de la citosina suprimeix la

transcripció de l' ADN. La hipometllació determina
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l'activació transcripcional del genoma (Mohandas et al.,

1981 i Doerfler, 1983).

Els patrons de metilació d'un gen són somaticament

heretables pero no exactament (Kerbel et al., 1984) , el que

indica que no són característiques inherents del genoma

cel.lular.

La metilació de l' ADN no soIs esta relacionada amb

l'expressió de la cel.lula tumoral sino que també intervé en

l'expressió de les cel.lules embrionaries deIs primers

estadis del desenvolupament.

Aquestes cel.lules tenen l'ADN molt metilat i va

desmetilant-se a mesura que es van expressant els gens al

llarg de la diferenciació (Singer et al., 1979).

Estudiant la desactivació del cromosoma X durant

l' embriogenesi de la mamí fers es va veure un augment

progressiu en la metilació que provoca un canvi de tipus

covalent en l'ADN. Aquests resultats mostren novament que la

metilació esta relacionada amb la supressió de la

transcripció de l'ADN (Mohandas et al., 1981).

La metilació també esta relacionada amb els processos

de diferenciació celo lular. Durant la diferenciació

cel.lular hi ha una disminució general de l'estat de

metilació de la citosina en el genoma endemés d'una variació

en els punts de l' ADN que es troben desmeti lats (Young i

Tilghman, 1984). Es a dir, la hipometilació precedeix a una

nova meti lació que torna al gen l' estat de no expressió

(Frost i Kerbil, 1983).
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Introduint retrovirus en cel.lules d'embrions

preimplantats i en cé Lv Lu Less de carcinoma embrionari s' ha

vist que aquests soIs s' expressen en les ce I v Lu Less

diferenciades a partir del carcinoma embrionari o de

l'embrió (Asche et al., 1984) no expressant-se en les

cé Lv Iu Lea indiferenciades (Teich et al., 1977). Aixo pot

expl icar-se dugut a l' al t grau de meti lació que presenten

els virus quan es troben integrats en aquestes cé I v Lu Lea

indiferenciades (Gausth i Vi l son, 1983) la qual cosa

reprimiria l'expressió del genoma. De tota manera, la

metilació no és el punt primari del bloqueig sinó que és un

mecanisme que estabilitza la inhibició de l'expressió

génica.

Al tres estudis reali tzats amb cé l v Iu lea de carcinoma

ebrionari han permés afirmar que la metilació no és la causa

fonamental de la regulació genica durant la diferenciació.

Quan les cé l . lules de carcinoma embrionari es diferencien

cap a endoderma visceral s'expressen els antigens de l'AFP i

de l' al búmí na , en aquest moment els gens que codifiquen

aquests dos antigens queden desmetilats (Yoming i Tilghman,

1984), pero també en -aquest moment hi ha la desmetilació

d'un gran número de gens que no s'expressen (Chapman et al.,

1984) .

La cel.lula tumoral degut a la seva inestabilitat

genetica té més facilitat per a mutar tant de forma

espontánia com davant d' un mu t ágen . Són mol tes les

subst�ancies amb capacitat mutagenica, entre elles es troben
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els propis qu t mí ot.er-áp
í

cs utili tzats en la clí nica. També

les radiacions, com els raigs X o els ul traviolats, poden

introduir mutacions en les cel.lules.

Degut a la major susceptibilitat per a mutar de la

cél.lula maligna, s'ha demostrat que la quimioterapia

arrt
í

neopl.ae'í ca pot induir mutacions en les cél.lules

tumorals (Kerbel i Davies, 192) tendint generalment a

ampliar el seu comportament maligne (Pauwels et al., 1985).

Seria, per tant, de vital importancia coneixer els

mecanismes reguladors de l'expressió de la cel.lula tumoral

per a intentar controlar el seu desenvolupament.
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ANIMALS

EMBRIOIDS

1 OBTENCIO DELS COSSOS

Utilitzem ratolins de la soca isogénica 129/Sv cedits

pel Prof. Dr. F. Jacob de l'Institut Pasteur de París.

Els cossos embriods deriven del teratocarcinoma OTT6050

obtingut per L.C. Stevens (1970) a l'implantar un embrió de

6 dies de la soca 129/Sv en el testicle d'un ratolí adult de

la mateixa soca.

Injectant l'esmentat tumor triturat a la cavitat

peritoneal de ratolins isogénics es desenvolupa al tercer o

quart passatge una ascites que conté en suspensió els cossos

embrioids.

Kantenim els cossos embrioids in vivo mitjan�ant

succesius passatges intraperitoneals a intérvals de 15 dies

a ratolins adults de la soca 129/Sv.

Els animals són sacrificats mitjan�ant dislocació

cervical i es renta la seva cavi tat peri toneal amb sé rum

fisiologic. En el líquid de rentat podem observar al

microscopi inverti t (Le í tz Diavert) la presencia de cossos

embrioids en suspensió. Mitjan�ant centrifugació a 1500 rpm

durant 5 min s'ailla el pellet de cossos embrioids.
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AILLAMENT DEL S COSSOS EMBRIOIDS

En tubs de centrí fuga estérils es prepara un gradient

de densi tat discontinu de Ficoll-400R <Pharmacia Fine

Chemicals) a les concentracions <p/v) de 6, 10, 20 i 35%

respectivament.

Es centrifuguen els cossos embrioids durant 15 min a

1000 rpm en rotor basculant. Així obtenim quatre tipus

morfológics de cossos embrioids als que anomenem BC!, BC2,

BS! i BS2, que sedimenten respectivament en les interfases

de 6, 10, 20 i 35%.

Les poblacions BC1 i BC2 són semblants a blastocists de

ratolí de 3.5-4 dies. La població BS! és similar a embrions

de 6-7 dies mentre que la població BS2 presenta signes

d'autólisi.
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OBTENCIO D'UN ANTICOS ANTI-EB (Serra,

1985)

OBTENCIO DE L'INXUNOGEN

Es realitza un gradient de flotació discontinu de

Ficoll a les concentracions <p/v) de 6, 8, lO, 20 i 35%.

La mostra, cossos embrioids (Embryoid Eodies, EE)

procedents d'una ascites, es coloca en el gradient mesclada

amb el Ficoll al 8%, sobre ella es posa el Ficoll al 6% i

sobre d'aquest es deposita una petita quantitat de sérum

fisiológico Es centrifuga durant 15 min a 1000 rpm en

centrí fuga de rotor bascu lant, d' aquesta manera els cossos

embrioids es reparteixen pel tot el gradient trobant-se en

la banda del 6% una població vesiculada de cossos embrioids

a la que anomenem població BCl purificada (BClp).

OBTENCIO DE L'ANTISERUM

Es sensibilitzen conills Nova Zelanda Albins de 2 Kg de

pes injectant-lis via endovenosa una concentració de 16x106

cossos embrioids de la població BClp. La sensibilització

s'obté inoculant aquesta dosi tres vegades a intervals de 15

dies.

Als 10 dies de l'última injecció s'extreu sang arterial

del conill. El serum obtingut postextracció del coágu I es

descomplementa per calor a 56ºC durant 30 mino Pot

eromagatzemar-se a -70QC.
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ELECTROFORESI DELS COSSOS EMBRIOIDS

Separem les protelnes ci toplasmatiques i de membrana

presents en els cossos embrioids segons la técnica

d'electroforesi descrita per Laemmli (1970).

OBTENCIO DE LA MOSTRA

Els cossos embrioids són lisats en proporció 1/1 (p/v)

en el tampó hipotónic següent:

A 200 ml d'una solució d'NaCl 0.15M/TRIS 10mM se li

afegeixen:

- 1mM EDTA com a quelant de Ca2+ i Mg2+.

- 40 mg NaN3 (azida sódica), inhibidor de la glucólisi.

- 370 mg Iodeacetamida (IAA) que impedeix la formació de

ponts disulfur.

- 4 ml d'una solució de PXSF, inhibidor de les proteases. La

solució de PMSF es prepara dissolent 80 mg de PXSF en 10 m1

d'etanol, degut a la seva insolubilitat en l'aigua.

- 4 ml de Nonidet P-40 (NP-40) detergent que arrenca les

protelnes de membrana.

- 2 mM Benzamidina tetrahidroclorhidre, com a inhibidor de

la tripsina.

Es deixen els cossos embrioids en l' esmentat tampó

durant lh a 4ºC. Passat aquest temps es centrifuguen en una

centrí fuga mícrofuge durant 3 min a 4ºC. En el sobrenedant

s' hi troben les protelnes objecte d' estudi.

obtinguda pot guardar-se a -70ºC.

ELECTROFORESI DE LES PROTEYNES PROBLEMA

La mostra així
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Es realitza l'electroforesi vertical dels sobrenedants

obtinguts en gels d'acrilamida-SDS al 12% d'l o 1.5 mm de

gruix a amperatge constant (20 mA).

Les solucions emprades són les següents:

- Tampó Stacking (pH 6.8).

TRIS 6.06 g

SDS 0.4 g

Aigua destil.lada fins a 100 ml

Guardar a 4QC.

- Tampó Separating <ph 8.8).

TRIS 18.17 g

SDS 0.4g

Aigua destil.lada fins a 100 ml

Guardar a 4QC.

- Solució d'Acrilamida.

Acrilamida 43.8 g

Bis-acri1amida 1.2 g

Aigua desti1.1ada fins a 100 ml

Filtrar i guardar a 4QC en abséncia de llum.

- Tampó de les cubetes <pH 8.3).

TRIS 3.03 g

Glicina 14.4 g

SDS 1 g

Aigua destil.lada fins a 11

Pot guardar-se a temperatura ambiento

EIs gels d'acrilamida es preparen com s'indica:

- Gel Separatlng.
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Tampó Separating 8 mI

Solució d'Acrilamida 8.5 mI

Aigua destil.lada 15.5 mI

Persulfat d'amoni 159 �l

TEMED 20 �l

Es fa el bui t durant 10 mino Tot segui t es coloca la

solució entre les plaques de vidre fins a la seva

polimerització (aproximadament 20 min).

- Gel stacking.

Tampó Stacking 2.5 ml

Solució d'Acrilamida 1 mI

Aigua destil.lada 6.5 mI

Persulfat d'amoni 50 �l

TEMED 10 Jll

Es fa el buit durant 10 min i es posa la solució sobre

el gel Separating ja formato Es deixa passar aproximadament

1.5 h fins a la colocació de les mostres.

EIs sobrenedants que contenen les prote'lnes problema

han de mesclar-se amb un tampó per a que es dongui la

migració correcte d' aquestes molécules al llarg deIs gels.

El tampó és el següent:

- Tampó de les mostres.

Aigua destil.lada 4.2 rol

Tampó Stacking 1 ml

Glicerol 0.8 ml

SDS 10% 1. 6 ml

2-mercaptoetanol 0.4 mI
:"_-'
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El 2-mercaptoetanol crea condicions reductores que

trenquen els ponts disulfur que puguin haver entre les

protelnes problema. Per a actuar correctament ha de trobar­

se a 100QC. Per a terme mitja posem 5-15�1 de la mostra amb

45�1 d'aquest tampó. Ho deixem al bany Maria durant 5 mino

Utilitzem també protelnes standard Bio-Rad d'alt i baix

pes molacular. Posem 2,ul d'aquestes protelnes amb 45�1 del

tampó i també ho deixem al bany Maria.

Per a realitzar electroblottings emprem gels d'1.5mm de

gruix. Les protelnes problema, en aquest cas, no es barregen

amb 2-mercaptoetanol per a evitar les condicions reductores.

Fem aixo per a no trencar els ponts disulfur que donguin una

conformació proteica que pugui ser la responsable de la unió

amb l' anticós específic que després utilitzarem. En aquest

cas en lloc de 2-mercaptoetanol posem el mateix volum

d'aigua destil.lada.

Les electroforesis no utili tzades per a

l'electroblotting es fan en gels d'lmm de gruix. EIs gels es

tenyeixen amb una solució de Coomassie briIliant blue

formada per: Aigua destil.lada, metanol i acid acétic a les

concentracions (v/v) de 45/45/10 respectivament més 200mg%

de coomassie.

Es deixen els gels tota la nit dintre d'aquesta

solució,

d'aigua

al dia seguent es destenyeixen amb una

destil.lada, metanol i acid acétic

soluc1ó

a les

concentracions (v/v) de 8/3/1 respectivament.

:", .. '
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ELECTROBLOTTING

La técnica de l'electroblotting s'utilitza comunament

des de fa anys per a l'estudi qualitatiu tant d'acids

nucleics com de protelnes (Towbin et al., 1979¡ Bittner et

al. , 1980¡ Burnette, 1981¡ Reinhart i Malamud, 1982¡

Gershoni i Palade, 1982¡ De BIas i Cherwinski, 1983¡ Towbin

i Gordon, 1984).

Les protelnes separades en els gels d'1.5mm de gruix es

transfereixen a papers de ni trocel.lulosa segons el métode

descrit per Towbin et al. l'any 1979.

Per a transferir les protelnes del gel al paper

s' estableix una diferencia de potencial que arrosega a les

protelnes cap el pol positiu on situem la nitrocel.lulosa.

Aquest no és l'únic suport que es coneix pero és un dels més

emprats per les seves característiques.

Les protelnes en el gel es troben entremesclades amb

la xarxa que forma l' acrilamida, en el paper es queden

adherides a la seva superfície. La nitrocel.lulosa reté les

protelnes fortament de manera que no es perden encara que es

facin diversos rentats.

Per a posar en contacte la nitrocel.lulosa i el gel es

fa un "sandvi tx" (Twb
í

n et al., 1979¡ Bi ttner et al., 1980)

de la forma següent:

- Electrode negatiu.

- 1 Schoch-Brite 3R.

- 2 papers gruixuts marca Guarro.
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- Gel amb les protelnes separades.

- Paper de nitrocel.lulosa.

- 3 papers gruixuts marca Guarro.

- 1 Schoch-Brite 3R.

- Electrode positiu.

El "sandvi tx" es submergeix en una cubeta que conté el

tampó de transferéncia format per:

Glicina O.192M

TRIS O.025:M

:Metanol 20%

Enrasar la glicina i el TRIS amb aigua destil.lada fins

a un volum de 800ml, després afegir-li 200ml de metanol fins

a un volum final d'un litre.

El gel i la ni trocel.lulosa es submergeixen, abans de

fer el "sandvitx", durant 25 min en aquest taropó. El metanol

del taropó de transferéncia fa que el gel i el paper es

contreguin; durant aquests 25 min ambdues estructures

Si estabili tzen de manera que al moment de la transferéncia

prteica ja no es produeixen distorsions.

De la mateixa manera es mullen els papers gruixuts i

els Schoch-Brite.

Un cop el "sandvi tx" es troba cobert pel taropó es fa

circular un corrent electric continu de 12V durant 5h.

Passat aquest temps es pot iniciar el processat de la

nitrocel.lulosa.

El primer que es fa és retallar la zona de la

nitracel.lulasa en la qual s'hi troben les protelnes
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standard. A continuació, es tenyeix aquesta tira durant 1-2

min amb la solució següent: Negre amido 0.1% en una solució

de metanol, ac
í

d acétic i augua destilo lada en proporcions

(v/v) 25/10/65 respectivament. Es destenyeix amb la mateixa

solució emprada par a l'electroforesi.

D'aquesta forma les protelnes standard es tenyeixen de

blau i es pot veure si la transferéncia al paper s'ha

produit correctament. La resta de la nitrocel.lulosa pot

guardar-se a 42C o continuar amb ella l'electroblotting.

En aquesta técnica s' utili tzen anticossos especí fics

dirigits contra determinades protelnes. La unió antigen­

anticós es detecta amb un segon anticós conjugat amb

peroxidasa, que va dirigit contra l'anticós específic, i una

solució de diaminobencidina (DAB). Així es detecta la

preséncia de determinats antígens en la mostra problema.

Les protelnes de pes molecular superior a 100 Kd passen

amb dificu 1 tat, o no passen, del gel al paper degut a que

s' entortolliguen fortament amb la xarxa formada per

l' acrilamida. Les molécules de menor pes, i per tant menor

longitut, són més facils d'arrencar.

La nitrocel.lulosa es renta amb PBS <ph 7.2) durant 10

min per a treure l' SDS o les impureces que p'ugui tenir

retingudes. A continuació es procedeix al seu bloqueig.

La nitrocel.lulosa té gran avide�a per a qualsevol

molécula que s' hi posi en contacte. Les protelnes problema

ocupen un espai en el paper, pero gran part d' ell esta

lliure. Aquest espai s' ha d' ocupar <bloqueig de la
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nitrocel.lulosa) ja que a l'incubar amb l'anticós aquest

s'unuria de forma inespecífica al papero

Per a bloquejar la nitrocel.lulosa s'utilitza una

solució d'ovoalbúmina al 5% en PBS. Es renta el paper durant

lh amb aquesta solució amb agitació contínua. Tot seguit

s'incuba amb l'anticós específico

Es dilueix l'anticós amb la mateixa solució

d'ovoalbúmina fins a una concentració adequada que depén del

títol de l'anticós.

S'incuba el paper amb l'anticós durant 1h. Passat

aquest temps es fan tres rentats de 20 min amb agi tació

contínua amb la solució:

TRIS 50 :mM

NaCl 0.15 X

Gelatina 0.25%

En aigua destil.lada.

Per a que es disolgui la gelatina cal escalfar la

solució fins aproximadament 60QC. Un cop s' ha desfet es

deixa refredar i s'equilibra el pH a 7.6.

Amb aquests rentats s'aconsegueix un nuo bloqueig de la

nitrocel.lulosa.

El segon anticós conjugat es dilueix amb aquesta

solució de TRIS-salí gelatina. La seva concentració depén

del seu títol.

S'incuba el paper durant 1h amb aquest anticós. Passat

aquest temps es fan tres rentats de 20 min amb la solució

TRIS-salí gelatina.
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A continuació es renta la nitrocel.lulosa durant 10 min

amb PBS. Kentre tant I es prepara una solució de DAB per a

revelar l'activitat peroxidasica.

La solució ee DAB conté:

DAB 5 mg

H:zO:z 30% <Perhydrol Kerck) 10 pI

PBS fins a 10 mI

Filtrar i utilitzar immediatament. Resguardar de la llum ja

que es degrada rapidement.

La nitrocel.lulosa s'incuba amb la solució de DAB

durant uns minuts. La peroxidasa desdobla l' H202 en H20 i

O2• La DAB s'oxida amb 1'02 lliurat i adopta una coloració

marró. D'aquesta manera en els llocs on s'ha unit l'anticós

específic a l'antigen es veu l'aparició d'una banda marró.

:..�.. �
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OBTENCIO DE FEMELLES GESTANTS

Utilitzem femelles de la soca 129/Sv d' aproximadament

tres mesos d'edat.

Les femelles es superovulen segons la següent pauta:

- rnjecció intraperitoneal de 7 u.r. d'FSH i 7 U.l. d'LH.

- Passades 24 h s'injecten també intraperitonealment 10 U.l.

d'HCG.

A les 12 h es posen amb els mascles.

Després de 4-6 h s'observa la presencia de plug vaginal

que es considera com a dia zero de la gestació.
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TUMORS .. IN UTERO"

Extraiem una ascites amb 2 mI de sérum fisiologic i els

posem en un tub d '

assaig estéril. Centrifuguem la mostra

durant 10 min a 1000 rpm i passat aquest temps tenim un

pellet de cossos embrioids. Extraiem el sobrenedant (líquid

ascític) i el guardem a 4QC.

Agafem l¡Jl del pellet de cossos embrioids

(aproximadament 5x10:3 cossos embrioids) i el posem en un tub

estéril amb 0.5 mI de DMEM amb 0.1 mI de sérum fetal boví i

amb 0.5 ml del seu propi líquid ascític per a mantenir al

máxfm les condicions f
í

s
í

o.l.óg
í

quea en les quals es troben

aquestes estructures.

Despres d'agitar la suspensió amb una xeringa Hamilton

s' agafen 10 ¡JI (uns 50 cossos embrioids) i s' injecten a

l'interior de la llum uterina d'animals gestants de dos dies

prévia ·oviductomia.

S' han inoculat també cossos embrioids a l' interior de

la cavitat uterina de femelles gestants de dia 3.5 i dia 4.

:..�, .'
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OVIDUCTOMIES

ANESTESIA

S'injecten a l'interior de la cavitat peritoneal de les

femelles gestants 0.04 mI de Valium 10 rug.

Després de 10 min s'injecten per la mateixa via 0.03 mI

de Ketolar.

Passats uns 5 min es pot iniciar la intervenció deIs

animals.

OVIDUCTOMIES

Seccionem l' oviducte dert de femelles gestants de dos

dies. En aquest moment els embrions es traben dintre de

l'oviducte impedint la seva arribada a l'úter.

Els ratolins tenen l' úter bicorne amb la qual cosa

podem mantenir la gestació deixant l'oviducte esquerra

intacte i permetent, per tant, que els embrions

corresponents s'implantin.

Es coloca l' animal en posició cúbito-supina sobre la

planxa d' operacions subjectat per les quatre extremi tats.

Després de netejar i rasurar es fa una incisió longitudinal

d'uns 2 cm a nivell de la fosa ilíaca dreta .

Es separa el teixit adipós i es retiren les ví sceres

per a deixar al descobert el corn uterí dret. Tot seguit es

fa doble lligadura i secció de l'oviducte.

A continuació es fa una lligadura en la part més

distal del corn dret al qual injectarem els cossos

embrioids. :.�, .'
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Mitjan�ant una xeringa Hamilton introduim a l'interior

de la llum uterina 10�1 de la suspensió de cossos embrioids.

Després de la injecció deIs cossos embrioids es fa una

sutura contínua amb fil de sutura 6/00.

Els animals es tenen en observació unes hores

resguardant-los de les temperatures extremes. Es mol t

important no sotmetre' ls a temperatures al tes per a evitar

la mort per deshidratació.

:.� ..

�
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TUMORS SUBCUTANIS

Mantenim els cossos embrioids mí t j anc an't el seu

passatge intraperitoneal en animals adults de la soca

129/Sv.

Extraiem l'ascites de la cavitat peritoneal d'un animal

portador amb 4 ml de sérum fisiológico Inj ectem la mei tat

d'aquesta suspensió subcutaniament tant als animals gestants

com als animals control. El número aproximat de cossos

embrioids inoculats és 2xl05•

S' utili tzen femelles gestants des del dia zero de la

gestació f1ns al dia dotze.
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IMMUNOHISTOQUIMICA DELS TUMORS

Hem realitzat la immunohistoquímica deIs tumors amb un

anticós anti-AFP de ratolí comercial (Miles).

Les mostres un cop extretes de l'animal es renten amb

PES durant 5 min a continuació es fixen amb el fixador de

Guy Sainte-Marie (Sainte-Marie, 1962) durant 15-24 h a 4QC.

El fixador conté: 99 volums d'etanol 96° i 1 volum

d'acid acétic glacial.

Després de fixada la mostra s' ha de deshidratar per a

poder elaborar el bloc de parafina. Es fan els següents

banys a 4QC:

Alcohol absolut 4x45 min

Xilol 3x1 h

L'últim rentat de xilol es fa a temperatura ambiento

Tot seguit es fan 3 banys de 45 min en parafina líquida

i es construeix el bloc. El bloc es guarda a 4QC.

Es fan seccions de 8�m que es processen com explicarem

a continuació.

Desparafinat: 24 h a 37QC

Xilol 2x5 min a 4QC

Hidratació: Alcohol absolut 5 min

Alcohol de 80 en PBS 5 min

Alcohol de 70 en PBS 5 min

PBS 3x10 min

Tots els rentats a 4QC

:.� _,
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Inhibició de la peroxidasa endógena: Els teixits tenen

l' enzim peroxidasa que es troba en grans quantiats en la

sango Per a no obtenir una reacció artefactual es procedeix

a la seva inhibició.

Els talls es renten durant 45 min a 4QC amb una solució

formada per 1.7 ml d'H��02 0.5% Inés 100 ml de metanol.

Tot seguit es fan 2 rentats de 10 min amb PBS i

s'incuba amb el primer anticós.

L'anticos anti-AFP es dilueix en PBS fins a la

concentració 1/400. Els talls s
' incuben amb ell durant 30

min a temperatura ambiento

Per a rentar l' excés d' anticós es fan seguidament 2

rentats de 15 min amb PBS i es procedeix a la incubació amb

el segon anticós.

L'anticós conjugat es dilueix en PBS a la concentració

1/200. Les seccions s'incuben amb e11 durant 30 min a

temperatura ambiento

Tot seguit es fan 2 rentats de 15 min amb PBS i un

ú1tim rentat de 10 min a 4QC.

A continuació s' incuben e1s talss amb una solució de

diaminobencidina (DAB) igual a l'emprada per a

l' electroblotting. Passats uns 5 min es renta amb aigua

desti1.1ada per a parar la reacció.

Es fan dos rentats de 10 min amb PBS a 4QC i es

contrasten els talls amb una solució d'OS04 1%. Les seccions

s'incuben amb aquesta solució durant 10-15 min a temperatura
:'_.'
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ambiento Passat aquest temps es renta amb aigua destil.lada

per a aturar la reacció.

Després els talls es deshidraten i es monten segons

metodes habituals.

Tant en les immunohistoquímiques com en els

electroblottings es realitzen dos tipus de blancs:

S'incuba la mostra únicament amb la solució de DAB

detectant-se així la peroxidasa endógena existent.

- S'incuba amb el segon anticós i la solució de DAB. Es veu

així si l'anticós conjugat s'uneix de forma inespecífica a

la mostra.
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OBTENCIO DE LES MATRIUS

Hem reali tzat una ana l
í

s
í

morfológica de les matrius

gestants de dos dies en comparació amb la morfologia de

matrius no gestants.

Les matrius han estat estudiades mitjan�ant microscópia

óptica i d'escandallatge.

Les femelles es sacrifiquen per dislocació cervical i

immediatament es procedeix a l'extracció deIs cors uterins.

Les matrius que es processaran per a microscópia óptica

es renten amb serum fisiológic i es fixen amb Bouin.

Les mostres destinades a la microscopia d'escandallatge

es congelen i es fan peti tes seccions que són processades

segons el metode descrit a continuació.

:.�, .'
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MICROSCOPIA O'ESCANOALLATGE

Es renta la mostra i es fixa amb glutaraldéhid al 2%

durant lh a 42C. Es renta amb tampó suerosa durant lh a 42C.

A continuació es fixa en tetróxid d'osmi a 1'1% durant 2.5h

a 42C. Passat aquest temps es renta novament amb tampó

durant lh a 4QC.

La mostra per a continuar el processat s'ha de

deshidratar. Per a aixó s'utilitza una bateria d'acetones en

concentració creixent:

Acetona 30% 15 min 42C.

Acetona 40% 15 min 42C.

Acetona 50% 15 min 42C.

Ara es pot deixar en una solució saturada d' acetat

d'uranil durant 1h a 42C per augmentar el contrasto

Es continua la deshidratació amb noves acetones:

Acetona 70% 15 min 42C.

Acetona 80% 15 min 42C.

Acetona 90% 20 min 42C.

Acetona 100% 20 min 4QC.

La mostra deshidratada es conseva en acetat d' isoami 1

per a la seva posterior desecació, ombrejat i obs�rvació amb

el microscopi d'escandallatge Mod. JEOL 1893.

La solució fixadora de glutaraldéhid i el tampó suerosa

es preparen com segueix:

a) Tampó cacodilat 0.2M <pH 7.3).

Cacodilat sodic 10.7 g
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HCl 1.75 ml.

Aigua destil.lada fins a 250 mI

Guardar a 4QC.

b) Solueió fixadora.

Glutaraldéhid 4 mI

Tampó eaeodilat 15 mI

Aigua destil.lada 20 ml

Guardar a 4QC.

e) Tampó suerosa.

Suerosa 6.84 g

Tampó caeodilat 50 mI

Aigua destil.lada 50 ml

Guardar a 4QC.

K:

''fp.: '''''��"'''t''
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ANALISI HISTOLOGICA

Un cop extretes les mostres es fixen amb la solució de

Bouin durant 24h i tot segui t es procedeix a elaborar el

bloc de parafina segons el metode habitual.

Es fan seccions de 8�m que són desparafinades com

segueix:

- Els portes amb les seccions es deixen 24 h a 372C.

Es fan dos banys de 20 min amb xilol a temperatura

ambiento

Un cop desparafinats els talls s' han d' hidratar per a

poder tenyir-los. La hidratació es realitza passant els

talls per una bateria d'alcohols de concentració decreixent:

Alcohol absolut 2x5 min

Alcohol de 70 2x5 min

Aigua destil.lada 2x5 min

Tenyim els talls amb Hematoxilina-Eosina. Es deixen 3

min en hematoxi lina i després es fa un rentat amb aigua

corrent per a produir el viratge del colorant. A continuació

es posen 1. 5 min en eosina i passat aquest temps es renta

l'excés de colorant amb aigua destil.lada.

El següent és deshidratar la mostra. S' utili tza una

bateria d'alcohols de concentració creixent:

Alcohol de 70 2x5 min

Alcohol absolut 2x5 min

Després es fan dos rentats de 5 min amb xi 101 i es

monten els talls amb DPX.
:", ..
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RESULTATS
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CARACTERITZACIO DELS

COSSOS EMBRIOIDS I DE LES

MATRIUS GESTANTS



CARACTERITZACIO

COSSOS EMBRIOIDS

BIOQUIMICA DEL S
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Els cossos embrioids són formes estables que poden

creixer com a tals en suspensió o donar lloc a tumors sólids

si s'ancoren a un substrato En el present treball s'obtenen

tumors sólids a partir de la forma ascítica del

teratocarcinoma OTT6050.

Ronzó (1984) a i l l.a quatre poblacions de cossos

embrioids de l'interior d'una ascites a les que anomena BCl,

BC2, BSl i BS2. Les poblacions BC1, BC2 i BSl són

respectivament semblants a embrions de 3.5, 4 i 6-7 dies

d'evolució.

cel. lular.

Estudia l'evolució d'aquestes estructures en la cavitat

La població BS2 presenta signes de mort

abdominal i demostra que segueixen una línia evolutiva.

A partir de la injecció subcutania de cada tipus de cos

embrioid obtingué diferents tumors caracterí stics cada un

d'ells de la població injectada. Així comprova que cada una

d'aquestes pQblacions poseeix unes potencialitats

biológiques determinades.

Tot tumor esta format per diferents grups cel.lulars

que presenten caracterí stiques comunes i diferencials. Els

distints clons d' un tumor interactuen entre ells i el seu

comporten quan estan junts és diferent que si es troben

isolats. El creixement d' un tumor depán, en part, de les

interaccions intercel.lulars que es donen en el seu si.

Les quatre poblacions de cossos embrioids esmentades

formen en conjunt un tumor .únic. Per a estudiar l'evolució

d'aquest tumor davant de la gestació s'ha treballat amb les

-141-



quatre poblacions de cossos embrioids juntes. Abans peró,

s' ha comprovat que els cossos embrioids, malgrat les seves

diferencies, constitueixen una mostra prou homogenia com per

a ser tractada en el seu conjunto

Tots els cossos embrioids estan formats per una capa de

cé l v l u Lee endodér-mt quas que envolta a una població major o

menor de ce Lv l u Less de carcinoma embrionari (figs. 1 i 2).

S' ha reali tzat un estudi sobre la comuni tat ant Lgé n.í ca de

les diferents poblacions de cossos embrioids a partir de

tres anticossos específics.

Serra (1985) obtingue un anticós a partir d'una

població de cossos embrioids integrada únicament per

vesícules de tipus endodérmico L'anticós (anticós anti-EBp)

reconeix cinc pritelnes d'alt pes molecular quan es fa

reaccionar amb la població BSlp utilitzada com a immunogen.

S' ha estudiat la preséncia d' aquests antígens en les

quatre poblacions de cossos embrioids mitjan�ant la técnica

de l'electroblotting. Juntament amb l'anticós anti-EBp s'han

utilitzat un anticós comercial anti-AFP (Hiles) i un anticós

comercial anti-Transferrina (Nordic).

Es separen les poblacions de cossos embrioids

mi tjanc;ant un gradient discontinu de Ficoll i es realitza

una elctroforesi de cada una d' elles. Les electroforesis

mostren unes grans semblances entre els patrons proteics de

les quatre poblacions estudiades. No s'observen diferencies

qualitatives signuficatives segons aquest metode (fig. 3).
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Quan es realitza l'electroblotting amb l'anticós anti­

EBp es pot comprovar que les quatre poblacious expresen les

proteines responsabls de la formació d'aquest anticós (fig.

4). La reactivitat observada en les poblacions BC1, BC2, BSl

i BS2 és idéntica a la trabada sobre la població que serví

d' imrnunogen.

De la mateixa manera es ,pot cmnprovar que tots els

cossos embrioids poseiexen AFP i Transferrina (fig. 5).

Aquests resultats posen de manifest les similituds

bioquímiques existents entre les diferents poblacions de

cossos embrioids i permeten tracter-les en conjunt com una

població única suficientment homogénia.

:.�, .'
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CARACTERITZACIO MORFOLOGICA DE LES

MATRIUS GESTANTS



L' úter deIs rosegadors és un
ó

rgau tubular i imparell

situat a la línia mitjana de l'hemiabdomen inferior.

Els cos uterí és bicorne i cada un deIs seus corns es

continua cranialment amb l'oviducte que contacta amb l'ovari

respectiu.

Caudalment ambdós corns uterins es fusionen per a

formar el cervix que es continua amb la vagina que comunica

aquest organ amb l'exterior.

L'estudi morfologic d'aquest organ revela que esta

format per varies capes de teixits diferents. Una capa

serosa envolta a una capa muscular que delimita, mitjan�ant

una lamina basal, amb la capa mucosa que rep el nom

d'endometri (figs. 6 i 7).

L'endometri esta format per les cel.lules de l'estroma

que contenen els vasos que irriguen a la mucosa i les

glandules d'excreció d'aquest organ (figs. 8-11). L'estroma

queda limitat per la seva part interna per una membrana

basal sobre la que descansen les cé I v Lu Les de l' epi teli

superficial de l'endometri (figs. 12-15).

Com a estudi previ, es caracteri tzen les diferencies

morfologiques que s'observen entre les matrius gestants i no

gestants.

Durant la gestació s' observa un edema generali tzat de

la paret uterina que es fa més evident a nivell de

l' endometri.

En la capa muscular s'observa una dilatació deIs

capil.lars sense apreciar-se extravasació de cel.lules
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sanguínies. Els signes d'edema que es poden observar en la

capa muscular són: turgencia del citoplasma de les cel.lules

musculars i un augrnent de l'espai extracel.lular que posa de

manifest la trama reticular que serveix de suport a aquestes

ce l v l u Lea Cfigs. 16 i 17).

L'estroma de l'endometri presenta un alt índex de

proliferació demostrat per la presencia de nombroses mitosis

i per un augment en l'altura de l'endometri Cfigs. 16 i 17).

Les glandules en l'endometri de les matrius gestants

augmenten de mida i presenten dilatació de la llum deIs seus

conductes. Aquesta di latació provoca un aplanament de les

seves cél.lules. La llum glandular es troba ocupada per un

material mucinós, producte de la secreció de les cé l . lules

epitilials que recobreixen aquests conductes (fig. 18).

Els capi l. lars de l' estroma augmenten en número i es

troben dilatats Cfigs. 16-18). Aquests canvis en la

vascularització són més evidents en la zona de l'estroma que

contacta amb la capa muscular.

Les cel.lules de tipus mesenquimal de l'estroma són més

nombroses en l'endometri de matrius gestants i endemés,

aquestes es troben separades unes de les al tres degut a

l'edema existent.

Les cel.lules estromals de matrius no gestants es

troben agrupades i envoltat cada un deIs grups per bandes de

fi brina i co l v Láge na , Aquesta xarxa conectiva es trenca en

l'endometri durant la gestació i s'observen en l'espai

fragments fibril.lars. :.�, .'
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Durant la gestació la tarma de reticulina adquireix una

disposició diferent i tendeix a envoltar de forma

individualitzada a les cél.lules estromals.

L'epiteli de superfície endometrial esta format, en la

fase de repós, per una capa de cél.lules columnars. En la

gestació s' observa estratificació d' aquestes cél.lules,

nombrases mitosis i un augment de la longitud de l'eix majar

d'aquestes cél.lules (figs. 19 i 20).

Durant la gestació, la llum uterina presenta abundós

material mucocaseós que conté detritus cel.lulars i escases

cél.lules inflamatóries (figs. 16 i 17).

-147-



TUMORS DE L·INTERIOR DE

LA CAVITAT UTERINA



Quan s'injecten cossos embrioids tant

intraperi tonealment com subcutaniament el temps d' evolució

del tumor depen, entre altres cases, de la dosi emprada.

Per a mantenir la saca de cossos embrioids in vivo es

tan passatges intraperitoneals succesius d'una das!

aproximadament constant d'aquestes estructures.

Cada 15 dies es sacrifiquen els animals de passatge

mi tj ancarrt dislocació cervical. Es renta la seva cavi tat

peri toneal amb 5ml de sérum fisiológico En suspensió es

traben uns 4xl0S cossos embrioids (Monzó, 1984). S' inj ecta

lml de la suspensió de cossos embrioids intraperitonealment

a individus adults isogenics.

Xonzó (1984) injectant a l'interior de la cavitat

peritoneal de ratolins adults de la soca 129/Sv 5xl04 cossos

embrioids observa que a partir del sete dia del passatge

s'allla un número significatiu de cossos embrioids en

l'interior del líquid ascític correponent tots ells a la

població BCl que és morfológicament semblant a blastocists

de 3.5 dies.

A partir del dia 20 postinjecció la població

predominant de cossos embrioids és la població BSl que conté

estructures semblants a embrions de 6-7 dies d' evolució.

Després de 22 dies d' inj ecci ó l' asci tes esdevé hemorragi ca

produint-se la mort de l'animal portador entre els dies 25 i

30 postinjecció.
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En el present treball utilitzem els cossos embrioids

procedents d'una ascites de 15 dies ja que en aquest moment

les quatre poblacions estan equiparades.

Per a l'obtenció de tumors in utero s'injecten 10�1 de

la solució de cossos embrioids que es descriu a continuació:

S'extreu una ascites de 15 dies d'evolució de la cavitat

peritoneal d'un animal portador amb 2ml de sérum fisiológico

Es centrifuga quedant un pellet de cossos embrioids del qual

se n'agafen 1�1. Aquest �l de pes sec de cossos embrioids es

barreja amb 0.5ml de DMEM i 0.5 del líquid ascític obtingut

en el sobrenedant. S' inoculen 10�1 d' aquesta solució que

corresponen aproximadament a 50 cossos embrioids.

La solució de cossos embrioids s'injecta a la cavitat

uterina de femelles gestants de 2, 3.5 i 4 dies de gestació.

A les femelles gestants de 2 dies se lis practica la

lligadura i secció de l' oviducte immediatament abans de la

injecció deIs cossos embrioids. El segon dia de la gestació

els embrions es traben en l'interior de l'oviducte dirigint-

se cap a l'úter. Per mitjA de l'oviductomia s'impedeix

l'arribada deIs embrions al corn uterí corresponet i en el

seu lloc s'inoculen els cossos embrioids.

L' úter deIs rosegadors és bicorne. En aquest treball
;

s'ha procedit a la secció de I'oviducte dret mantenint

intacte ::.' oviducte esquerra. D' aquesta forma els embrions

pertanyents al corn esquerra de la matri u poden arri bar a

l'úter, implantar-se i continuar el seu desenvolupament. Els

embrions que es desenvolupen normalment en l' interior del
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corn uterí asseguren el manteniment de la gestació així com

les condicions fisiológiques de la mateixa, la qual cosa

permet afirmar que els cossos embrioids es troben sota la

influéncia d'un estat gestacional normal. Aquest métode

permet obviar els inconvenients de treballar amb femelles

pseudogestants i assegura que tots els processos de la

gestació es produeixen de forma adequada.

Quan s' estudia la morfologia de ls tumors obtinguts en

l'interior de l'úter també s'estudia la morfologia deIs

embrions que estan implantats en el corn uterí intacte. Per

a estudiar els tumors i els embrions s'extreu el corn uterí

corresponent i, després de fixar-lo i fer el bloc de

parafina, es tallen seccions seriades transversal s de BJlm de

gruix, aixó permet observar tot el diametre de la llum

uterina i la posició i morfologia deIs tumors o els embrions

en cada caso

S' ha pogut comprovar que la forma9ió deIs tumors en

l'interior de la matriu depén de la dosi de cossos embrioids

emprada. Si es prepara una solució de cossos embrioids amb

1.5Jll de pes sec de cossos embrioids junt amb O.5ml de DMEM

i O.5ml de líquid ascític i s'injecten lOJll d'aquesta

solució (uns 75 cossos embrioids) s' observa necrosi de la

matriu en la zona on s'han depositat els cossos embrioids.

No sol s la dosi de cossos embrioids utili tzada és

crítica sinó que també ha és el moment de la gestació en que

s'injecten els cossos embrioids. Quan s'injecten cossos

embrioids a l'interior de l'úter de femelles gestants de 3.5
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i 4 dies <període de periimplantació) no s'observa la

producció de tumors.

També s'han injectat cossos embrioids a l'interior de

l'úter de femelles no gestants que s'utilitzen com a animals

control.
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INJECCIO DEL S COSSOS EMBRIOIDS A LA

CAVITAT UTERINA D'ANIMALS NO GESTANTS
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S'han utilitzat femelles verges adultes a les que s'ha

injectat la solució de cossos embrioids descrita.

Per a evitar l' expulsió deIs cossos embrioids al ser

canulats a l' interior de la matriu es fa una lligadura en

l'extrem distal del corn uterí dret.

S'han fet tres grups d'animals que s'han sacrificat en

diferents dies post-inj ecció. Per a cada grup s' han

utilitzat 10 femelles.

El primer grup s' ha sacrificat 10 dies després de la

injecció deIs cossos embrioidsj el segon 20 dies post­

injecció i el tercer als 30 dies de la injecció d'aquestes

estructures.

Els animals es sacrifiquen per dislocació cervical i es

procedeix a l' extacció de l' útero La matriu presenta un

aspecte desllustrat i la seva cavi tat es troba dilatada i

ocupada per un material mucinós fose.

En l'estudi histologic deIs talls transversals seriats

del corn uterí inoculat es pot observar:

- La llum uterina es troba ocupada per un material

muconecrótic on hi ha escases cé l . lules inflamatóries del

tipus deIs polimorfonuclears.

En l'endometri s'observen signes de necrosi

hemorragica amb molt poques cel.lules inflamatóries.

- Hi ha dilatació de la llum deIs vasos de la capa

muscular.

- Na s'observa la presencia de cel.lules tumorals.
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lNJECClo OELS COSSOS EMBRlOlOS A LA

CAVITAT UTERINA O'ANIMALS GESTANTS DE

DOS OlES



1. COSSOS EMBRIOIDS INJECTATS A L'INTERIOR

DE LA LLUM UTERINA

Es fa una oviductomia a femelles gestants en el segon

dia de la gestació. S'inoculen els cossos embrioids per la

part craneal del corn uterí dret al que s'ha practicat

l'esmentada oviductomia. EIs cossos embrioids es dipositen a

l'interior de la llum de l'úter sense penetrar en la mucosa

uterina.

Es sacrifiquen els animals després de 6, 10, 14 í 18

díes de la injecció deIs cossos embrioids. Altres animals es

deixen arribar a terme i es sacrifiquen els dies 4 i 8

després del parto

La proporció de tumors obtinguts és d' un 30% respecte

al número d'animals injectats. S'han estudiat 10 tumors de

cada un deIs casos presentats.

1,1, ANIMALS SACRIFICATS ABANS DEL PART

La gestació en els ratolins té una durada de 21 dies.

Es sacrifiquen els animals després de 6, 10, 14 i 18 dies de

la injecció deIs cossos embrioids corresponent

respectivament als dies 8, 12, 16 i 20 de la gestació.

S'extreu l'uter i es procedeix al seu estudi

macroscopic i microscopic. S'estudien ambdós corns uterins

comprovant la preséncia o abséncia de tumor així com la
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morfologia i l' estat de desenvolupament deIs embrions del

corn no injectat.

Per als quatre grups d' animals s' obtenen els mateixos

resultats la qual cosa indica una independencia respecte al

temps d'evolució deIs cossos embrioids en I'interior de la

cavitat uterina.

Macroscópicament, la cavi tat abdominal és normal així

com l' aspecte de la matriu que mostra una dilatació de la

seva llum compatible amb la fase evolutiva deIs diferents

dies de la gestació estudiats.

Xicroscópicament s'estudien els tumors obtinguts

mitjan<rant la seva tinció amb hematoxilina-eosina i

mitjan<rant la tecnica de la immunobistoquímica.

1,1,1, ANALISI HISTOLOGICA DELS TUMORS

L'estudi microscopic s'ha realitzat observant els talls

seriats corresponents als dos corns uterins.

El corn uterí no inoculat mostra uns embrions d'aspecte

normal sense presentar cap caracterí stica morfológica

indicativa d' alteració en el seu desenvolupament o en la

seva edat gestacional. En els diferents dies d' estudi els
;

embrions es troben correctament implantats i envol tats per

les membranes extraembrionaries corresponents.

Els corn uterí inoculat amb els cossos embrioids mostra

en tots els casos:
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a) La morfología de l'úter és la corresponent a l'estat

gestacíonal normal no trobant-se signes d'alteració. Es pot

observar:

Augment de la grandaria de les cel.lules i

estratificació de l'epiteli de superfície de l'endometri.

- Signes d'edema en l'estroma de l'endometri: turgencia

de les cé l . lules estromals i augment de l'espai

intercel. lular.

- Dilatació de les g18.ndules endometrials la llum de

les quals es traba ocupada per un material IDUcinós.

- Dilatació dels vasos de tata la mucosa uterina.

b) En la zona mítjana de la cavitat uterina es troba la

formació d '
una decidua en el si de la qual s' hi troba

allotjat un teixit tumoral (figs. 21-54).

Aquest tumor és de forma nodular i la seva grandaria no

excedeix en cap cas els 0.3 cm. Es troba envol tat per les

cel.lules de l'estroma i aquestes cel.lules estan separades

de la llum uterina per una capa de cé l , lules de l' epiteli

superficial.

Les cél.lules de l'estroma de l'endometri que envolten

al tumor es traben unides entre elles mitjan�ant

prolongacions citoplasmatiques i es disposen de forma

estratificada de manera concentrica al tumor.

El número d ' aquests estrato és decreixent des de la

muscular cap a la llum.
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El número de files de cel.lules de ltestroma que

envolta al poI del tumor més proper a la llum uterina esta

en relació inversament proporcional amb la mida del tumor.

El tumor mai sobrepassa la lamina basal de 1 t epi teli

superficial ni la lamina basal de la mucosa uterina.

L' aná l
í

aa histológica del tumor mostra una morfologia

compatible amb la de carcinoma embrionari, no trobant-se mai

cap tipus de teixit diferenciat.

El patró de creixement predominant és de tipus solido

Esta format per nius cel.lulars amb citoplasma dens i

eosinofil. El nucli es troba en disposició central i és de

gran mida, de forma irregular i presenta la cromatina

distribuIda irregularment amb un o varis nucleols

prominents.

En les zones més periferiques del tumor poden trobar-se

en alguns casos les cel.lules de carcinoma embrionari

disposades al voltant d'un espai formant pseudoglandules.

En la zona de la decidua situada entre el tumor i el

miometri s'observen nombrosos capil.lars neoformats. Aquests

capil.lars presenten una llum dilatada de forma irregular,

tapissada de froma incompleta per cel.lules endotelials, de

mida i forma variables. Aquesta xarxa capil.lar té nombrases

anastomosis entre els seus vasos i penetra en el si del

tumor formant una trama vascular sobre la que es dipositen

les cel.lules de carcinoma embrionario

El nódul tumoral es situa en tots els casos estudiats

seguint els mateixos eixos de l'espai. Es traba implantat en
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la mucosa uterina dirigint-se cap a la llum del corn uterí

corresponent. La seva disposició en l'espai és analoga a la

deIs embrions implantats.

1.1.2. IMMUNOHISTOQUIMICA DELS TUMORS

EIs tumors obtinguts a l'interior de l'úter s'han

estudiat mitjan�ant la técnica de la immunohistoquímica amb

un anticós anti-AFP de ratolí obtingut en conill (Miles).

Les secions seriades dels tumor de BJlm de gruix es

processen com s' indica en l' apartat de material i metodes.

Per a la detecció de la unió antigen/anticós s'utilitza un

segon anticós anti-conill conjugat amb peroxidasa obtingut

en cabra (Nordic) i una solució de diaminobencidina.

L'AFP (a-fetoproteYna) és un marcador deIs teixits

endodérmics.

Quan els tumors in utero s'incuben amb l'anticós anti­

AFP invariablement s' obté una reacció negativa (figs. 55 i

56) la qual cosa confirma el patró de carcinoma embrionari

sólid d'aquests tumors.

Com hem esmentat anteriorment, en alguns d'aquests

tumors es presenten estructures pseudoglandulars, que poden,

en alguns cassos, donar reacció positi va al' AFP. En els

tumors que hem processat per a la immunohistoquímica mai

s'ha donat la reacció positiva a aquest marcador.
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1 .2

PART

ANIMALS SACRIFICATS DESPRES DEL

S'estudien dos grups d'animals els dies 4 i 8 després

del parto EIs resultats són idéntics per ambdós grups.

S'estudia tant la matriu com les cries de les femelles

problema.

Les cries, un cop sacrificada la mare, es posen amb una

mare adoptiva durant l' época de la lactancia.· Quan tenen

unes tres setmanes, época en la qual ja ha finalitzat la

lactancia obligatoria, es posen en gáví es separades segons

el seu sexe.

Es pot veure que les cries de les femelles operades són

totalment normals arri bant a l' edat adulta amb capaci tat

reproductiva.

Quan s'estudia la matriu després del part de les

femelles operades es veu que macroscopicament presenta una

morfologia normal a nivell deIs dos corns uterins.

L'estudi microscopic del corn uterí no injectat revela

la morfologia corresponent a una matriu normal no havent-hi

cap tipus d'alteració.

Xicroscopicament, en el corn uterí injectat no

s' observa tumor adherital' endometri. En la zona on es

realitza la lligadura inferior es troba la llum ocupada per

un material necrotic. No s'observa teixit tumoral al llarg

de tota la llum uterina.
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2, COSSOS EMBRIOIDS INJECTATS EN POSICIO

SUBMUCOSA

S' estudien els tumors obtinguts a l' injectar cossos

embrioids en posició submucosa a l'interior de la matriu de

femelles gestants de 2 dies, prévia oviductomia. Es

sacrifiquen esl animals 14 dies després de la injecció

d'aquestes estructures i 8 dies després del parto

Si s'injecten els cossos embrioids en la zona del

miometri propera al' endometri en tots els casos s' observa

l'aparició de un tumor que no és un carcinoma embrionari com

en els casos anteriors, sinó que és un teratocarcinoma típic

Cfigs. 57-63).

El tumor creix de forma expansiva i s'observa que entre

les cél.lules de carcinoima embrionari es traben teixi ts

deri vats de les tres fulles germinati ves en distints graus

de maduresa. Pero, en la zona del tumor que arriba a

contactar amb l'endometri no s'observa la preséncia de

teixits diferenciats i es traba un nodul de carcinoma

embrionari de tipus solid.

Abans del part, aquests tumors tenen una mida que

sobrepassa uns milímetres els límits del gruix de la paret

uterina. Vuit dies després del part el tumor presenta un

índex de creixement elevat i envaeix als órgans velns.

l' autopsia d' aquests animals revela la preséncia d' asci tes

hemorragica, carcinomatosi pélvica i una massa tumoral

adherida a gran part de les visceres pélviques.
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1 NJECC 1 O DEL S COSSOS EMBR 1 O 1 DS A LA

CAVITAT UTERINA D'ANIMALS GESTANTS

DURANT EL PERIODE DE PERIIMPLANTACIO



La perimplantació pot definir-se com aquell període

dintre del qual es prcdu l r
á

la implantació de l' embrió. En

el ratolí la periimplantació la podem entendre com

l'interval que va des del dia 3.5 al 4 de la gestació.

S' han injectat cossos embrioids a l' interior de la

cavitat uterina de femelles gestants de 3.5 i 4 dies. S'han

emprat 10 femelles de cada grupo

Les femelles que s' utili tzen per a aquest estudi han

estat sotmases a dues intervencions. S' ha procedi t a la

secció del seu oviducte dret segons el metode explicat

anterioement. Passat un mes s'acoplen amb el mascle i el dia

del plug vaginal es considera, com en tots els cassos

anteriors, dia O de la gestació.

El corresponent dia de la gestació (dia 3.5 o 4)

s'injecta una dosi normal de cossos embrioids al corn uterí

dret.

Després de 10 dies d' inocular els cossos embrioids es

sacrifiquen els animals i es procedeix a l'estudi del corn

uterí injectat aixi com del corn uteri esquerra en el que

s'hi traben embrions implantats.

Els embrions implantats en el corn esquerra presenten

una morfologia totalment normal que es correspon amb la fase

gestacional estudiada.

De la amteixa forma, el corn esquerra de la matr
í

u

presenta totes les característiques propies d'una matriu

gestant normal. No s'observa en cap cas signes d'alteració.
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Quan s' estudien les seccions transversal s seriades de

BJlm deIs corn uterí dret al que s' han injectat els cossos

embrioids no es veu l'aparició de tumor.

La morfologia de la matriu és la propia d' una matriu

gestant, pero poden veure' s signes de necrosi en el lloc

d'injecció deIs cossos embrioids.

Aquests resultats són comuns per a les femelles

d' ambdós grups.
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TUMORS SUBCUTANIS



TEMPS D'EVOLUCIO DELS TUMORS.



Igual que en el cas deIs tumors obtinguts a l'interior

de la cavitat uterina, s'han utiIitzat cossos embrioids

procedents d'una ascites de 15 dies d'evolució.

EIs cossos embrioids s' inj ecten subcutaniament a

animals gestant de diferens dies i a animals no gestant que

s'utilitzen com a control.

En primer lloc es va haver de caracteritzar la dosi de

cossos embrioids emprada per a aquest estudio

Quan s' inj ecten subcutaniament aproximadament 105

cossos embrioids (la quarta part d'una ascites) a un animal

adult no gestant apareix un tumor salid després de 20-25

dies de la injecció.

Si s'injecta la mateixa quantitat d'aquestes

estructures subcutaniament a animals gestants es veu que el

tumor apareix després del part, es a dir també transcorren

uns 20 dies entre la injecció deIs cossos embrioids i

1 I aparició del tumor. Aixa no pemet diferenciar els tumors

obtinguts en animals gestants d' aquells obtinguts en els

animals control.

Per a poder comparar el temps d' evolució de l s tumors

problema i els tumors control es va procedir a doblar la

dosi de cossos embrioids emprada.

Es van injectar uns 2xl0S cossos embrioids

subcutaniament a diferents animals. En els animals no

gestants passats 8-9 dies de la inoculació deIs cossos

embrioids s'aprecia l'aparició de tumor sólido En els

animals gestants, com en el cas anterior, sol s s' observa
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l'aparició de tumor després del parto Aix6 permet comparar

els temps d'evolució deIs tumors problema amb els deIs

tumors control.

Un cap caracteritzada la dosi adequada de cossos

embrioids es va procedir a injectar aquestes estructures a

femelles en diferents dies de la gestació.

S'han utilitzat femelles gestants des del dia O fins al

dia 12 de la gestaci6 a les que s'ha injectat 2xl0s cossos

embrioids. Per a cada grup s'han utilitzat 10 femelles.

En tots els casos s'observa l'aparició de tumor entre

el dia 3 i 4 postpart.

En la següent taula s'exposen els resultats obtinguts:

DIA D'INJECCIO DIA D'APARICIO DEL TUMOR
DIES POSTPART DIES POSINJECCIO

O 3 24
1 3 23
2 3 22

3 3 21

4 3 20
5: 3 19
6 3 18
7 3 17
8 3 16

9 3 15

10 3 14

11 3 13

Com pot veure's en la taula precedent, ;
el temps

d'evolució deIs tumors no depén deIs dies de injecció deIs

cossos embrioids, sinó que guarda relació directa amb

l'estat gestacional.
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Durant la gestació els cossos embrioids no donen lloc a

l' aparició de tumor. Es evident, pero, que durtant aquest

període es manté la seva viabilitat.

Quan durant la gestació s' estudia la zona d' inj ecció

de l s cossos embrioids es veu que aquests estan continguts

dintre d'un quist format per l'hoste i es mantenen en

suspensió fins després del part en que s' ancoren i donen

lloe a un tumor solido

En els animal s control els tumors apareixen

invariablement després de 8-9 dies de la injeceió deIs

eossos ·embrioids.

Aquests resul tats indiquen que fins després del part

els cossos embrioids no poden donar lloe a un tumor salid i

que soIs passat aquest moment inicien el seu ancoratge

independenment deIs dies que portesin sota la influéncia de

l'estat gestacional. Es veu, pero, que els tumors tenen una

grandaria diferent en tots els cassos i és directament

proporcional al temps que han passat aquestes estructures

sota la influéncia de l'estat gestacional.
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MIDA DELS TUMORS



La mida deIs tumors depen del temps que han estat els

cossos embrioids sota la influencia de l'estat gestacional.

Com ci tavem anteriorment, tots els tumors apareixen

tres dies després del part aixo indica que els tumors de dia

zero tenen únicament quatre dies en el moment del seu

estudij de la mateixa manera, els tumors de dia dotze tenen

setze dies quan s' estudien. Aquest fet evidencia que la

grandaria del tumor no depen del número de dies des de la

seva aparició ni deIs dies postpart en que s'estudia.

Quan s' estudien els resul tats obtinguts, es pot veure

que els volums deIs tumors delimdten tres grans grups.

Aquest fet es posa clarament de manifest en el grafic

adjunto

Els tUlllOrs obtinguts a l'injectar esl cossos embrioids

en els dies 0, 1 i 2 tenen un volum superior al deIs

restants grups. Durant aquest període l'embrió es troba

lliure dintre del tracte uterí i no ha assoli t encara la

seva compactació.

Un segon grup el formen els tumors obtinguts a partir

d' animals gestants de 3 a 8 dies. El dia 3 de la gestació

es produeix la compactació de la mórulaj entre el dia 3.5 i

4 s'inicia la implantació de l'embriój fins al dia 8

l'embrió creix envaint els teixits de la mare i es

produeixen les primeres diferenciacions cel.lularsj el dia 8

de la gestaciós'inicien els primers moviments morfogenétics

que conduiran a la formació del fetus.
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El tercer grup el formen els tumors obtinguts a partir

deIs dies 9 al 12 de la gestació. Durant aquest període en

que els tumors són visiblement menors el fetus continua el

seu desnvolupament fins al final de la gestació.

Es pot veure que els grups de volum deIs tumors

delimiten clarament els moments crucials en la vida de

l'embrió. El creixement deIs tumors gaurdaria, per tant,

relació amb fases embrionaries concretes. Possiblement cada

una de les fases per les qué passa l'embrió estan íntimament

unides a canvis en l'organisme matern que es reflecteixen en

la mida que assoleixen els tumors després de la seva

aparició.
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MORFOLOGIA DELS TUMORS



l. DISTRIBUCIO DELS TEIXITS EN EL SI DEL

TUMOR

Es sacrifica als animals mitjan�ant dislocació cervical

i es procedeix a l' extracció del tumor. Es renta el tumor

amb serum fisiológic per a treure les restes de sang i pel

de l'animal portador.

Els tumors un cap rentats es fixen i es procesen per al

seu estudi histológico Per a l' ana l
í

s
í

histológica es fan

talls seriats de Bpm de gruix.

Els tumors obtinguts són teratocarcinomes amb zones de

tumor de si endodermic (YST).

La distribució deIs teixits és la mateixa en els tumors

problema que en els tumors control. S'han estudiat 120

tumors problema (10 de cada grup d' injecció) i 10 tumors

control.

En la zona del tumor corresponet al punt d'.injecció

deIs cossos embrioids s'observa una formació quistosa on es

traben els cossos embrioids en suspensió en número variable

(fig. 64).

Pot veure's la seguent distribució deIs teixits en

l'interior del tumor (veure esquema adjunt):

1) La zona central del tumor esta ocupada per teixi t

necr6tic. Aquesta zona esta envoltada per tumor del si

endodermic i per fora d' ella, i envol tant al tumor, es

traba el carcinoma embrionari que adopta frequentment un

patró de creixement sólido
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2) Entre les zones de carcinoma embrionari i les de

tumor de si endodermí.c hi ha di versos teixi ts deri vats de

les tres fulles embrionaries primitives en diversos graus de

diferenciació.

EIs tumors obtinguts en femelles gestants a partir de

la injecció deIs cossos embrioids en els primers dies de la

gestació presenten un percentatge de necrosi superior al

deIs tumors control. Aquest fet pot deure' s al gran volum

assoli t per aquests tumors la qual cosa pot determinar una

irrigació deficient fins al centre del tumor. En els tumors

problema de menor volum el grau de necrosi és aproximadament

igual al deIs tumors control.

En els tumors els patrons histológics es troben seguint

la següent distribució:

1) Tumors de femelles gestants inj ectades els primers

dies de la gestació:

Tumor de si endodermic 5%

Necrosi 30%

Carcinoma embrionari 35%

Diferenciacions 30%

2) Tumors control:

Tumor de si endodermic 5%

Necrosi 20%

Carcinoma embrionari 40%

Diferenciacions 35%

'':1
r ;;/"1".\"'"" � 1.,
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2. HISTOLOGIA DELS TUMORS

Nacrosc6picarnent els tumors estan envol tats per una

capsula i es troben adherits freqüentment a la pell i

planols profunds. Tenen forma més o menys arrodonida i poden

formar n6duls satélit. En alguns casos poden ulcerar la pell

de l'animal portador.

La superficie de tall mostra un teixit friable de color

blanc grisos, amb arees quistoses i zones hemorragiques.

L'analisi microscopica d'aquest tumor es realitza

apartir de l' estudi de talls seriats del tumor (8J.lm de

gruix) que es tenyeixen amb hematoxilina-eosina. Poden

trobar-se varis patrons histologics diferents (figs. 65-

102) :

CARCINOMA EMBRIOHARI

Aquest teixit esta format per cél.lules anaplasiques de

mida i forma variable pero predominantment tenen forma

arrodonida amb membrana citoplasmatica mal definida i

ci toplasma amfofilic. El nucli és de forma irregular i de

gran mida. No s'observa una disposició uniforme de la

cromatina i destaquen, en el nucli, un o varis nuc l.é o l s

prominents. L' í ndex mitotic és molt elevat (20-25

mitosis/camp) i poden observar-se formes atípiques de

mi tosis.

Pot trobar-se superposició de nuclis.
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Els carcinoma embrionari pot adoptar diferents patrons

de creixement:

1) Patró solido

Es l'observat amb major freqüencia. Presenta un aspecte

carcinomatós i creix formant nius cel.lulars densos. Aquests

nius es troben envoltats per primes fibres conectives. En el

centre deIs grups de cé l . lules de carcinoma embrionari pot

veure's la l lum d'un capil.lar i les ce Lv Lu Less tumorals

creixen disposant-se al seu voltant. Les ce Lv Lu I ee de la

periferia del niu cel.lular, si aquest és voluminós, poden

presentar signes de necrosi. Aquest fet fa pensar que les

cél.lules de carcinoma embrionari, degut al seu elevat

metabolisme, necessiten un gran aport sanguini per a la seva

supervivencia. Si el niu cel.lular es poc voluminós les

cél.lules de carcinoma embrionari es nodririen per difusió.

2) Formació d'estructures papil.lars.

En algunes zones del tumor pot observar-se que les

cél.lules de carcinoma embrionari es disposen formant unes

estructures papil.lars pero, al contrari del que succeeix en

al tres tumors, en la prolongació no hi ha un eix

fibroconectiu (veure esquema adjunt).

Es poden trobar capil.lars aillats en ambdós extrems de

la papil. la.

Es freqüent observar figures de mitosi com en els

altres patrons del carcinoma embrionario
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3) Formació d'estructures pseudoglandulars.

En algunes ocasions poden trobar-se estructures

pseudoglandulars. Quan el carcinoma embrionari adopta aquest

patró, les cel.lules es disposen al voltant d'una llum i

prenen un aspecte més allargat. L'eix major de les cel.lules

segueix els radis de l'espai que envolten. No hi ha membrana

basal sobre la que descansin aquestes cel.lules. Tampoc

s' observen productes de secreció en l' interior de la llum

delimitada.

Les formacions papil.lars i les pseudoglandulars es

troben principalment en la periferia del tumor i més

concretament en la periferia deIs més voluminosos (majors de

3cm de diametre).

TUMOR DE SI ENDODERMIC (YST)

Aquest tumor rep el seu nom degut a la semblan�a

morfológica que presenta amb la placenta deIs rosegadors. El

nom de tumor de si endodermic (yolk-sac tumor) fou proposat

per Pierce l'any 1970.

Esta format per cel.lules d'aspecte epitelial

entremesclades en una xarxa conectiva prominent i adopten un

patró de tipus organoide.

La forma de les ce l v Lu l as és variable i esta

determinada, en certa forma, pel tipus de patró que adopta.

En aquest tumor poden trobar-se varis tipus de creixements:

1) Típicament les cel.lules endodermiques són

vacuolades. No totes les cé l.v Lu Lea d '

aquest tumor ho són
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pero un gran número d'elles són de forma arrodonida o

poliédrica i presenten un o varis vacúols en l'interior del

citoplasma trobant-se el nucli despla�at cap a la periféria.

Aquests vacúols poden fusionar-se entre ells o amb els de

les cél.lules velnes formant espais quistosos i donant al

teixit un aspecte reticular.

2) Algunes zones de tumor presenten un patró de

creixement de tipus glandulo-alveolar. Quan les cél.lules

adopten aquesta disposició, presenten una morfologia

cuboidal o columnar amb citoplasma eosinofil. Les cél.lules

formen estructures tubulars i en el seu centre o base s'hi

troba un o varis capil.lars.

3) Les cél. lules del tumor poden disposar-se al llarg

de prolongacions fibroconectives i formar així estructures

papil.lars com ja s'ha mencionat anteriorment. La morfologia

de les cél.lules en aquest cas és cuboidal o aplanada.

4) En el tumor poden trobar-se formacions quistoses

tapissades per una capa de cél.lules aplanades que envolten

cél.lules endotelials.

5) A vegades, les cél.lules es disposen formant cordons

cel.lulars i es proJecten cap a l' interior d' espais

arrodonits de contorns irregulars. En l'interior d'aquests

espais, les cel.lules formen unes prolongacions que donen

lloc a unes vesícules. Aquestes vesícules estan composades

per un grup de celo lules cuboidals amb nucli basal i els

seus ci toplasmes formen la part central de la vesí cula. Al
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conjunt d' aquestes estructures se' 1 coneix amb el nora de

patró polivesicular vitel.lí.

L' estroma pot ser poc cel.lular i tenir un aspecte

mixomatós. Altres vegades adopta un aspecte sarcomatós debut

a la gran quantitat de cel.lules fusiformes de morfologia i

mida irregular que s'h1 troben.

Tant el conjunt epitelial com el roesenquimal del tumor

tenen una gran tendencia a la formació d' espais vasculars

podent arribar a adoptar un aspecte semblant a un

angiosarcoma.

El teixit conectiu que dóna suport al coroponent

epitelial d'aquests tumors és molt abundós i forma una xarxa

fibril. lar prominent Aí xó impedeix que les cé l v Lu l ee es

trobin formant nius amb gran densitat cel.lular.

Tant en el citoplasma d'algunes cel.lules tumorals coro

en l' espai extracel.lular poden trobar-se globuls hialins

eosinofils. Aquests globuls són positius per a l'AFP en la

immunohistoquímica.

TEIXITS DIFERENCIATS

Ja des del segle passat, a partir deIs treballs de

Johnson (1856), es classifiquen habitualment els teixits

presents en els teratocarcinomes segons la fulla erobrionaria

de la que deriven.

Tant en els tumors de carcinoma embrionari coro en els

de si endodermic poden trobar-se teixits diferenciats
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derivats de les tres fulles embrionaries en diferents graus

de maduresa.

En els tumors de si endodér-mí c s' observa una escasa

tendencia a la formació de teixits diferenciats esperialment

els derivats mesodermics.

1) Teixits ectodermics.

Són els més freqüents en el si deIs tumors derivats de

les cel.lules germinals.

a) D'entre els derivats ectodermics, els que es troben

en major quantitat són les rosetes neurals i el teixit

glial.

Les rosetes neurals són formacions ectodérmiques

embrionaries i estan constituides per una banda de cél.lules

fusiformes que es tenyeixen intensament sense poder

diferenciar-se el nucli del citoplasma. Aquestes cél.lules

descansen sobre una membrana basal i l'eix majar de la

cél.lula es _disposa de forma perpendicular a aquesta

membrana basal també anomenada limitant externa.

Les cé Lv l u l ee que formen les rosetes neurals adopten

una disposició circular i limiten a un espai en la zona

central.

El poI intern d' aquestes cé l v l u las no contacta

directament amb la llum sinó que esta separat d'ella per una

segona membrana conectiva que rep el nom de limitant

interna.
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En alguns casos i atenent al grau de diferenciació

cel.lular la morfologia d' aquestes oe Lc Lu La.s ectodermiques

de tipus embrionari pot variar tant en la seva forma, mida o

grau d' estratificació pero, el que permaneix constant, en

les rosetes neurals, és la presencia de les dues membranes

limi tants.

Tant en el tumor de si endodermí c com en el carcinoma

embrionari s'han observat zones de transició cel.lular entre

aquests tipus tumorals i les rosetes neurals formades.

b) El teixit glial adult, és el segon derivat

ectodermic més freqüentment trobat. Aquest teixit es disposa

fonamentalment

immadurs.

al voltant deIs derivats ectodermics

2) Derivats endodermics.

Entre els derivats d'aquesta capa germinativa s'observa

principalment la formació d' epi telis en distints graus de

maduresa.

Els tipus d'epiteli observats més comunament són

l'epiteli respiratori i l'epiteli eúbie monoestratificat.

L'epiteli repiratori és de tipus pseudoestratificat

c
í

liat. Hi ha un únic estrat de cel.lules pero els seus

nuclis es disposen en diferents planols. En ell s'hi poden

distingir cél.lules caliciformes responsables de la seereció

de moc . Es l' epi teli que revesteix ti picament la traquea i

els bronquis.
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L'epiteli cúbic monoestratificat o simple es troba

típicament a nivell de la superfície de l'ovari.

Tant en el tumor de si endodermic com en el carcinoma

embrionari s' han observat z ones, de transició en la

morfologia de les cél.lules tumorals que va canviant

gradualment.

3) Derivats mesodérmics.

Els que es troben amb major fr-eqüéric
í

a són el múscul

llis i estriat i el cartílago Es dificil trobar teixit ossi

pero pot observar-se algunes vegades i, en determinades

ocasions presenta signes d'hematopoiesi.

En escases ocasions es troba teixit adipós. En

l'interior de les cel.lules adiposes s'observa l'espai

corresponent a la gota lipídica que contenen. Són cél.lules

aproximadament esferiques amb un citoplasma escas degut a la

gr-andar t a de la gota de lí pido El citoplasma es disposa a

forma d'anell al voltant de la gota de greix.

Pot trobar-se teixi t mesenquimatós immadur pero es fa

dificil distingir si els fibroblasts i esl vasos neoformats

són elements diferenciats procedents de les cel.lules

tumorals o si es tracta del component estromal propi del

tumor.

Al' observar els diferents tumors, es pot trobar una

relació inversa entre l'aparició de cartílag i la de teixit

muscular estriat. En els tumors que presenten grans

quantitats de múscul estriat no hi ha cartílago
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El teixi t cartilaginós és de tipus hialí. EIs

condrócits, de forma arrodonida o elíptica, es troben

formant grups de fins vuit cél.lules originades totes elles

d'un mateix condroblast. A aquests grups se'ls ha denominat

grups isogenics. Degut al processat histológic tant la

matriu cartilaginosa com els condrócits experimenten

retracció, el que fa que els condróci ts adoptin una forma

estrellada i s'allunyin de la capsula.

El teixit muscular estriat presenta, igual que els

altres teixits adults presents en el tumor, una morfologia

normal. Per mitja de la disecció óptica es pot veure en les

tincions d' hematoxilina-eosina el patró de bandes d' aquest

tipus cel.lular. Les cel.lules són plurinucleades i es

troben formant conjunts fibril.lars en el si deIs tumors.

S'observen zones de transició entre les cel.lules

endodér-mí ques i les mesodermiques. Aquesta transició no és

evident entre les cel.lules de carcinoma embrionari i les

n:esodermiques.

4) Trofoblats.

S' observa la presencia de teixi t trofob.l aat
í

c tant en

zones de tumor de si endodérmí c com en zones de carcinoma

embrionari.

Les cel.lules de trofoblast es disposen sempre al

voltant de zones hemorragiques del tumor.
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Envo1 tant a les zones hemorragiques poden observar-se

cel.1u1es trofoblastiques que alternen amb ce1.1u1es de

petita mida semblants a les cel.lules endotelia1s.

Les cé Lv Lu Less que composen el tumor de si endodérmic

presenten una mol t baixa tendencia a la diferenciació; en

canvi, les que formen el carcinoma embrionari tendeixen a

diferencir-se amb gran facili tat especialment les que es

troben en la periferia deIs nodu1s que constitueixen aquests

tumors.

El patró de criexement del carcinoma embrionari esta

format per nius ce1.1u1ars densament agrupats envo1tats per

prims tractes fibri1.1ars.

A mida que el tumor va desenvolupant-se s' observa la

formació de nous nódu l s ce1.1u1ars al mateix temps que van

augmentant de mida els ja existents. Quan aquests nó du l s

adquireixen una mida determinada, s' observa 1 I aparició de

necrosi en la seva periferia o en la seva zona central.

Es en la periferia d'aquests nodu1s on s'observa

l' aparició de diferenciacions i aquestes apareixen quan el

nodul assoleix una mida determinada.

Les cé Lv Lu Less +rof'ob.l áe't í.ques són voluminoses amb un

gran nucli central de cromatina clara en el que destaquen un

o varis nucleols prominents.
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3, IMMUNOHISTOQUIMICA DELS TUMORS

S' ha estudiat la distrubució de l' AFP en els teixi ts

tumorals. Per aixó s'ha utilitzat, com en els casos

precedents un anticós anti-AFP de ratolí comercial.

Els resultats obtinguts són els següents (figs. 103-

116) :

L'AFP és un marcador específic de l'endoderma

embrionario L'anticós anti-AFP no es fixa als derivats

endodérmics adults.

S'observa reacció positiva en les cél.lules que

composen el tumor de si endodérmico

- Les cél.lules de carcinoma embrionari que formen el

patró de creixement sólid són invariablement negatives.

- Algunes cél.lules de carcinoma embrionari poden ser

positives a l'AFP. Aquestes cél.lules es troben· formant part

del patró pseudoglandular o papil.lar del tumor.

De tota manera, no s'observa reactiviat en tota

l'estructura pseudoglandular o en tota la papil.la, sinó que

soIs es troba en algunes de les cél.lules que formen

aquestes estructures.

- En les zones de transició entre carcinoma embrionari

i tumor de si endodérmic, les cél.lules de carcinoma

embrionari que contacten amb les de si endidérmic són

positives abans del canvi de morfologia.
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- Les zones de transició entre carcinoma embrionari i

els teixits diferenciats de tipus endodermic són positives

per a l'AFP.

- La majoria de les cel.lules que envolten als derivats

mesodérmics presenten morfologia de tipus endodermic i són

positives a l'AFP. Endemés, aquests derivats també es troben

envoltats per derivats ectodérmics en diferents graus de

diferenciació.

Els eritrócits són positius a la immunohistoquímica

degut a la gran quantitat de peroxidasa endógena que

presenten. Encara que la peroxidasa endógena s'inhibeix

abans de fer la immunohistoquímica degut a la gran quantitat

d'ella present en els eritrócits mai es pot eliminar del tot

la seva reactivitat.

La necrosi sempre dóna reacció positiva en la

immmunohistoquímica degut a la seva apetencia per a.

qualsevol substancia. Es tracta d'una unió inespecífica.
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TUMoRS A Le INTERIOR DE LA

MATRIU



IMPLANTACIO DELS COSSOS EMBRIOIDS.



La implantació de l'embrió deIs mamífers és un tema que

ha estat altament estudiat des de fa molts anys. Exixteixen

encara, peró, punts obscurs com per exemple quin és el

senyal responsable de l'inici de la decidualització de

l' endometri.

El problema de l'estudi de la decidualització de

l'endometri és per un costat temporal i per al tre

nomenclatural.

Sabem que en el ratolí la implantació es produeix entre

els dies 3.5 i 4 de la gestació. En di verses ocasions els

treballs no defineixen quin és el moment exacte de l'estudi

i aixó fa dificil la comparació de resul tats¡ és per al tra

banda, dificil definir un temps estandars d'estudi degut a

les desincronitzacions naturals succceides durant la

gestació.

Com en altres tants camps de la ciencia l'embriologia

no esta exenta deIs problemes de la nomenclatura. El teixit

decidual s'ha estudiat a partir d'animals gestants¡ a partir

d'animals pseudogestants¡ amb sistemes d'inducció

artificials de la deciduali tzació ¡ i amb combinacions de l s

sistemes in vivo i in vitro. S' ha pogut observar que els

teixi ts deciduals artificials i els naturals, malgrat ser

molt semblants, presenten diferencies substancials. Aixó ha

determinat que alguns autors distingeixin entre "decidua" i

"deciduoma", peró no sempre és així i es crea una nova

confusió a l'hora d'interpretar els fets.
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Abans de la implantació es donen una série de processos

que s'han descrit en la majoria de les espécies estudiades.

En els rosegadors, que presenten ovulacions múltiples,

els embrions segmentats penetren dintre de l'úter el dia 2.5

de la gestació. Fins a la implantació aquests embrions seran

repartits al llarg del corn uterí i seran immobilitzats en

una posició definitiva.

Tant la repartició com la immobilització deIs embrions

és un fet dependent de la mareo Pero, qui determina ambdós

procesos i la forma en que ho fa esta encara sota discussió.

La distribució deIs embrions en l'úter esta determinada

per contraccions musculars de l s corns uterins que separen

els blastocists entre ells CO'Grady i Heald, 1969). Aquestes

contraccions es produeixen quan la matriu esta sota la

influéncia de la progesterona. Es creu que l' embrió pot

jugar un paper estimulant les contraccions amb el seu

contacte CBoving, 1956).

Se sap pero que l' estimul donat al corn uterí no és

intraespecí fic, j a que ous d' er
í

c
ó

de mar tntrodu i ts en el

corn uterí de femelles gestants de conill són distribuits en

paquests al llarg del corn uterí CMarkee, 1944).

En el present treball hem pogut observar com els cossos

embrioids eren reparti ts dintre del corn uterí j a que hem

trobat en diverses ocasions dos o tres tumors implantats al

llarg del corn uterí operat de forma análoga als embrions

durant la gestació normal.

-196-



Atenent a aquests resultats creiem que la distribució

deIs embrions durant la gestació depén únicament d' un fet

macánic i no es tracta de cap senyal químic determinat. Els

embr
í

ons , o els cossos embrioids en el present estud
í

, al

contactar físicament amb els teixits materns desencadenarien

la contracció muscular dé la matriu.

Un cop els embrions són distribuits el llarg del corn

uterí es produeix la seva immobilització en el lloc on

posteriorment s'implantaran. La immobilització intrauterina

implica un alentiment de les contraccions musculars i una

reducció del volum de la llum uterina. Es creu que

dependria, al' igual que la distrubuc1ó deIs embrions, de

l'organisme materno

La immobil i tzació deIs embrions no eata associada a

l'establiment d'unions cel.lulars entre el trofoblats de

l'endometri ja que en el ratolí s'ha vist que els embrions

són immobilitzats quan encara estan coberts per la seva zona

pel.lúcida (Reinius, 1967).

La immobil i tzació deIs blastocists en el corn uterí

s'acompanya de la formació d'una foseta en la mucosa uterina

(Ender-s , 1975), aquesta foseta es forma també davant d'ous

no fecundats (Bloch, 1966) la qual cosa sembla indicar que

és un esdeveniment independent de l'embrió.

Si s'atura la distribució deIs blastocists bloquejant­

los a la part alta deIs corns uterins per mitjá d'una

lligadura, la distribució 5015 es donara si es treu la

lligadura abans del periode normal de la immobilització.
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Després d'aquest temps els blastocists queden definitivament

en l'espai on estaven confinats (Dhindsa et al. 1967).

Aquest fet indica que existeix una seqüencia temporal fixada

per als diferents esdevenimets.

Quan s' estudien els cossos embrioids inj ectats en la

cavitat uterina es veu que aquests s' han implantat

correctament la qual cosa indica que tant la distribució com

la immobilització d'aquestes estructures s'ha produit

normalment.

Pensem que la distribució i la immobilització deIs

embrions durant la gestació són dos fets consecutius

programats en l' organisme matern i que aquest programa és

desencadena únicament per la presencia d' unes estuctures

lliures en l' interior de la llum uterina durant els dos

primers dies de la gestació.

La implantació consegüent deIs embrions ha estat

estudiada ampliament pero encara ara no esta cIar quin és el

senyal que envia l' embrió a la mare per a que s' inicil la

decidualització ni quan es produeix exactament aquest

senyal.

Es coneix la tmpor+aánc
í

a de l' ambient hormonal per a

la bona consecució de la implantació. La implantació soIs es

dóna si la mare ha rebut un estí mul d' estrogens <provinent

de la fase fol. 1 í cu lar del cicle ovaric normal) i

posteriorment un senyal hormonal de progesterona <produlda

en el cos luti de l' ovari a l' inici de la gestació) (Ff nn ,

1978).
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Les hormones actuen a nivell del genoma de les

cé l . 1 ules efectores al terat la seva expressió genica

(O'Malley i Keans, 1974), actuen augmentant la síntesi d'ARN

i protelnes.

Se sap que les hormones esteroides poden entrar en

totes les cel.lules de l'organisme per difusió simple o

facilitada. La molecula pero es retinguda fortament a nivell

de les cel.lules diana.

Les cel.lules diana, com les cel.lules de l'úter,

poseeixen un receptor citoplasmatic per a la hormona d'uns

100-200 Kd. Quan el receptor s'uneix a la molecula d'hormona

s'activa i el complex receptor-hormona s'uneix a punts

aceptors nuclears (Glasser et al., 1982).

Les hormones farien que augmentés la sensi bili tat de

les cel.lules diana dabant d'altres estímuls mitogenics. Es

veu, per exemple, que els estrogens in vivo controlen la

resposta mitogenica de l'endometri mentre in vitro no tenen

efecte mitogenic sobre aquestes mateixes cel.lules (Kueller,

1953). Es pot explicar aixo pensant que els estro gens no són

mitogens i, per tant, no tene activitat mitogenica in vitro,

pero tenen la capacitat de crear cel.lules diana in vivo amb

capaciat de resposta a al tres estímuls mitogenics presents.

El condicionament per estrogens pot conferir sensi bi li tat

als mi togens (com els factors de creixement) en un tipus

cel.lular específic en un temps determinat (Gospodarowicz et

al., 1978a).
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Són varis els estudis realitzats per a esbrinar quin és

el senyal de decidualització. Es va veure que diferents

estímuls artificials produien tots ells la formació d' un

teixi t decidual. Abans de la implantació de l' embrió es

produeix la destrucció de l'epiteli superficial de la matriu

i es va pensar que l' embrió, de la mateixa manera que els

agents artificials, produla la mort de les cé l rLu Lee de

l'úter i aquestes lliuraven un estímul inductor de la

decidualització (Ljungkvist i Nilson, 1977).

El CO2 és un agent artificial que produeix la formació

de teixi ts deciduals. Alguns autors han apuntat cap a la

possibili tat que el C02 procedent de la respiració activa

del blastocist sigui l' agent fisiológic responsable de la

formació de la decídua. Aquesta idea la refor�a l'existencia

d'una anhidrasa carbónica uterina dependent d'estrogens

trobada durant el perí ode de la implantació (Lutwak-Mann,

1954; Hetherigton, 1973). El C02 actuaria com els estímuls

artificials destruint l'epiteli superficial.

Actualment coneixem algunes dades que fan poc

consistent la teoria precedent. Els primers senyals de la

formació del teixit decidual per part de l'estroma es

produeixen quan els embrions estan encara envoltats per la

zona pelo lúcida (Lundkvist i Nilsson, 1984). Posteriorment

l'embrió perd la zona pel.lúcida i el trofoblast s'adherix a

les cel.lules de l'epiteli, les cel.lules estromals es

transformen en cel.lules deciduals, donant la decidua

primaria avascular, i a continuació es dóna la separació de
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les cel.lules epitelials de la seva lamina basal (Rogers et

al., 1983).

Totes aquestes dades mostren que la formació del teixit

decidual és anterior a la destrucció de l'epiteli de

superfície la qual cosa indica que el senyal decidualitzador

no és el resultat de la mort d'aquestes cel.lules.

La maj oria de treballs apunten cap a la idea que són

els estrogens pr-odu i ts pel trofoblats els responsables de

l'inici del processos implicats en la decidualització

(Short, 1969; Winteberger-Torres, 1978; Heap et al., 1981).

In vítro s' ha demostrat que el trofoblats pot

sintetitzar 17�-estradiol a partir de progesterona , durant

la gestació el blastocist podria uti li tzar la progesterona

procedent del cos luti per a produir els seus estrogens

(Heap et al. , 1981) . També s' ha vist en femelles

pseudogestants que vesícules de trofoblats poden induir la

formac
í

c o de decidues mentre que les cé l v Lu Lea de la massa

cel.lular interna isolades no ho fan (Gardner et al., 1973).

Recentment s'ha vist, com citavem anteriorment, que a

l'inici del dia 4 de la gestació quan l'embrió té encara la

seva zona pel.lúcida es produeixen els primers senyals

indicadors de la resposta decidual. Es veuen canvis a nivell

deLs nuc l éoLa en les cé l v Iu l as estromals. Aquests canvis

depenen clarament de l'embrió ja que no es donen en femelles

pseudogestants (Lundkvist i Nilsson, 1984).

Els canvis observats a nivell deIs nucleols no soIs es

traben en els 110cs on esproduira la implantació sinó al
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llarg de tota la matri u. Passades unes 12h es donen les

al teraeions loeals en els lloes d' implantaeió (Lundkvist i

Ní Lseon , 1984).

L'observar eanvis a nivell de tot l'úter dóna suport a

la idea que el senyal deeidualitzador és un senyal bioquínde

enviat per l'embrió. Si es fa un traetament amb estradiol a

femelles es veuen unes alteraeions nucleolars similars a les

prodldes davant de l'embrió (Lundkvist. 1978). Aixó pot

indicar que els blastocists secreten una substAncia

promotora del creixement que té efecte di recte sobre les

cel.lules estromals.

Després de les modificacions generals de l'estroma, el

contacte entre el trofoblast i les cé l v Lu lea de la matriu

seria el responsable de la decidualització (Lundkvist et

al .• 1979). En els llocs d'implantació durant el dia 4 de la

gestació s' observa l' augment de receptors nuclears per a

l'estradiol i la progesterona (Logeat et al., 1980).

Quan s'estudien decídues artificials no s'observa

l'augment de receptors hormonals a nivell de la mucosa

uterina (Logeat et al.. 1980). També s' ha pogut veure que

les deeídues artificials presenten signes de mort cel.lular

major que les decídues normals (Lundkvist i Nilsson, 1982).

Totes les dades semblen indicar la importAncia de

l'embrió per a la formació d'un teixit decidual correcte,

així mateix les dades esmentades fan pensar que la decidua

es produiria en dues fases, la primera dependent del

lliurament d'estrogens per part de l'embrió i la segona per
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un contacte entre el trofoblast i les cel.lules epitelials

que determinaria els canvis puntuals produ i ts en els Ll ocss

d' implantació. Les dades obtingudes en els present estudi

són consistents amb aquesta idea i mostren que el contacte

entre el trofoblats i les cel.lules de l'epiteli no és un

sényal específico

En el nostre treball hem inj ectat cossos embrioids a

l' interior del corn uterí dret de femelles gestants de 2

dies. El corn esquerra s' ha deixat intacte permetent la

implantació deIs seus corresponets embrions.

Els cossos embrioids estan formats externament per

cél.lules de tiupus endodérmic, parietal i visceral, i

contenen en el seu interior un conjunt de cel.lules de

carcinoma embrionari <Pierce i Dixon, 1959; Pierce et al.,

1962) .

Els cossos embrioids s'implanten correctament a nivell

de les matrius gestants presentant-se una decidua

morfológicament normal. Creiem que els embrions que es

desenvolupen en el corn esquerra de la matriu enviarien a la

matriu els estrógens responsables deIs canvis nucleolars

prodults a l'inici del dia 4 de la gestació. Posteriorment

el contacte entre la superfície del cos embrioid i les

cél.lules epitelials seria el responsable deIs canvis locals

en la mucosa uterina. Aixó indica que els canvis en els

llocs d'implantació no venen determinats específicament pels

estrógens del trofoblats en el moment del contacte de les

superficies cel.lulars sinó que estarien ja determinats pel
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senyal bioquí mic previ i simplement es desencadenarien per

un efecte macanic.

Els estrogens, atenent al seu paper regulador i no

mitogénic, prepararien a les cél.lules deciduals per a

respondre al contacte amb l' embrió. El senyal embrionari

específic es produiria abans del contacte del blastocist amb

els teixits de la mareo

L' augment de receptors per a estrógens i progesterona

en els llocs d'implantació guardaria relació amb els canvis

posteriors de les cé l vLu Les estromals en aquestes zones

concretes. Com esmentavem anteri orment, les hormones

augmentarien la capacitat de les cel.lules diana per a

respondra a estímuls mitogenics. En els llocs d'implantació

en un curt espai de temps es produiran grans canvis, com són

la involució de la decí dua primaria i la formació d' una

xarxa de vasos que nodriran l' embrió en creixement. Tots

aquests canvis estan possiblement regulats per l'embrió que

envia di ferents senyals als tei xi ts materns i per tant és

necessari que aquestes cel.lules estiguin preparades per a

respondre correcta i rapidament als estímuls embrionaris.

També les dades morfológiques donen suport aquesta

idea. A nivell de les cel.lules de la decídua primaria hi ha

un augment en número i extensió de gap junctions després de

24h de la deciduali tzació. Aquesta és una evidencia

morfológica de la propagació deIs estímuls inicials per a la

deciduali tzació via gap junctions (Brokelmann i Biggers,

1979) .
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Altre punt important de la implantació és com l'embrió

s' implanta sense ser atacat pel sistema irnmuni tari de la

mareo

L'embrió rep dues dotacions cromosomiques una procedent

de la mare i l'altra del pare. En l'estadi de dues cél.lules

l' embrio j a expresa els antí gens d' histocompatibili tat que

són diferents als de la mare (Beer i Billingham, 1974).

Els diferents autors han intentat explicar quin és el

mecanisme responsable de la protecció de l'embrió.

Es creia que la decí dua era un lloc immunologicament

privilegiat on la resposta immuni tar t a seria mí nima. S' ha

vist pero, que empel ts al. logénics de pell al' interior de

decídues són destruits pel sistema immunitari (Beer i

Billingham, 1974).

S' han fet al. loempel ts de trofoblats i s' ha vist que

encara que hi ha resposta irnmune, el trofoblats no és

destruit (Simmons i Russell, 1962). De forma anAloga es veu

que blastocists implantats ectopicament (trompa, cavitat

abdominal) es desenvolupen fins a estadis avan�ats arribant

en alguns casos a tenne. El trofoblats d' aquests embrions

envaeix els teixits del voltant i no és necrosat encara que

hi ha resposta immunitAria per part de la mare (Tourris et

al., 1980).

Aquests resultats semblen indicar que el trofoblast és

el responsable de la protecció de l' embrió davant de la

resposta immune de la mare i que la decídua no és la

responsable d'aquesta protecció.
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S'ha postulat que el trofoblasts sintetitzaria una

substancia anomenada fibrinoide que emmascararia els

antígens de transplant i podria actuar també repelint els

limfócits de la mareo El fibrinoide seria un material amorf

de tipus mucopo l
í

sacar
í

d que envol ta al trofoblats. A la

formació d'aquesta substancia també hi contribuirien els

teixits de la decidua (Kirby, 1968; Jones i Kemp, 1969).

En la zona d' implantació hi ha un transi t elevat de

limfóci ts i macrófags. A partir de ce Iv.l u l ea de carcinoma

embrionari i de blastocists s'ha alllat una substancia

anomenada "immunorepulsi u" que tindria un efecte

antiinflamatori i podria jugar un paper en la no destrucció

de l'embrió per part de la mare (Fauve et al., 1974).

Quan els cossos embrioids s' injecten en les matrius

gestants es pot veure que la formació de tumor és dosi

dependent. Quan s'injecta un excés d'aquestes estructures no

es poden implantar i s' observen signes de necrosi a nivell

de la matriu. Aquest fet indica que la mare reconeix al

teixit tumoral com a extrany. Si la dosi de cossos embrioids

emprada és menor, en un 30% de l s casos es dóna la seva

implantació.

Recentment s' ha descri t un factor depenent de ls

macrófags activats que produeix la necrosi hemorragica deIs

teixits tumorals tant in vivo com in vitro. Aquest factor ha

rebut el nom de t.umor necrosis factor (TNF) i s' ha descri t

en el ratolí, la rata, l'home, el conill i el conill
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d' Indies <Pennica et al., 1984; Shirai et al., 1985; Urban

et al., 1986).

El TNF és una citoquina secretada pels macrofags

activats com a defensa per part de l'hoste contra el

creixement tumoral. S' ha pogut comprovar que la producció

d' aquesrt factor és el mecanisme més important per a la

destrucció de les cél.lules tumorals.

In vi tiro s'ha pogut veure que els efectes

antiproliferatius del recombinant human tumor necrosis

factor-a (rHuTNF-a) i -� poden ser interferits pels factors

de creixement epider:mal growtb factor (EGF) i recombinant

human treneioruüng growth factor-a (rHuTGF-C() en una lí nia

cel.lular de carcinoma huma anomenada ME-180 (Sugarman et

al., 1987).

Els factors de creixement podrien in vivo determinar el

creixement tumoral interferint amb els mecanismes efectors

normals de la defensa de l' hoste o bé mi tj ancarrt

l'estimulació autocrina del tumor.

Es coneixen dos factors de creixement el transforming

growth factor a i j3 (TGF-C( i TGF-13). El TGF-C( esta mol t

relacionat amb l'EGF estructuralment i competeix amb ell per

al mateix receptor. TGF-C( pot induir la transformació

reversible de cél.lules de rata normals en preséncia del

TGF-J3.

El TGF-C( es sintetitza durant estadis primers del

desenvolupament
í

, podr
í

a ser una versió embrionaria de

l'EGF (Twardzik et al., 1982). La seva producció en un gran

-207-



número de tumors indica que juga un paper important en la

transformació cel.lular quan s'expresa de forma incorrecta.

El TGF-a com l'EGF quan s'uneix a la seva protelna receptora

produeix la divisió cel.lular.

El TGF-J3 s' ha detectat com a producte d' excreció d' un

gran número de cél.lules normals i tumorals. Aquest factor

de creixement no competeix pel receptor de l' EGF i per a

poder fer efectiva la seva capaci tat transformadora

necessita de la preséncia de l'EGF o del TGF-a CAnzano et

al., 1982).

El TGF-a seria necessari per al' inducció i formació

del tumor, i el TGF-J3 seria necessari per a mantenir i

amplificar el fenotip de malignitat CAnzano et al., 1983).

En les oe Lv LuLea de carcinoma embrionari s' ha descrit

la presencia de TGF-J3 peró no de TGF-a <DeryncK et al.,

1987) . Se sap peró, que les cél.lules de carcinoma

embrionari juntament amb les cel.lules de la massa cel.lular

interna secreten un factor de creixement similar al TGF-a

CRizzino, 1982; Engstrom et al., 1985). Aquest factor

estimula la proliferació cel.lular i competeix per al

receptor de l'EGF. El TGF-J3 sintetitzat per les cel.lules de

carcinoma embrionari podria actuar amplificant l' acció del

factor de creixement propi d'aquestes cel.lules.

Com hem vist l'EGF pot contrarestar l'efecte del TNF i

impedir així la destrucció del teixit tumoral. El carcinoma

embrionari secreta un factor de creixement similar al' EGF
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que competeix amb ell per al mateix receptor. A nivell de la

matriu s'ha descrit el receptor per a l'EGF.

Possi blement els cossos embrioids escapin de la

resposta immune de l' hoste gr-ác
í

es a aquest factor. Quan

injectem un excés de cossos embrioids en la llum uterina la

resposta immuni t.ár
í

a és massa elevada com per a poder ser

contrarestada i els cossos embrioids són destruits.

Com ja citavem anteriorment alguns autors han descrit

una substancia a nivell del carcinoma embrionari i deIs

blastocist a la que anomenen "immunorepulsiu". Tant en la

massa cel. ular interna com en el carcinoma embrionari s' ha

descrit el mateix factor de creixement i podria estar

relacinat amb aquesta substancia.

Atenet a tot l'exposat, i a les grans similituds

trobades entre els sistemes embrionaris i els tumorals,

podem pensar que l'embrió per a escapar del sistema

immuni tari de la mare uti li tza un sistema aná l eg al deIs

tumors en creixement. Possiblement excreta alguna substancia

o substancies que a l' igual que fa l' EGF en els tumors

interfereixi els mecanismes de defensa de la mareo

Hem pogut observar que no soIs la dosi de cossos

embrioids emprada és cr
í

tica per a la producció de tumors

sinó que també ho és el moment de la injecció. Quan injectem

cossos embrioids durant el perí ode de periimplantació

observem'signes de necrosi i mai es dóna la implantació deIs

cossos embrioids.
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Aquests resultats tenen gran paral.lelisme amb els

obtinguts amb embrions.

En totes les especies de mamífers estudiades la

supervivencia intrauterina i la implantació de l'embrió

requereix una si ncroni tzació entre el desenvolupament

embrionari i l' uterí . Les hormones esteroides estan

implicades en aquesta sincronització (Glasser et al., 1982).

Com a recIa general, la supervivencia intrauterina d' ous

transferits en varis estats es fa impossible més enlla del

temps en que la nidació pot succeir de forma normal.

El quart dia de la gestació o pseudogestació

l'endometri no és ja capa� de donar una resposta decidual i

l'ambient uterí esdevé nociu pels embrions no implantats. A

partir d'aquest moment la matriu es troba dintre de la fase

de "no receptivitat" que dura fins al final de la gestació o

pseudogestació (Psychoyos i Casimiri, 1981).

Quan es posen embrions de 3 dies en úters gestants de 3

dies durant 24h o es posen embrions de 2 dies en un úter de

3 dies durant 48h es veu que aquests embrions es mantenen

normals. Contrariament si embrions de 4 dies es deixen

únicament durant 9h en úters de 4 dies es veu que són

greument danyats. L'endometri abans de la implantació permet

el desenvolupament d'embrions en el seu interior, mentre que

a partir del moment de la implantació l' ambient es torna

desfavorable per ala supervivencia deIs embrions (Psychoyos

i Casimiri, 1981).
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Nitjan�ant el cultiu d'embrions amb rentats procedents

de matrius no receptives s'ha vist que la destrucció

d'aquets depén d'una molécula citotóxica. Aquesta molécula

és un poLt pépt
í

d i s' ha denominat "blastocidina".

Els cossos embrioids si tuats en matri us no recepti ves

són també destruits. Aixó indica que la molécula citotoxica

implicada no és específica per als embrions. Possiblement es

tracti d'una molécula que reconeix cel.lules

indiferenciades.

La blastocidina podria ser una molécula ana Loga al TNF

depenent deIs macrófags activats. La seva producció es

desencadenaria per la presencia de cel.lules indiferenciades

en l' interior de la matriu despres del període

d' implantació.

Passat el moment de la implantació la mucosa uterina no

respon als estímuls decidualitzadors i la presencia de

cél.lules indiferenciades, siguin les d' embrions o les del

cossos embrioids, dóna lloc a la producció d' un polipéptid

amb propietats citotóxiques.

Atenent als resul tats exposats podem afirmar que els

cossos embrioids poden escapar del control immuni tari de

l' hoste sempre i quant la resposta d' aquest no sigui massa

elevada.

L'úter pot reconeixer als cossos embrioids coro a

extranys, malgrat pertanyer a un animal isogénic, degut a

que els cossos embrioids expressen diferents antígens

carcinoembrionaris (Artzt et al. , 1976; Webb, 1980; HYafil
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et al., 1980) i s' ha demostrat que aquests antí gens poden

desencadenar una resposta citotoxica per mediació cel.lular

(Hamilton et al., 1976).

Quan s' estudien els tumors després del part no

s' observa mai tumor adheri t i es veu material necr
ó

t í.c en

l'interior de la llum uterina.

Després del part hi ha una fase d'autofagocitosi de les

cél.lules musculars de la matriu. Es veuen macrofags i

fibroblast de l'estroma que per endocitosi eliminen les

fi bres de col. l ágena i els fragment cel.lulars <Henell et

al., 1983; Inouye et al., 1983a,b).

Com en els casos anteriors els macrofags activts durant

aquesta fase d'involució de la matriu poden ser els

responsables de la destrucció de la massa tumoral.
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EVOLUC 1 O DEL TUMOR EN L ' 1 NTER 1 OR DE

LA MATRIU, FORMACIO DE VASOS PER PART

DE L'ENDOMETRI

-



Un cop s' ha format la decí dua primaria avascular es

dóna la pérdua de l'epiteli de superficie de la matriu.

Després les cél.lules del trofoblats es situen adjacents a

la lámina basal residual de l' epi teli i les cél. lules de

l'estroma trenquen la lamina basal per anar a contactar amb

l'embrió. Aquest procés depén de la mare i no és dependent

del contacte amb l'embrió.

El trencament de la lamina basal així com la perdua de

l'epiteli també es donen davant deIs cossos embrioids. Aixó

sembla indicar que aquests dos processos formarien part del

programa de les celo lules de la mucosa que possiblement es

desencadenaria, com esmentavem anteriorment, pel contacte

fisic amb els cossos embrioids o l'embrió.

A mesura que l' embrió es desenvolupa es produeix la

involució de la deci dua primaria i es forma una xarxa de

vasos que aporta els nutrients necessaris a l' embrió en

creixement.

Després de travessar la lamina basal residual les

cel.lules de la decídua que estan en contacte amb l' embrió

experimenten eanvis degeneratius. Hi ha eondensació deIs

eontinguts ei toplasmaties, fragmentaeió de les eél.lules i

fagoei tosi de ls fragments per patr del trofoblats (Welsh i

Enders, 1987).

Els estudis morfológies de la formaeió de la xarxa de

vasos materna indiquen que mentre es produeix la degradaeió

de la deeidua primaria algunes eél.lules deeiduals

s'interposen entre les eel.lules endotelials deIs vasos
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materns. El trofoblast té accés als vasos de la mare

reempla<rant les cé l . 1ules deciduals i introduint-se entre

les cel.lules endotelials. Els vasos materns es troben

colapsats fins al moment en que el trofoblats hi penetra

(Welsh i Enders, 1987).

Quan s'estudia un tumor obtingut a partir de la

injecció deIs cossos embrioids es pot veure una trama

vascular que penetra dintre del tumor. Es veu també com les

cel.lules estromals s'interposen entre les cel.lules de

carcinoma donant-lis un substrat sobre el qual creixen.

La majoria deIs teixits necessiten d'un aport sanguini

que els proveeixi nutrients i que tregui els productes deIs

catabolisme CWessells, 1977). Degut a aixó le proliferació

cel.lular pot ser controlada per l'accesibilitat de

nutrients (Folkman, 1975¡1976). Un increment en la densitat

capil.lar d'un teixit resulta en un accés incrementat als

nutrients per les cel.lules i pot permetre l'acceleració del

creixement. Ja que els capil.lars es formen com a resultat

de la proliferació de l'endoteli vascular, els factors

mitogenics d'aquestes cel.lules poden regular indirectament

el creixement d' un teixi t en el seu conj unt (Gospodarowicz

et al., 1978).

Les cel.lules endotelials tenen gran capacitat per

ajustar el seu número i disposició als requeriments locals.

La majoria deIs teixits deenen de l'aport sanguini i aquests

de les cé l v l u Lea endotelials. Si les ce Lv Lu Less endotelials
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no remodelesin la xarxa de vasos, el creixement i reparació

deIs teixits seria impossible.

Les cél.lules endotelials limiten el sistema vascular

en la seva totalitat i controlen el pas de materials cap a

l'interior o l'exterior de la circulació. Estudiant l'embrió

es veu que les artéries i les venes es desenvolupen des de

peti ts vasos formats únicament per cel.lules endotel ials i

una membrana basal. Les capes de teixit conectiu i múscul

llis es formen al voltant d'elles quan es requereix (Bloom i

Fawcett, 1975).

Les cél.lules endotelials retenen en l'adult la

capacitat de divisió i moviment. Poden reparar l'endoteli de

vasos en que aquest s'ha retirat de forma experimental.

Poden també crear nous vasos. Per exemple, en l'úter que té

cicles recurrents de remodelació de teixits i reconstrucció

o en el cas de reparar teixits destrults (Goss, 1978)

En 1 I animal en estat normal les cé LvLu Lea endotelials

formen nous capil.lars so ls quan és necessari per a el l.

Així per exemple, quan es produeix una ferida els teixi ts

veins formen capil.lars. Els irritants locals i les

infeccions també causen la proliferació de nous capil.lars.

Hi ha evidencies que els macr
ó

fage , que s' acumulen en els

lIDes de destrucció i infecció secreten un factor que

indueix a les cel.lules endotelials a formar capil.lars

CFcLkman , 1980).

In vi tro s' ha pogut veure que el FGF té una gran

activitat mitogénica sobre les cél.lules endotelials, mentre
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que l'EGF no té activitat. In vivo s'ha vits també que el

FGF indueix la neovasculari tzació de la córnea de conill

(Gospodarowicz et al ,1978).

Estudiant el creixement tumoral s'ha vist que els

teixi ts poden produir senyals per al' ang
í

ogenas
í

• Un tumor

que creix de forma sólida es manté peti t a menys que es

proveieixi de capil.lars. Sense un aport sanguini que

s'extengui en el seu interior el tumor s'alimenta per

difusió i no pot creixer més enlla d'uns milímetres. Peró si

les cé Lv Iu Les deIs tumor poden indulr la formació d' una

xarxa de capil.lars que envaeixi la massa tumoral, no

necessiten tenir un creixement limitat. Hi ha evidencia que

els tumors que poden tenir un creixement ilimitat excreten

una substancia, anomenada tumor angiogenesis factor, que

actua en les oe Lv Lu Less endotel1als. Es possible que les

cel.lules normals deprivades d'oxigen puguin atreure un

aport sanguini secretant el mateix factor (Folkman, 1976).

Els tumors obtinguts en l'interior de la matriu

presenten un elevat creixement. Dipositant únicament 50

cossos embrioids en l'interior de l'úter s'obté un tumor als

6 dies de la injecció. Per a obtenir un tumor sota la pell

en animals control aproximadament en el mateix temps es

necessari injectar 2x10":; cossos embrioids. Aquest fet indica

que dintre de la mucosa de la matriu gestant hi ha un fort

estímul per al creixement.
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Les cé Lc Lu Les de carcinoma embrionari que integren el

tumor per a poder creixer r-ap
í

damen t necessi ten de l' aport

de vasos i indueixen la seva formació per part de la mareo

L' embrió de forma ana l oga es desenvolupa r áp í.damerrt

dintre de l' úter que li proporciona un estímul positiu pel

creixement els vasos neoformats per l'endometri li

proporcionen els nutrients necessaris. L' embrió podria

induir la formació de vasos per mitja d'un factor bioquímic

relacionat amb el FGF o el tumor angigenesis factor.

Hi ha dos sistemes basiscs d'informació intercel.lular:

la determinada per factors bioquí mies circulants com per

exemple els factors de creixement o la mediati tzada pel

contacte cel.lula/cel.lula.

En els teixi ts adults el caracter d' una cel.lula pot

canviar quan el seu ambient canvia. Aquestes alteracions del

caracter són rarament molt grans. Moltes d'elles poden

classificar-se com modulacions de l' estat diferenciat. La

modulació pot dependre de la interacció amb les cel.lules

veines.

Posant en indi vidus adul ts fragments d' epidermis

procedent d' una zona de l' organisme en contacte amb la

dermis d'una zona diferent s'ha observat que la dermis

controla les caracterí stiques de la epidermis implantada

(Billingham i Silvers, 1967).

També s'ha pogut comprovar la importancia del contacte

intercel.lular estudiant les papil.les gustatives. Les

fibres nervioses que hi penetren són les responsables de la
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seva morfologia. Si el nervi es talla les papil.les

desapareixen. Si el nervi regenera indueix a les cel.lules

epi telials a canviar el seu estat de diferenciació formant

noves papil.les (Zalewski, 1974).

S' ha vist també que la interacció entre ce Lv Lu l ea pot

determinar la inhibició del creixement i la seva modulació.

Cul ti vant cé Lv Lu Less Leucémí quas en agar en presencia de

cel.lules mononuclears periferiques (cel.lules adherents)

s' inhi beix el creixement de la Leucémí a. El :mecanis:me de

supressió és degut directa:ment al contacte cel.lular

:modulador de la taxa de creixe:ment de les cel.lules tumorals

(Spitzer et al., 1985).

Les cel.lules adherents suprimeixen colonies de

granulócits-macrófags tant leuce:miques co:m normals. S'ha

proposat que les diferents t.endenc
í

es de diferenciació en

diferents órgans, co:m és la mielopoiesi en la :medul. la,

l' eri tropoiesi en la melsa i la li:mfopoiesi en els nóduls

li:mfatics, són degudes a control s negatius o positius

exerci ts per les poblacions de cé l . lules adherents en els

diferents organs (Spitzer et al., 1985). Aquesta població

adherent esta probablement formada per :monócits o macrofags.

Es ben sabut que aquestes cel.lules interactuen per contacte

cé Lv Lu La.z cé Lc Lu la a:mb els li:mfócits i co:m a consequencia

final regulen la li:mfopoiesi (Rosenthal et al., 1976).

S'ha pogut veure en treballs in vitro que les cel.lules

de carcinoma embrionari tenen pocs receptors per als factors
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de crixement, i malgrat tenir aquests receptors,no responen

al factors de creixement exogens (Engstrom et al., 1985).

Per tant, es pot pensar que la inducció positiva pel

creixement rebuda pels cossos embrioids en l' interior de

l'endometri es tractaria d'una informació cel.lula/cel.lula.

Els teixits tumorals no soIs escapen al control

immunitari de l'hoste sinó que poden aprofitar-l0 per al seu

creixement. Els macr
ó

fagss que coloni tzen els teixi ts

tumorals poden I ndu i r , in vitra, trencaments a nivell de

l' ADN de cé Lv Lu l ess de mamí fers per mecanismes mediati tzats

per metabolits de l'oxigen (Weitberg et al., 1983). La

producció endogena d'aquests mutagens per part d'algunes de

les cel.lules fagocítiques (no totes tenen aquesta

capacitat) esta en relació amb la fisiopatologia de la

inflamació cronica i possiblement amb la iniciació deIs

processos malignes (Vasiliev i Moizhess, 1982). En aquest

mecanisme es traben implicats més d' un tipus de mutagens

(Fulton et al., 1984) que poden estar proporcionats per les

diferents subpoblacions de macr6fags alllats en un mateix

tumor. Aquestes subpoblacions difereixen en les seves

propietats fí siques i bioquí miques (Mahoney et al., 1983)

així com en el seu estat d'activació (Loveless i Heppner,

1983) .

La capacitat mutagenica deIs macr6fags pot veure's

influida per l' entorn cel.lular (Wei tzman i Stossel, 1982)

ja que s' ha demostrat una relació directa entre la

progressió del tumor i la producció de mut.ágens per part
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deIs macrofags (Fulton et al., 1984). L'activitat mutagénica

deIs macr-ó fage isolats de les metastasis és superior a la

deIs trobats en els tumors primaris (Heppner et al., 1984).

El tumor modificaria als macrofags procedents de la

resposta de l' hoste per al seu propi creixement invasiu.

Seria aquesta una forma d'escapar a la resposta mediatitzada

per macrofags i guardaria relació amb la formació de

metastasis per part del tumor CNicolson et al., 1985;

Russell, 1985).

En els llocs d'implantació hi ha una acumulació

transi t.ó r
í

a de Lí mf
ó

c
í ts i macr-ó f agss , deguts a la reacció

immune de la mare contra l'embrió (Howe, 1975).

L'embrió comparteix amb les cel.lules tumorals la

capacitat invasiva¡ el trofoblats envaira els teixits

materns en els llocs d' implantació. De forma aná loga als

teixits tumorals l'embrió pot modificar l'expressió deIs

macrofags procedents de la mare i utilitzar les substancies

secretades per ells per al seu desenvolupament.

La inducció posi tiva exercida sobre els cossos

embrioids vindria donada per la interacció directa amb els

macrofags procedents de la mareo

L'embrió, igual que els teixits tumorals, no soIs

interferiria la resposta citotoxica d'algunes poblacions de

macrófags per mí t j
á de la síntesi d'un factor bioquímic

ana
í

eg als factors de creixement, sinó que aprofi taria la

resposta de rebuig de la mare activant la producció de
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substancies mitogeniques per part de deterrninades poblacions

de macr6fags.

Aquesta idea és consistent amb l' observació de que és

el trofoblasts l'encarregat de la protecció de l'embrió en

el seu desenvolupament, ja que és justament aquest teixit el

que actua envaint els teixits materns i guarda gran relació

amb els teixits tumorals invasius. Els macr6fags davant

d'aquestes cel.lules produirien diferents mutagens igual com

ho fan quan es troben amb les cel.lules turnaraIs en

progressió.

Com hem vist hi ha dos tipus bás
í

cs d' estí muls del

creixement pero en última instancia el creixement d'un

teixi t depen del substrat sobre el qual creix, es a d í

r ,

depen de la matriu extracel.lular.

Les cel.lules estromals poden sintetitzar la seva

propia matriu extracel.lular rnentre que les cel.lules de

tipus epitelial necessi ten que els estromes lis aportin

aquest substrato Aix6 fa que el creixement deIs epitelis es

pugui regular des deIs estrames (Summerhajes i Franks,

1979) .

La migració i creixement cel.lulars in vivo són el

resultat d' un ba lanc complex entre les informacions

ceL Lu La z ceL. lula i les interaccions cel.lula/substrat.

Aquestes forces que es combinen modulant la forma cel.lular

poden permetre o previndre la proliferació i diferenciació

(Maroudas, 1973; Gospodarowicz et al. , 1978b). S' ha

demostrar que les interaccions cel.lula/substrat exerceixen
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un control en la proliferació cel.lular i la morfogenesi

(Wessels, 1964; Grobstein, 1967; Grobstein, 1975).

En el cas de teixits epitelials amb una alta proporció

de recanvi, com l' epidermis de l' epi tel i corneal, la

proliferació cel.lular activa es LocalI tza únicament en la

capa basal, compasada per cel.lules grans i columnars.

Aquestes cel.lules estan íntimament unides a la lamina basal

o matriu extracel.lular. En contrast, les cel.lules de les

capes superiors, que han perdut la seva capacitat de

proliferar i gradualment adopten una forma aplanada, no

tenen contacte di rete amb la matriu extracel.lular. Aixo

implica que el contacte de les cel.lules amb la matriu

extracel.lular té una influencia permisi va en la

proliferació cel.lular. La matriu extracel.lular modula

l' expressió genetica i la ci todiferenciació (Sun i Green,

1977; Yang et al., 1979).

El control sobre el creixement es pot exercir

mitjan�ant el canvi d'un únic component de la matriu

extracel.lular. Se sap que els epi telis no poden creixer

sobre un substrat de fi bronectina i requereixen, en canvi,

la presencia de laminina per poder proliferar. Els estromes

es comporten totalment a l'inrevés ja que necessiten de la

fi bronectina per a proliferar (M:urray et al., 1979;

Summerhajes i Franks, 1979).

En l' interior de la mucosa uterina es pot veure com

l' estroma forma una xarxa conectiva sobre la que creix el

tumor. L'estroma aporta al teixit tumoral la matriu
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extracel.lular que li permet creixer rapidament com a

resposta als estímuls positius deguts a la interacció

cel.lula/ cel.lula als que aludiem anteriorment.

Es veu, pero, que el tumor mai sobrepassa en el seu

creixement l'espai limitat per les lamines basals de

l'epiteli de superfície i de la mucosa uterina, podem pensar

que a aquest ni vell hi ha un canvi en la composició de la

matriu extracel.lular que no permet el creixement del tumor.

Durant la gestació l' estroma proporcinaria, endemes

d'un aport vascular i un estímul posltiu per al creixement,

un substrat adequat per al desenvolupament de l' embrió i

regularia la seva grandaria per mitja d'un canvi en la

matriu extracel.lular a nivell de les membranes basals.

L'embrió poseeix un programa genétic de desenvolupament

que ja li ve donat possiblement pels genomes deIs gametes

paterns. Se sap que l'embrió per a desenvolupar-se necessita

poseir la informació d'un pronucli femení i d'un de masculi.

Si es creen embrions que porten dos pronuclis femenins o dos

de masculins s'implanten pero poc després degeneren (Hoppe i

Illmensee, 1982; Surani i Barton, 1983; M:cGrath i Solter,

1984; Surani et al., 1986). La matriu soIs ordenaria aquest

programa exercint sobre e11 un control posi tiu i negatiu,

així l'expressió del programa genétic de l'embrió es donaria

de forma correcte.

Els cossos embrioids, al no tenir un programa de

creixement determinat. com els embrions, creixerien

estimulats per la matriu fins a contactar amb les lamines
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basals on el seu creixement és frenat. Com l' embrió es

nodririen a partir de l'aport de vasos materns.

Quan els cossos embrioids s'injecten en la musculatura

de la matriu gestant els tumors que s' obtenen són

teratocarcinomes que poden envair els teixits veins. De tota

manera la seva invasió es veu frenada a nivell de la mucosa

uterina. Com en el cas anterior no sobrepassen els lí mi ts

estab1erts per les lamines basals i endemés s'observa

limítació del creixement lateral per mitja de la trombosi de

les arterioles properes al tumor. Aquest pot ser un

mecanisme emprat per a la matriu per a exercir un control de

tipus local. A nivell del miometri no s'observa cap tipus de

capacitat de control.

Els tumors de l'interior de la mucosa uterina presenten

tots el1s un patró de carcinoma embrionari sólid. Els tumors

obtinguts a nivell del miometri són teratocarcinomes típics

exceptuant aquella part del tumor que envaeix la mucosa

uterina que també presenta un patró de carcinoma embrionari

sólid.

La no diferenciació de l s tumors trobats en la mucosa

uterina pot deure's a dues causes diferents:

- Són tumors de mida mo1t restringida i és possible que

la seva petita grandaria faci que es mantinguin sota aquest

patró histológico

La no diferenciació d'aquests tumors pot deure's

també a la seva r áptda evolució ja que les cél.lules de

carcinoma embrionari per a diferenciar-se necessi ten d' un
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descens ordenat de la veloci tat de creixement (Mummery et

al., 1984).

Quan estudiem els tumors obtinguts en posició submucosa

podem veure que la part del tumor que es traba en la

musculatura és un teratocarcinoma típic, mentre que aquella

que es traba en l' interior de l' estroma de la mucosa es

manté amb un patró de carcinoma embrionari. Aquesta

observació ens fa pensar que les ce Lv l u Lea de carcinoma

embrionari no es diferencien en l' interior de la mucosa

uterina degut al r ápí d creixement que experimenten com a

resultat del contacte directe amb les cel.lules

estimuladores del creixement.

Altre fet a destacar en els tumors obtinguts en

l' interior de la mucosa uterina és la seva orientació en

l'espai. Els tumors sempre es traben dirigits cap a la llum

uterina recordant la disposició que adopten els embrions

durant la gestació. Es veu que el tumor en el seu creixement

s'orienta seguin la trama conjuntiva que forma l'estroma de

l' endometri.

L'estroma de la matriu aporta una trama conjuntiva

sobre la que es desenvolupen les ce Lv Lu lee de carcinoma

embrionari. Aquesta xarxa no soIs controla el creixement

tumoral sinó que dóna una orientació en l'espai al tumor.

Durant la gestació la matriu seria l'encarregada

d'orientar a l'embrió en l'espai.

El tumor en crei�ement, igual que els embrions no

sobrepassa mai la barrera formada per la lamina basal de
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l'epiteli de superfície de la llum uterina ni envaeix el

miometri. Possiblement la presencia de zones limi tants del

creixement determinaria una informació posicional que seria

seguida per l'estroma durant la formació deIs vasos i de la

trama conjuntiva sobre la que creixeran les cel.lules

embrionaries i dirigiria així la posició espacial de

l'embrió durant el seu desenvolupament.
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TUMORS SUBCUTANIS



TEMPS D'EVOLUCIO 1 MIDA DELS TUMORS



Quan s'estudien esls tumors obtinguts subcutaniament en

animals gestants destaquen dos fets: 1) els tumors s61 ids

apareixen únicament després del part i tots ho fan passats

tres dies del final de la gestació; 2) la grandár-t a del

tumot dapen del temps que han passat els cossos embrioids

sota la influencia de l' estat gesta-cional.

Si durant la gestació estudiem la zona d'injecció deIs

cossos embrioids veiem que aquests estan dintre d'una

formació quistosa en suspensió.

Els cossos embrioids per a donar un tumor s61 id han

d' ancorar-se i les ce l v Lu Lee de carcinoma embrionari

envaieixen a través de l'endoderma que les envolta el teixit

conectiu de l'hoste (Pierce. 1961).

Passada la gestació els cossos embrioids s'ancoren i en

tres dies es dóna l'aparició d'un teixit tumoral s61id.

En l'apartat anterior hem vist la importancia del

substrat per al creixement de les cel.lules tant in vivo com

in vitro. Atenent als nostres resultats, pensem que des de

l'inici de la gestació es produeix un canvi a nivell de les

membranes basals que no permet l'ancoratge deIs cossos

embrioids.

La matriu extracel.lular esta composada per col.lagena,

glicosamines i glucoprotelnes. La col.lagena és el component

maj ori tari. Es coneixen tres tipus de co l v l ágena

intersticial <I, 11 i lID, així comdostipusdecol.lagena

de les membranes basals <IV 1 V). Els glicosaminoglicans són

polímers de sucre d'alt pes molecular que tendeixen a
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formar proteoglicans unint-se a protelnes. La fibronectina i

la laminina són proteoglicans i estan associats a la matriu

extracel.lular i estan relacionats amb l'adhesivitat

cel.lular al substrat CGospodarowicz i Vlodawsky, 1985). La

laminina es troba a nivell de les membranes basals

epitelials.

Un punt central en la biologia deIs tumors és entendre

les interaccions entre les cel.lules tumorals i el seu

ambiento Es interessant estudiar les interaccions entre les

cel.lules tumorals i les matrius extracel.lulars, ja que pot

aportar informació sobre la necessitat d' un supot estromal

per al creixement tumoral així com els mecanismes del tumor

per a reconeixer el seu entorno

In vitro s' ha vist que les cel.lules de carcinoma de

colon (tumor de tipus epitelial> requereixen estrictament

d'una matriu extracel.lular per al seu creixement i no

s' adhereixen a les plaques que tenen fibronectina, mentre

que el sarcoma d'Ewing (tumor de tipus conjuntiu) s'adhereix

i creix sobre una matriu extracel.lular elaborada o

símplement sobre un substrat de fibronectina (Gospodarowicz

i Vlodawsky, 1985). El canvi d'un únic component de la

matriu extracel.lular pot impedir o potenciar el creixement

d'un teixit (Summerhajes i Franks, 1979).

En la clínica humana es descriuen tumors que durant la

gestació canvien en la seva forma de creixement fen-se més o

menys agressius (Lichtenstein i Goldman, 1964¡ Allen i

Nisker, 1986). De forma ana
í

oga als cossos embrioids, els
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tumors que pugui fabricar-se el substrat adequat pel seu

creixement evolucionaran més rap í.damerrt durant la gestació

ja que aprofitaran els estímuls positius de la mateixa, per

contra, aquells que depenen de les matrius extracel.lulars

de l'hoste veuran frenat el seu creixement.

El canvi en la composició de les membranes basals

s'observa des de l'inici de la gestació, també des d'aquest

moment l' oó c í

t fecundat inicia el seu descens cap a la

matriu on el blastocist s'implantara.

El canvi general observat a nivell de les matrius

extracel.lulars pot funcionar com un mecanisme de seguretat

per a la implantació de l'embrió. Per a evitar que de forma

accidental l'embrió s'ancori abans d'arribar a la matriu es

possible que l'organisme matern canvli les membranes basals

que es troben sota de Ls epi t.e l
í

a: així un trencament de

l'epiteli no comportaria l'ancoratge ectopic de l'embrió.

Aixó permeteria explicar perqué el blastocist no

sobrepassa mai la membrana basal residual de l' epi teli de

superfície i és l'estroma qui el trenca anant a acollir a

l'embrió.

També pot estar relacionat aquest canvi en les

membranes basals amb el control de la mida de l' embrió en

l' interior de la mucosa uterina. Ja hem descri t com el

creixement del tumor intrauterí es veu limitat a nivell de

les membranes basals. Llavors sembla que amb un simple canvi

de composició bioquímica a nivell d'alguna o algunes
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molécules de l' organisme es pot controlar tota una serie

d'esdeveniments de la gestació.

La lamina basal deIs epitelis esta sistetitzada per les

cé l . lules estrornals. La gestació actuaria sobre les

ce Lv Iu Les estrornals fent que iniciesin la sí ntesi de noves

rnatrius extracel.lulars i controlaria així el

desenvolupament de l'embrió, des de l'inici del seu descens

cap a la matriu fins al moment del part en l'interior de la

mucosa uterina.

Quan injectem subcutaniament cosos embrioids durant la

gestació els tumors obtinguts en femelles gestants apareixen

tres dies després del part, es a dir, des del moment en que

els cossos embrioids poden ancorarr-se passen únicament tres

dies fins l'aparició del tumor. En els animals control, amb

la rnateixa dosi de cossos embrioids, han de passar 8-9 dies

fins l'aparició del tumor sólido

Per altra banda, els tumors obtinguts en femelles

gestants són majors que els obtinguts en els animals control

i es veu que la seva mida guarda relació amb el temps de

permanencia deIs cossos embrioids sota l'estat gestacional.

Els tumors obtinguts injectant cossos embrioids durant

el dia cero de la gestació són mes grans que els obtinguts

en els dies següents i juntament amb els obtinguts en

animal s injectats el dia 1 i 2 de la gestació formen un grup

de creixement diferenciat de la resta deIs tumors.
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Tots aquests fets evidencien que durant la gestació hi

ha una informació positiva per al creixement des de l'inici

de la mateixa.

El pic hormonal en la gestació es dóna el dia 3, abans

de la implantació (Watson et al. , 1975) , per tant podem

pensar que la inducció positiva durant l'inici de la

gestació depen d'altres factors, possiblement factors de

creíxement.

Les hormones no són agents mi togenics sinó que actuen

potenciant l' acció deIs factors de creixement que són els

responsables directes de la mí togenesi. Per tant l' estí mul

positiu observat al llarg de tata la gestació vindria donat

per factors de creixement i no per hormones. Els treballs de

Damjanov et al. (1983) a l' obtenir tumors a partir de la

injecció ectopica d'embrions en femelles gestants esta

d'acord amb els nostres resultats. Aquest autors obtenen a

partir d' embrions ect
ó

pí cs tumors que són maj ors que els

obtinguts en els animals control i veuen que la mida

d'aquests tumors no depen deIs nivells hormonals.

Els tumors obtinguts en els animals gestants injectats

els tres primers dies de la gestació (dia O al 2) són

marcadament majors que els obtinguts a partir d'aquest

momento Durant aquesta fase l'embrió es traba lliure en

l'interior del tracte uterí i per tant els estímuls

observats estan dirigits únicament a la mareo

Les cé l v LuLee de carcinoma embrionari no responen als

factors de creixement exogens pero se sap que les cel.lules
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tumorals diferenciades sí responen a aquests factors (Koore

i Sheridan, 1982). EIs cossos embrioids, amb els que

treballem, són estructures formades per celo lules de

carcinoma embrionari envoltades per una capa de cel.lules

endodermiques derivades d'aquestes cel.lules tumorals.

L'endoderma captaria la informació externa i la transmetria

a les cel.lules de carcinoma embrionari a través deIs

nombrosos desmosomes deIs cossos embrioids. Així mitjan�ant

la interacció cel.lular, les cel.lules tumorals captarien

la informació humoral exó gena que s' acumularia en el seu

genoma.

Des de l'inici de la gestació es poden veure els

primers canvis a nivell de l'organisme materno A nivell de

1 I ovari s' observen ja els primers canvis després de

l'ovulació.

El cicle ovaric es pot dividir en dues parts. La fase

inicial consisteix en el creixement i maduració deIs

fol.licles composats d'una caviat central envoltada per

múltiples capes de cel.lules de granolusa i dues capes

cel.lulars externes: la teca interna i l' externa ricament

vascularitzada. Les cel.lules de la granulosa separades de

les capes superficials del fol.licle per una membrana basal

i estan mantingudes en un ambient avascular.

La segona part del cicle ovaric és la formació del cos

luti després de 1 I ovulació. Les capes de celo lules

granuloses esdevenen vasculari tzades degut a la formació de
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vasos que penetren la membrana basal. Les oé l . 1 ules

irrigades es transformen donant lloc al cos luti.

In vitro s'ha vist que tant l'EGF com el FGF són agents

fortament mí t ogen.í ce sobre les cé Lv Lu lee de la granulosa. In

vivo si s'injecten FGF i EGF a rates es veu que els

fol.licles es desenvolupen molt més que en els casos

control. Possiblement aquests factors tinguin un important

paer en el cos luti durant la gestació (Gospodarowicz et

al., 1978a).

Els factors de creixement actuen uni t-se a receptors

cel.lulars especí fics que transdueixen el senyal mi togenic

per a que un segon missatger el transporti al nucli

iniciant-se així la sintesi d'ADN (Heldin i Westermark,

1984). Les cé l v l u Ies de carcinoma embrionari de l s cossos

embrioids anirien acu:mulant la informació a ni vell del seu

nucli durant la gestació i després d'ella, en que es poden

ancorar, l'expresarien.

Els tu:mors que s'obtenen injectant animals des del dia

3 al 8 de la gestació són menors que els anteriors. Durant

aquesta fase la informació mitogenica humoral es :menor

possi ble:ment degut a que a partir de la i:mplantació els

canvis materns són locals trobant-se restringits a la matriu

i alguns d' ells depenen directament del contacte entre els

teixits de la mare i l'e:mbrió.

Els tu:mors obtinguts després d' aquesta fase són

marcadament :menors el que denota que els estímuls mitogenics

han dis:minuit. A partir del dia 8 de la gestació s'inicia la
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morfogenesi de l'embrió, és possible que els estímuls

humorals generals responguin únicament a la necessi tat de

mantenir l'estat gestacional.
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HISTOLOGIA DELS TUMORS



L'analisi histologica deIs tumors revela que són

teratocarcinomes tipics. En ells hi podem trobar major o

menor grau de necrosi en el seu interior. La preséncia de

zones de necrosi pot relacionar-se per un costat amb el

volum elevat que assoleixen alguns d'aquests tumors i

l'aport deficient de sang als seus teixits més interns.

Després del part, en que els cossos embrioids poden

ancorar-se amb escasos dies apareix un tumor de grans

dimensions, i és possible que degut a la gran ve l oc
í

tat de

creixement de les seves cél.lules no es pugui produir una

angiogénesi adequada i el tumor finalitzi necrosant-se.

Quan s' estudien aquests tumors i els de l' interior de

la matriu, es poden veure en l' interior de l'estroma del

tumor cossos embrioids que serien els responsables de la

formació del tumor sólid. Es veu que la capa externa del cos

embrioid s'obra i les cél.lules de carcinoma embrionari del

seu interior surten per a formar el tumor.

En les zones d'injecció els cossos embrioids alguns no

poden ancorar-se i es mantenen surant en l' interior d' un

quist.

Estudiant aquests tumors amb l' arrt
í

cc os anti-AFP hem

pogut comprovar com les cél.lules de carcinoma embrionari

poden presentar un débil marcatge positiu quan adopten

l'estructura de pseudoglandules. Aquestes cél.lules malgrat

mantenir la seva morfologia i caracteristiques de cél.lula

carcinomatosa presenta ja antigens de membrana

característics del teixit endodérmico Les cél.lules de
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carcinoma. embrionari abans de modificar la seva morfologia

presentarien j a canvis a nivell de l' expressió deIs seus

gens.

Quan s'estudien els tumors obtinguts es pot veure com a

partir de celo lules de carcinoma embrionari es donen

cel.lules trofobl�stiques.

Durant el desenvolupament embrionari a partir de la

mórula es donen els teixits de la massa cel.lular interna i

el trofoblast de l'embrió.

Quan es fan embrions quimera deposi tant una cél. lula

de carcinoma embrionari a l'interior d'un blastocist la

cél.lula tumoral s'integra en l'embrió i s'obté un individu

adult (Mintz et al., 1975).

Aixó ha permés establir un paral.lelisme entre les

cel.lules de carcinoma embrionari i les de las massa

cel.lular interna de l'embrió.

El fet de trabar celo lules t.r-ofobl aet
í

quee procedents

de celo 1 ules similars a les de la massa cel.lular interna

est� d'acord amb els treballs de Cruz i Pedersen (1985) que

veuen que les cél. lules totipotents de la masaa celo lular

interna formen part del llinatge de les cel.lules

trofobl�stiques.

Estudiant els tumors obtinguts hem vist que també

s' obtenen celo lules t.r-ofob.Iaat í ques a partir de cé Lv Lu l ess

del tumor de si endodérmico

Els tumors de si endodérmic estan formats per cel.lules

d'endoderma visceral que donen reacció positiva a l'AFP.
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En l' embrió els teixi ts endodérmics derivarien de la

massa cel.lular interna en una via paral.lela a la formació

del trofoblasts polar i el trofoblast mural a partir del

trofoblast del blastocist.

Gardner i Papaioannuo (1975) consideren que hi ha un

endoderma primitiu a partir del qual es formarien els

endodermes embrionari i extraembrionari, mentre que Dziadek

(1979) considera que l'endoderma parietal i visceral no es

formen a partir de la mateixa població de cél.lules soca en

l' endoderma primari, pero es formen consecuti vament des de

cél.lules ectodérmiques.

Atenent als llinatges cel.lulars deIs embrions de

ratolí que acabem d'exposar no és possible explicar la

procedéncia de les céel. lules trofoblastiques a partir de

les cél.lules endodérmiqeus del tumor de si endodérmico

S' obtenen tumors de si endodérmic a partir de

fetectomies en les que es deixen en l'interior de la matriu

de la mare únicament les membranes extraembrionaries del

fetus (Sobis i Vandeputte, 1973¡ Vandeputte et al., 1973¡

Sakashita, 1977). Aquests treballs serveixen per a confirmar

l'origen extraembrionari d'aquests tumors.

Lo i Gilula (1980a,b,c) descriuen la producció de

cél.lules gegants de morfologia compatible amb trofoblast a

partir de cultius de cél.lules de carcinoma embrionari de la

lí nia PCC4azal. Indueixen la diferenciació d' aquestes

cél.lules i observen que passen per varis estadis de

diferenciació. Obtenen en primer lloc oé Lv Lu Lea de tipus
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endodermic i a partir d'elles cel.lules gegants de

morfologia estable.

Atenet a aquests resultats i als observats en els

tumors estudiats, podem pensar que les cé L. lules

endodermiques retenen la capacitat de produir cel.lules

t.r-ofob.l ae't
í

quee.

Aquests resultats ontinguts a partir de teixits

tumorals poden donar una orientació del paper de determinats

teixi ts durant l' embr
í

ogenas
í

pero de tota manera no podem

oblidar que es tracta de dos sistemes diferents.

Eltrofoblats sembla que podria derivar per tant de les

membranes extraembrionaries.

El trofoblast en els tumors es troba sempre al voltant

de zones hemorragiques i podria actuar a manera d' endotel i

canalitzant els nutrients present en la zona de necrosi cap

els altres teixits del tumor impedint la seva destrucció.

Les cel.lules endodermiques, malgrat ser cel.lules

diferenciades,

diferenciació

es troben a l'inici d'una via

de

de

lesi retenen encara mol tes

característiques de les cél.lules indiferenciades.

De la mateixa forma que el carcinoma embrionari pot

retenir la seva morfologia pero expresar antígens de

l'endoderma, aqeuest teixit pot mantenir antí gens i

caractirístiques de la seva cél.lula precursora.

Se sap també que el trofoblats contribueix al llinatge

de les cél.lules de la massa cel.lular interna (Fleming,

1987). Semblaria per tant que durant les primeres fases de
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l'embriogenesi els diferents teixits podrien actuar en vies

al ternatives per a donar el desenvolupament de l' embrió.

Podria tractar-se d' un mecanisme similar al trobat en els

teixits adults. Se sap que les cel.lules soca deIs teixits

poden dividir-se donant soIs una cel.lula soca i una

cel.lula que es diferenciaria o bé donar dues cel.lules soca

com en el cas de la destrucció de l'epiteli (Watt i Green,

1982). Aquest seria un mecanisme de seguretat emprat pel

teixit adult, l'embrió podria utilitzar vies alternatives

per a la formació de teixits en cas de necessitat.
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CCJNCLUSICJNS



1. Els cossos embrioids es distribueixen i implanten en

la matriu gestant de forma analoga a com ho fan els

embrions. La distri bució i la immobili tzació deIs embrions

durant la gestació vindria donada per l'organisme matern com

a resposta a la preséncia d'unes estructures lliures en la

llum uterina.

2. Els cossos embrioids s'implanten com els embrions en

la mucosa uterina. Els embrions que es troben a nivell del

corn esquerra no operat donen el senyal de decidualització

dependent deIs estrogens a la matriu. Posteriorment, el

contacte entre la superfície del cos embrioid i de l'epiteli

de superfície de l'úter és suficient com per a desencadenar

els canvis específics del lloc d'implantació.

3. Atenet a l'exposat, la formació del teixit decidual

dependria de dos estímuls: un primer estímul bioquímic

específic i un segon estímul mecanic inespecífico

4. Els cossos embrioids desencadenen la resposta immune

de l'organisme materno

5.Quan s'inocula una dosi massa elevada de cossos

embrioids aquests són eliminats per l'hoste.
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6. Quan es dipositen els cossos embrioids en l'interior

d' úters gestants durant el perí ode de peri implantació es

produeix la seva destrucció analogament al que succeeix amb

els embrions introduits experimentalment en aquesta fase. La

matriu sintetitzaria una substancia citot6xica, no

especifica per als embrions, com a resposta a la preséncia

d'estructures indiferenciades en la seva llum durant la fase

de no receptivitat.

7. Els cossos embrioids. igual que els embrions,

indueixen la formació de vasos per part de l'hoste. Aquesta

inducció pot venir donada per algun factor bioquímic lliurat

per aquestes estructures.

B. Durant la gestació hi ha a ni vell de la mucosa

uterina una inducció positi va per al creixement. Aquesta

inducció dependria d'una interacció cél. lula/cél. lula.

9. Els teixits tumorals en proliferació poden modificar

l' expressió genica de determinades poblacions de macr6fags

induint-los a excretar substancies mi togeniques per al seu

creixement. Els cossos embrioids podrien modular l'expressió

de l s macrófags acumulats en els seus llocs d' implantació i

ser aquests els responsables de la inducció positiva

exercida sobre les cél.lules de carcinoma embrionario
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10. Les cá l i Lu l as normals i les tumorals necessi ten

d'un substrat adequat per a creixer. La matriu gestant

proporciona al cos embrioid el substrat per a creixer

actívament com a resposta als estímuls mitogénics.

11. A nivell de les mambranes basals de l'epiteli de

superfí cie i de la mucosa uterina es frena el creixement

tumoral degut possi blement a un canvi bioquí mic en aquesta

zona. Aquest possible canvi permet controlar la mida del

tumor.

12. Quan s'njecten cossos embrioids a nivell del

miometri s'obté un teratocarcinoma típic, exceptuant

aquelles parts del tumor que entren en contacte amb la

mucosa uterina que es mantenen, com els tumors implantats,

amb un patró de carcinoma embrionari solido La no

diferenciació de les cé l.v Lu Less de carcinoma embrionari en

l'interior de la mucosa uterina es deuria a la seva elevada

velocitat de divisió en aquesta area.

13. Els tumors implantats creixen orientant-se en

l'espai seguint els vasos i la trama conjuntiva de l'estroma

uterí. Probablement durant la gestació l'orientació de

l'embrió depén de les cel.lules de la mucosa uterina.
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14. Els cossos embrioids injectats subcutaniament

mantenen la seva forma ascí tica durant la gestació. Aquest

fet depén d'un canvi en l'ambient possiblement a nivell del

substrat on s'han d'ancorar aquestes estructures.

15. Durant tota le gestació els cossos embrioids no

ancorats estan sotmesos a l'acció d'estímuls mitogénics

externs.

16. Els cossos embrioids respondrien a aquests estímuls

ex6gens per mi tj a de la seva capa endodérmica externa que

transmetria, a través deIs nombrosos desmosomes, el senyal a

les cél.lules de carcinoma embrionario

17. Els tumors obtinguts quan s' injecten cossos

embrioids subcutaniament des del dia zero al dos de la

gestació són de major volum que els obtinguts en dies

succesius. Durant aquests primers dies de la gestació els

cossos embrioids han estat sotmesos a un gran número

d'estimuls positius relacionats possiblement amb els canvis

generals de l'organisme matern en aquesta fase.
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18. La mida deIs tumors obtinguts quan els cossos

embrioids s'injecten subcutaniament des del dia tres al vuit

de la gestació és menor que en el cas anterior. Durant

aquesta fase els cossos embrioíds han rebut un menor número

d'estímuls inductors del creixement. Aquests estí muls

podríen estar implicats en els canvis locals a nivell de la

matriu gestant.

19. Els cossos embrioids injectats a partir del dia

vui t de la gestació donen tumors de peti ta gr-andar
í

a. En

aquest període els cossos embríoids han rebut menys estímuls

inductors positius que en els casos precedents. Els estímuls

inductors podrien guardar relació amb el manteniment de

l'estat gestacional.

20. Els resultats obtinguts indiquen que davant la

gestació el creixement deIs cossos embrioids

L'estudi

del

deIsteratocarcinoma pot veure's controlat.

components de l'ambient gestacional pot ser d'utilitat per a

modular experimentalment el creixement de les cél.lules

neoplasiques.
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