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Sobrevivencia del embrion
humano durante el periodo
de organogéenesis

Human embryo survival during
the organogenetic period

Resumen

En este articulo se aborda el tema de establecer cémo el embrién humano crece
y sobrevive durante el periodo de organogénesis que se extiende entre la semana
4y 8 del desarrollo. En esta fase del desarrollo el embrién esta generando sus
futuros ¢rganos y tejidos a pesar de no tener ain o6rganos funcionales ni
hematopoyéticos. Basados en nuestras propias investigaciones y en los pocos
datos existentes en la literatura referentes a la sobrevivencia del embrién humano
podemos afirmar que los suministros necesarios para la sobrevida del embrién
en este periodo provienen del saco vitelino, un anexo embrionario de fundamental
importancia en el crecimiento embrionario. Se analiza el potencial del saco vitelino
en la generacion de la primera sangre (eritroblastos primitivos), en la generacion
de los eritrocitos no nucleados (ENN) y proteinas séricas. Se discute el rol de los
ENN en el transporte de oxigeno, en la produccion del Hierro necesario para la
sintesis de hemoglobina y en la funcién hematopoyética embrionaria.

Palabras claves: Embrion humano; Nutricion embrionaria; Saco vitelino;
Eritropoyesis embrionaria; Eritrocitos no nucleados.

Abstract

In this article the question on how the human embryo grows and survives during
the organogenetic period that extends from week 4 to week 8 of embryonic age is
undertake. During this embryonic phase the embryo is in a process of organ and
tissue generation despite the fact that organs are not yet functional and hemato-
poietic activity is not initiated. Based on our own research and on the few data
available in the literature concerning human embryo survival, we can state that all
the needs for embryo growth and survival are served by the extraembryonic yolk
sac, an annex that is of fundamental importance in the growth of the embryo. In
this paper we analyze the potential of the yolk sac in the generation of primitive
erythroblasts, in the generation of non-nucleated erythrocytes (NNE), and in the
production of serum proteins. We discuss the role of NNE in oxygen transport, in
the production of iron that is necessary for the synthesis of hemoglobin, and the
hematopoietic embryonic functions.

Keywords: Human embryo; Embryo nutrition; Yolk sac; Embryonic erythropoiesis;
Non-nucleated erythrocytes.
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Introduccion

Una de las incognitas existentes en
el curso del desarrollo del embrion
humano temprano es llegar a cono-
cer como este embrion crece y
sobrevive durante el periodo de
organogénesis, que se extiende
entre lasemana 4y 7 post fecunda-
cion (pf) (Figura N° 1). Durante estas
4 semanas el embrion crece y se
van generando los primordios de
los futuros organos y tejidos, hacién-

dolo ordenadamente en respuesta
a diversos factores que gobiernan,
espacial y temporalmente, la emer-
gencia de las diferentes estructuras.

El crecimiento del embrion se ca-
racteriza por la deposicion de tejido,
lo cual requiere de la disposicion de
energiay nutrientes, que en el caso
del embrién varian constantemente.
Sorprende constatar que el embrion,

o

durante este periodo, no cuenta con
organos funcionales ni 6rganos
hematopoyéticos y tampoco recibe
aportes nutricionales que provengan
de la placenta, ya que esta estruc-
tura esta igualmente en formacion
no siendo, por lo tanto, funcional.
Aun asi, mientras dura este periodo
se ha formado practicamente el 97%
de todos los esbozos del futuro in-
dividuo (Figura N°1).

Figura N° 1. Fotografias de embriones humanos. En “A” embrién humano de 5 semanas de desarrollo y en “B” polo cefalico de un embrién
humano de 7 semanas de edad. Hacia el final de esta semana se han formado aproximadamente el 97% de los primordios de los futuros
organos. Los ojos estan abiertos, ya que los parpados aun estan en crecimiento.
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Entonces, {Como crece y
sobrevive el embrién en estas
condiciones tan adversas?

De los érganos en formacion, muy
pocos entran en funcion tempranan
mente. El primer érgano en funcionar
es el corazdn, que inicia su actividad
contractil en la cuarta semana pf,
entre el dia 24 y 25 del desarrollo
(Figura N° 2). Sin embargo, el cora-
zbn no pulsa sangre propiamente
tal, consistente en plasmay células
sanguineas (glébulos rojos), sino
que inicialmente pulsa un liquido
tipo plasma cuya funcion es morfo-
genética, es decir, contribuir (por
medio del flujo) a la instalacion de
una red vascular en el cuerpo del
embrion, por donde la sangre cir-
culara mas adelante (Pardanaud et
al., 2009).

El embrion antes de la semana 7 pf,
no presenta érganos hematopoyé-
ticos, 6rganos que produzcan célu-
las sanguineas. La generacion de
sangre en el embrién es un proceso
tardio, que se inicia en el transcurso
de la semana 7 pf, cuando el higa-
do entra en actividad (Figura N° 3),
siendo el primer érgano hematopo-
yético del embrion (Moore et al.,
2016). Esto significa que el embrion
antes de esta semana no produce
sangre. El proceso de generacion
de globulos rojos, la eritropoyesis,
es esencial para el desarrollo em-
brionario, siendo las células sangui-
neas las responsables de proveer
el oxigenoy los nutrientes necesarios
al embrion que aseguren su creci-
miento y sobrevivencia.

Sin embargo, células sanguineas en
la circulacion embrionaria son vistas
por primera vez, a partir del dia 27
pf (cuarta semana), dos dias después
de que el corazdon empieza a latir.
Estudios de esta primera sangre han
demostrado que se trata de un tipo
especial de célula sanguinea, de-
nominado eritroblastos primitivos
(EP) inmaduros (Figura N° 4) que
son células voluminosas, nucleadas
y capaces de acumular rapidamen-
te hemoglobina (Palis and Yoder,
2001). Estas células primitivas se
reconocen por ser diferentes a los
eritrocitos maduros producidos por
el higado (a partir de la semana 7
pf), ya que estas ultimas células
son mas pequenas (7 um de diameg
tro) y no tienen nucleo.

Figura N° 2. Estereofotograffa del corazén de un embriéon humano de
28 dias de edad, en la fase inicial de su actividad funcional.

Figura N° 3. Fotografia que muestra un corte histolégico de higado
de un embridon humano de 5 semanas de edad pf, tefido con

tricromico de Masson. Se observan: los cordones endodérmicos
hepaticos (CeH) que dan forma a un intrincado laberinto. Estos cordones
se encuentran separados por sinusoides hepaticos (SH), los que
contienen eritroblastos primitivos (flechas). Bar: 50 pm.
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Figura N° 4. Microfotografias de EPs observados en embriones de 5 semanas pf. En “A” se muestran EPs nucleados en capilar del saco
vitelino y en “B”, eritroblastos primitivos en la circulacion embrionaria. Bars: 30 um.

¢De dénde provienen las
células sanguineas existentes
en el embrién en desarrollo
que le permiten sobrevivir
durante estas 4 semanas?

Estudios conducidos en embriones
humanos por diferentes autores

(Palis and Yoder, 2001; Oberlin et
al., 2002) como en investigaciones
realizadas en nuestro Laboratorio
(Pereda et al., 2015), han permitido
demostrar que los EPs observados
en el embrién se originan fuera del
cuerpo del embrién, en un anexo
extraembrionario conocido como

Saco Vitelino (SV) (Figura N° 5)
durante un periodo de tiempo muy
restringido. Aunque esta estructura
no se encuentra al interior del em-
bridon, es considerado su primer
organo hematopoyético.

Figura N° 5. Fotografias de embriones humanos con sus anexos extraembrionarios. En “A”, se muestra embrion de 4 semanas pf, donde se
observa la estrecha relacion existente entre el embrion (E) y su saco vitelino (SV), anexado a la pared ventral del cuerpo embrionario (flechas).
En “B”, se muestra embrién de 5 semanas pf rodeado por el amnios (A). Observe que el saco vitelino (SV) a esta edad se encuentra alojado
en la cavidad coriénica (CC) manteniéndose unido al embrién por medio del tallo vitelino. Note cémo en el transcurso de una semana se
producen cambios notables en la relacion SV-embrion.
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Es en relacion a este embrion y su
SV que co-actuan durante este
periodo de cuatro semanas a los
cuales nos referiremos en este es-
tudio. Muchas son las interrogantes
existentes respecto al desarrollo del
embriéon durante este corto periodo,
como muchas son las incognitas
referentes al rol que el SV juega en
la sobrevivencia del embrion duran-
te su transitoria vida. Incégnitas que
se generan fundamentalmente por
la gran dificultad que ha existido
para poder acceder y estudiar este
temprano periodo de la vida del Ser
humano.

Hay que considerar que un embrion
entre la 4ta y 5ta semana de vida
mide entre 2 y 8 milimetros de lon-
gitud, se aloja en un saco coriénico
que recién se esta formando, que
los nutrientes que requiere para la
formacion de sus tejidos cambiany
varian en la medida de que el embrién
temprano transita para llegar a ser
un feto. La madre durante este pe-
riodo no evidencia aun ningun signo
de estar embarazada. La existencia
del embrién, por lo tanto, es silen-

ciosay generalmente desconocida
por la madre. Esto determina que
acceder a un embrion humano nor-
mal de cuatro o cinco semanas de
edad para estudio sea una tarea
dificil, y mas aun es obtenerlo con
sus anexos embrionarios intactos,
particularmente el SV, que como
hemos mencionado, es un anexo
extraembrionario, transitorio, y de
fundamental importancia para la
sobrevivencia del embrion (Figura
N° 5).

En nuestro trabajo que se inicid hace
mas de 25 afios en el Hospital Barros
Luco Trudeau, tuvimos la oportunidad
de colectar un numero importante
de embriones tempranos intactos y
morfolégicamente normales desde
embarazos ectépicos tubarios. Estos
embriones, fueron conservados y
posteriormente estudiados. Los
resultados de los diversos estudios
llevados adelante, han sido publi-
cados en diversos medios y en esta
oportunidad presentamos una revi-
sion en relacion a la nutricion y so-
brevivencia del embrion entre las
semanas 4 a 7 pf.

¢Cual es el nicho de origen
de los eritroblastos primitivos
presentes en la circulacion
del embrion?

Los eritrocitos, por su contenido de
hemoglobina son los transportado-
res fundamentales de oxigeno,
molécula esencial para mantener la
respiracion celular y el metabolismo.
Se ha demostrado que la primera
sangre o linaje eritroideo primitivo
se origina en los islotes sanguineos
presentes en la capa mesodérmica
de la pared del SV durante la sema-
na 3 pf (Figura N° 6) (Hesseldahl
and Larsen, 1969; Hoyes, 1969;
Takashina, 1993; Pereda et al., 2010).
Estas observaciones demuestran
que el SV es el primer 6érgano he-
matopoyético del embrion humano
(Luckett, 1978), funcion que cumple
transitoriamente durante un periodo
muy restringido del desarrollo, ya
que en el curso de la semana 7 pf
el SV inicia su proceso de regresion
degenerativa.

Figura N° 6. En “A” se muestra embrién humano de 17 dias de edad (flecha) tefiido con hematoxilina y eosina (H-E). El embrién tiene forma
discoidea. Ventralmente cuelga el saco vitelino primitivo (SV) y en su pared se observan los Islotes sanguineos (asteriscos).Dorsalmente se
reconoce el saco amnidtico (SA). En “B”, se muestra parte de la pared del saco vitelino donde se aprecian los islotes sanguineos. Observe
en su interior las células sanguineas (flechas) y periféricamente las células endoteliales (cabeza de flecha) Nota: Los eritrocitos observados en
esta imagen corresponden a sangre materna extravasada. Bars: 200 um.
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Se ha sefialado que los islotes san-
guineos estarfan involucrados en la
génesis del sistema vascular (célu-
las endoteliales) y en la hematopo-
yesis extra embrionaria (EP), siendo
la célula progenitora de ambos li-
najes, el hemangioblasto. Ambos
linajes en conjunto generan peque-
fios vasos sanguineos (Figura N° 6 b),

los cuales, a medida que aumentan
en numero, van dando forma in situ
a unaricared de finos capilares en
la pared del SV (Figura N° 7), pro-
ceso denominado vasculogénesis.

Estos capilares, al ser observados
al microscopio optico, al inicio de la
semana 4 pf se encuentran llenos

de sangre (Figura N° 7 b), confor-
mada por EPs inmaduros, que son
células nucleadas que miden apro-
ximadamente 12-14 pm (Palis and
Yoder, 2001) (Figura N° 7 c). Esta
observacion de sangre se logra dos
semanas antes de que se observe
sangre en la circulacion embrionaria.
Se ha podido establecer que esta

Figura N° 7. En “A”, vista de la pared del SV de un embrién a inicios de la semana 4 pf. Observe la estructura tipo panal de abeja que
adquiere la red capilar. En “B” se muestra en un SV al final de esta semana el plexo vascular lleno de sangre. Observe que se han formado
capilares de distintos calibres. En “C” se muestran los EP presentes en la red vascular. En “D”, vista panoramica de corte histologico tefiido
con Tricrémico de Masson que muestra la pared del saco vitelino. Se observa que la red vascular (color rojo) se extiende préxima a la
pared mesotelial (flechas).Vesiculas endodérmicas: VE. “E” y “F” corresponden a microfotografias de microscopia electrénica de barrido
(MEB) que muestran EP tanto en un capilar como en un vaso de gran calibre, respectivamente, en la pared del saco vitelino. Observe la
gran cantidad de EPs presentes en cada vaso. Bar 30 pm.
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sangre pasa del SV al cuerpo del
embrion unidireccionalmente por la
vena vitelina, Unico vaso que se
conecta con la red vascular embrio-
naria formada algunas horas después
de que el corazdn empieza a bom-
bear el dia 24 pf (Figura N° 8).

El estudio de embriones entre la 4ta
y 6ta semana pf, nos ha permitido
constatar que el Unico tipo de sangre
presente en la red vascular del
embrién corresponde a EPs, produ-
cidos durante la primera onda he-
matopoyética en el SV.

Hematopoyesis

El sistema hematopoyético durante
el periodo embrionario cumple dos
importantes funciones: 1. la rapida
generacion de células sanguineas
diferenciadas necesarias para la
sobrevivencia y crecimiento del
embrion y 2. el establecimiento de

un pool de células troncales hema-
topoyéticas indiferenciadas (hema-
topoietic stem cells: HSC) para la
vida fetal y postnatal.

Para cumplir su funcion metabdlica,
la hematopoyesis embrionaria tiene
lugar en dos ondas generacionales,
que ocurren en distintos tiempos y
lugares. Durante la primera onda
hematopoyética (semana 3 pf) se
generan tanto EPs como macréfagos,
los cuales transportan oxigeno al
embrion y contribuyen a la remode-
lacion tisular y defensa inmune,
respectivamente (Barminko et al.,
2016). En humanos, la segunda onda
hematopoyética, llamada hemato-
poyesis definitiva, al parecer, tendria
lugar en el cuerpo del embrion du-
rante la semana 5 pf, generando
progenitores eritromieloides, los
cuales tendrian una funcién impor-
tante en la hematopoyesis hepética
(fetal), ya que estas células se dife-

rencian rapidamente en células
sanguineas maduras (eritrocitos) y
células mieloides.

Esta observacion de sangre primi-
tiva en la circulacion del embrién
durante la semana 4-5 pf, estaria
indicando que la sobrevivencia del
embriéon durante el periodo inicial
de la organogénesis depende del
potencial del SV para proporcionar-
le células sanguineas (necesarias
para el transporte de oxigeno), pero
ademas otros insumos producidos
en su pared endodérmica. Se ha
demostrado que el SV sintetiza al-
fafetoproteina (AFP) (Pereda et al.,
2015), alfa 1-antitripsina, albumina,
pre-albumina, transferrina y ferritina
(Gitlin and Perriceli, 1970; Shi et al.,
1985; Pereda et al., 2010). De esta
manera, y una vez que se estable-
ce la circulacion vitelo-embrionaria,
el embrién recibe nutrientes desde
el SV por via sistémica, a través de

Figura N° 8. Saco vitelino definitivo. Después del proceso de plegamiento embrionario que transforma al embrién discoideo en un embrién
tubular (E) al final de la semana 4 pf, se instala el saco vitelino definitivo formado por tres componentes: Saco vitelino propiamente tal o
definitivo (SVd),la regién del cuello (C) y el tallo vitelino (TV) (Pereda et al., 2005). Observe en “A'y B” que la red vascular del SVd confluye
en la region del cuello generando grandes vasos que por anastomosis sucesivas dan origen a una vena vitelina (flecha) que conduce, via
tallo vitelino, la sangre al cuerpo del embrion. Estas imagenes muestran la red vascular del saco vitelino definitivo de un embrién de 5

semanas pf. Cordén Umbilical: Cu.
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la vena vitelina, en una nutricion de
tipo hemotrofica (Figura N° 9), pero
también mediante una via no vas-
cular (nutriciéon histiotrofica), en la
cual el conducto vitelino (Figura
N° 9 b) lleva nutrientes al embrion
desde la cavidad del SV al intestino
primitivo, siendo almacenados en el
estémago desde donde son absor-
bidos por las células epiteliales
endodérmicas (Pereda et al., 2010;
2015). Por medio de estas dos vias,
el SV estaria asegurando tanto la
respiracion y nutricion del embrion,
como también su crecimiento y
desarrollo durante gran parte del
periodo embrionario.

Las células sanguineas (eritroblas-
tos primitivos) producidas en la
primera onda hematopoyética son
de vida transitoria y van desapare-
ciendo de la circulacion embrionaria
a partir de la semana 6 pf, para ser
reemplazadas por nuevos eritroblas-
tos maduros generados en la se-
gunda onda hematopoyética, desde
los cuales se originarfian las células
sanguineas definitivas o eritrocitos,
que son células pequefias que miden
7 um de didmetro y que no tienen
nucleo, ya que lo pierden por enu-
cleacion en el torrente sanguineo.

La presencia simultanea de células

sanguineas primitivas y definitivas
en la circulacion embrionaria ocurre
durante un periodo muy breve, ob-
servandose en humanos en el curso
de la semana 7 pf, coincidente con
el inicio de la eritropoyesis hepatica
y el término de la funcion del SV al
final del periodo embrionario. Du-
rante la semana 8 pf, y una vez
producida la transicion eritroblastos/
eritrocitos, solo se observan eritro-
citos maduros en circulacion gene-
rados en el higado. Después del
periodo embrionario, a partir de la
semana 9, la fuente de nutrientes al
alcance del feto cambia cuando se
instala la via placentaria. De esta
forma, la sangre placentaria llega
al feto, asegurando su sobrevivencia
con una nutricion hemotroéfica, pro-
veniente de la circulacion feto-pla-
centaria.

¢Doénde comienza la segunda
onda de hematopoyesis en
el embriéon humano?

En el caso de ratones, este proceso
comienza en el SV con la produccion
de un pool de progenitores eritro-
mieloides, los que cumplen una
importante funciéon en la hematopo-

yesis fetal, ya que ellos se diferencian
rapidamente en células eritroideas
maduras definitivas y células mie-
loides (Van Handel et al., 2010). Esta
informacion no se conoce en hu-
mano, Como tampoco no se sabe si
las células sanguineas primitivas
sufren enucleacion y en caso de
ocurrir donde este proceso podria
tener lugar.

Nuevas evidencias en humano
postulan la génesis de la
segunda onda eritropoyética
en el cuerpo del embrién

Observaciones recientes nos han
permitido constatar que, en humano,
hacia el final de la semana 5 pf el
volumen de EPs existente en el hi-
gado y en los vasos del cuerpo del
embrién aumenta considerablemen-
te (Figura N° 10), volumen que no
se explica que provenga solo del
SV, dada la escasa cantidad de
sangre transportada desde dicha
estructura al embrién entre la sema-
na 5y 6 pf. Este aumento de sangre
observado en el cuerpo del embrion
es posible que corresponda a la
expresion fenotipica del inicio de la
segunda onda hematopoyética, la
que conduce a la répida produccion

FiguraN°9. En “A” se muestra el tallo vitelino (Tv) a nivel de su emergencia desde la regién del cuello (C) del saco vitelino (SV) en un embrién
de 5 semanas pf. Se distingue claramente el curso de la vena vitelina (flecha). En “B” se muestra un corte transversal del tallo vitelino tefido
con H-E donde se observa: la vena vitelina (Vv) con EPs nucleados en su interior, y el conducto vitelino (Cv), que comunica la cavidad del
SV con la cavidad del intestino primitivo. Bar 50 pm.
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de progenitores eritromieloides
transitorios que cumpliran una funcion
importante en la hematopoyesis
fetal, ya que ellos, al igual que raton,
se diferenciarian rapidamente en cér
lulas sanguineas maduras definitivas
(eritrocitos) y células mieloides des-
pués de migrar al higado fetal (Van
Handel et al., 2010).

Sin embargo, es dificil imaginar tal
produccion de EPs en la circulacion
del embrion sin la existencia de otros
focos hematopoyéticos distribuidos
en su cuerpo, tal como ocurre en
otras especies de animales (Julian
et., 2016). En ratén, se han obser-
vado dichos focos en la pared de la
aorta, en la region cercana a los
futuros rifiones y en los esbozos
gonadales. En humano, esto no ha
sido observado, sin embargo, nues-
tras actuales observaciones nos
permiten sospechar que algo pare-
cido también podria ocurrir.

Hemoglobina

En mamiferos, la eritropoyesis es el
proceso bioldgico con la mayor
demanda de atomos de hierro, por-
que es requerido para la sintesis de
heme y su subsecuente incorporacion

en la molécula de hemoglobina. La
molécula de hemoglobina contiene
4 grupos heme que, transitoriamen-
te, se unen a la molécula de oxige-
no para posteriormente liberarla en
el cuerpo del embrion, cumpliendo
su vital funcion respiratoria (Silva
and Faustino, 2015). Se ha demos-
trado que los EPs (Figura N° 9) en
el curso de su desarrollo, rapidae
mente manufacturan hemoglobina.
Esto implica que la funcion eritropo-
yética embrionaria sea un proceso
altamente demandante de atomos
de hierro.

En la eritropoyesis hepatica fetal la
mayor parte del hierro requerido en
la generacion de eritrocitos es reci-
clado por macréfagos desde glébu-
los rojos envejecidos o bien en
proceso de hemolisis. Si el proceso
de reciclaje no puede satisfacer la
demanda de hierro, el hierro alma-
cenado en los hepatocitos es libe-
rado. En el higado embrionario, en
su fase pre-eritropoyética (Figura N°
11), la sangre primitiva existente en
la red vascular sinusoidal no sufre
este proceso degradativo por he-
moalisis o fagocitosis por macrofagos.
En el embrion, no existe informacion
auln acerca de los mecanismos de

incorporacion de hierro que permi-
tan su utilizacion en la sintesis de
hemoglobina.

Para la generacion de la segunda
onda hematopoyética, que al pare-
cer ocurre en el cuerpo del embrion
durante la semana 5 pf, deben
existir fuentes generadoras de hierro
que posibiliten la sintesis de nueva
hemoglobina y por lo tanto, la ge-
neracion de nuevas células sangui-
neas, como las observadas en el
embrién entre la semana 5y 6 pf.
Como se sefald anteriormente, para
la sintesis de la molécula de he-
moglobina el hierro es indispensa-
ble.

Entonces, ¢ Quién provee el
hierro necesario para la sintesis
de nueva hemoglobina durante
la segunda onda eritropoyética
que se inicia en la semana 5 pf?

El embrién necesita imperiosamen-
te glébulos rojos para responder a
las demandas metabdlicas del
crecimiento que le permitan condu-
cir exitosamente la respiracion ce-
lular, para asi asegurar tanto su
sobrevivencia como sus procesos
organogeénicos.

Figura N° 10. Imagenes de higado de embriones humanos de la semana 5 pf. En “A”, microfotografia de MEB de higado de un embrién de
35 dias de edad en el que se observa la vena central (VC) de un lobulillo hepatico lleno de células sanguineas. Aumento de 300x. En “B”,
a mayor aumento (1500x) se muestra que la sangre contenida en la vena central corresponde por su tamafo (miden entre 12y 14 ym de
didmetro) a eritroblastos primitivos producto de la segunda onda generacional de sangre que al parecer ocurriria en el cuerpo del embrion.
En “C”, se muestra un corte histolégico de higado de 5 semanas de edad pf, que muestra la gran cantidad de eritroblastos primitivos
presentes en los sinusoides (en color rojo) localizados entre los cordones endodérmicos hepaticos (CeH) . Bar: 50 um.
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Figura N° 11. Imagenes de higado (H) de embriones a comienzos de la semana 6 pf, en su fase pre-eritropoyética (endodérmica) vistas
por medio de microscopia éptica (A) y MEB (B). Observe la organizacion lobular y distribucion de la red vascular. Estémago (E), vena hepatica

(VH). Bar: 1 mm.

Consideraciones previas

En estudios conducidos en nuestro
Laboratorio hemos observado que:

1. ElI SV es un anexo extraembrio-
nario funcional al embrién en
desarrollo solo hasta finales de
la semana 6 pf, dado que duran-
te la semana 7 pf, inicia su pro-
ceso de regresion (Figura N° 12).

2. Este proceso de regresion del
SV involucra el colapso de sus
paredes y el estrechamiento del
tallo vitelino, que lo mantiene
unido a la pared ventral del cuer-
po del embrion (Figuras N° 5y
8). Este estrechamiento implica,
por un lado, una severa disminu-
cién de la circulacion sistémica
através de la vena vitelina, unica
via por donde la sangre circula
hacia el embrion, y por otro, la
obliteracion del conducto vitelino
(Figura N° 12b), estructura que
comunica la cavidad del SV con
la cavidad del intestino primitivo
(via no vascular), lo que permite
el transporte temprano de nu-
trientes hacia la cavidad del in-
testino primitivo.
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Estas observaciones nos permiten
afirmar que el conducto vitelino es
funcional solo hasta finales de la
semana 5 pf, cerrandose definitiva-
mente en la semana 6 pf (Figura

N° 12). Basados en estas observa-
ciones, concluimos que después de
la semana 6 pf, el SV deja de ser
funcional al embrion debido a su
colapso y regresion.

4dL®

Figura N° 12. Tallo vitelino en proceso de regresion. En “A” se muestra el tallo vitelino (flecha
blanca), en el curso de la semana 6 pf . En “B”, se muestra un corte transversal de tallo vitelino
tefido con H-E, donde el conducto vitelino (flecha negra) a esta edad, ya se encuentra
obliterado, bloqueando el transito desde el SV hacia el intestino medio (comparar con figura 9 b).
A esta edad , la vena vitelina (Vv) es aun funcional. Bar: 50 pm.
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Si la vena vitelina que saca la sangre
del SV deja de funcionar y si el
conducto vitelino se oblitera al tér-
mino de la semana 5 pf, concluimos
que el gran incremento de EPs
observados en el cuerpo del embrion
a contar de la semana 6 pf no pro-
vienen del SV (ni del higado ni la
placenta, ya que estos aun no em-
piezan a funcionar), sino que son
producto de la segunda onda he-
matopoyética que se iniciaria en el
cuerpo del embrion (Figura N° 10).
Sin embargo, nos preguntamos:

¢de dénde el embrién obtiene
el hierro necesario para
desencadenar la segunda
onda eritropoyética?

Eritrocitos No Nucleados

Estudios conducidos en la década
pasada en nuestro laboratorio ana-
lizando la pared del SV entre la
semana 5y 6 pf, una semana antes
de la involucion del SV, arrojaron
resultados sorprendentes. Pudimos
demostrar por primera vez, en hu-
manos, la existencia de dos feno6-
menos claves en favor del rol fun-
damental del SV en la sobrevivencia

del embrién (Pereda et al., 2010).
Primero, demostramos que el SV
ademas de producir, a partir de la
semana 3 pf, EPs desde los islotes
sanguineos, también tenia el poten-
cial para generar, durante la sema-
na 5 pf, un nuevo tipo de célula
sanguinea, transitoria, con similar
tamafo y forma que los eritrocitos
generados por el higado a partir de
la semana 7 pf, pero que no tenian
nucleo (Figura N° 13). A este nuevo
tipo de célula sanguinea se le de-
signd como eritrocito no nucleado
(ENN). La existencia de hemoglobi-
na y ausencia de nucleo transfor-
maba a estos ENN en verdaderos
sacos de hemoglobina (Figura N° 13c)
(Pereda and Niimi, 2008). Esta ob-
servacion dejaba en evidencia la
existencia de un sistema sanguineo
funcional dispuesto para el trans-
porte de O,, diferenciandolo de los
EPs, los cuales, al presentar nucleo,
no son muy eficientes en el trans-
porte de oxigenoy al parecer sufren
hemdlisis (Figuras N° 10 y 13) mien-
tras circulan por los estrechos ca-
pilares del cuerpo del embrién
(Barminko et al., 2016). Otra gran
diferencia con los EPs radica en su
origen ontogenético y en el meca-

nismo usado para su transporte y
liberacion de O, al cuerpo del em-
brion.

Respecto a su origen pudimos de-
mostrar que los ENN se generaban
en las células del compartimiento
endodérmico del SV (Figura N° 13),
por lo tanto tenfan un origen endo-
dérmico, muy distinto al origen de
los EPs que eran de origen meso-
dérmico. Respecto al transporte,
pudimos constatar que los ENN no
eran transportados por la sangre,
sino que por una via no vascular: el
conducto vitelino (Pereda et al.,
2015). Los pasos seguidos en este
transporte se resumen en: Desde
las vesiculas endodérmicas los ENN
son vaciados en la cavidad del SV
junto a proteinas séricas, generando
un suero funcional. Luego, en el
transcurso de la semana 5 pf, son
transportados en este medio por el
conducto vitelino hacia la cavidad
del intestino primitivo, donde se
almacenan transitoriamente en la
cavidad del estémago entre las
semanas 5y 6 pf (Figura N° 14).
Estos ENN nunca fueron observados
en la sangre circulante durante este
periodo (Figura N° 15).

Figura N° 13. Cortes histologicos de la pared del saco vitelino de un embrién de la semana 5 pf. Se observa que las vesiculas endodérmicas
contienen eritrocitos no nucleados (flechas negras). Estos eritrocitos no nucleados se diferencian de los eritroblastos primitivos (flechas
blancas) presentes en la red vascular del mesodermo en que estas Ultimas son células nucleadas. Obsérvese en “C” la gran cantidad de
eritrocitos no nucleados almacenados dentro de la vesicula endodérmica. A: Tincién H-E. B y C: Tincion tricromica de Masson. Bar: 50 pm.
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Figura N° 14. En “A” se muestra un corte histolégico tefiido con Tricrémico de Masson del estémago de un embriéon de 34 dias pf, donde
se reconoce la cavidad estomacal (C), conteniendo gran cantidad de ENN (flechas). Epitelio endodérmico de revestimiento (E) y pared
estomacal (P). Higado: H. En “B”, un acercamiento al contenido de la cavidad estomacal, donde se reconocen ENN (Flechas). Bar: 50 um.

"

Figura N° 15. En estas imagenes se ilustra que a las 5 semanas de edad toda la poblacién de células sanguineas circulantes corresponden
a eritroblastos primitivos. En “A”, se muestra un corte histolégico de higado de un embrién de 34 dias pf, tefido con H-E. En “B”,
microfotografia de barrido que muestra eritroblastos primitivos en el lumen de la arteria mesentérica superior. Observe la regularidad en el

tamafio de las células. Bar: 45 pm.

Nutricion histiotrofica

Otro hallazgo por primera vez ob-
servado en humano (Pereda et al.,
2015) fue la constatacion de que la
mayoria de los ENN almacenados
en el estbmago eran fagocitados
por las células endodérmicas del
epitelio de revestimiento del est6-
mago en un tipo de nutricion histio-
trofica y que otros sufrian hemolisis
en el lumen del estémago. Esta
observacion nos permitié pensar
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que, ademas de fagocitosis, los
productos generados en el proceso
de hemodlisis podrian ser absorbidos
desde la luz del estémago (Figura
N° 14).

Basados en estas observaciones, y
considerando que no existe infor-
macion en la literatura sobre esta
materia, extrapolamos nuestros
datos a otros procesos en los que
sucede eritrofagocitosis, como la
ocurrida en macréfagos del sistema

reticuloendotelial. En este sistema
los eritrocitos fagocitados sufren una
serie de procesos degradativos en
fagosomas que finalmente conducen
a la liberacion de hierro, su recicla-
je y posterior generacion de nueva
hemoglobina. En base a estas ex-
periencias, nosotros especulamos
que: los ENNs después de ser fa-
gocitados por las células epiteliales
del estbmago y englobados en fa-
gosomas se produciria la liberacion
de hemoglobina y oxigeno. Luego,
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la hemoglobina (hemoproteinas),
bajo la accién de enzimas proteoli-
ticas, liberaria hierro heme. Este
hierro serfa liberado en su estado
férrico y transportado hacia la cir-
culacion embrionaria por medio de
transportadores especificos, a fin
de cubrir las demandas metabdlicas
de organos vy tejidos, sirviendo de
esta forma no solo los requerimien-
tos de hierro que permitirian la ex-
presion de la segunda onda hema-
topoyética en el embrion sino que
ademas servir la naciente funcion
hematopoyética del higado embrio-
nario.

Consumo de Hierro

Durante el periodo embrionario
temprano, previo al desarrollo del
higado como 6rgano hematopoyé-
tico, el embrion entre la semana 4y
7 pf requiere de hierro para la sin-
tesis de hemoglobina, proteina
esencial en la eritropoyesis. Entre la
semana 5y 6 pf, los EPs de la se-
gunda onda eritropoyética son los
principales demandantes de hierro
para poder sintetizar hemoglobina.
En el caso de los eritrocitos maduros
producidos por el higado en el pe-
riodo fetal, cuya vida media es de
120 dias, alrededor del 70% del
hierro en el cuerpo es encontrado
como heme generado en los eritro-
citos senescentes. En el caso del

embrion temprano, donde la vida
media de los EPs no se conoce
(aunque al parecer tendria una vida
corta 'y muy transitoria), esta situacion
de reciclaje no se produciria. Hemos
observado en cambio, que en el
higado, en su fase inmadura, los
EPs presentes en los sinusoides
hepaticos cohabitan con macrofagos.
Es posible que estos macrofagos
actuen como reducidores de células
sanguineas muertas o en etapas
degenerativas, a fin de englobarlos
en vesiculas fagociticas (fagoliso-
somas) que bajo la accion de enzi-
mas hidroliticas promueven la libe-
racion de heme y hierro desde la
hemoglobina, dejando disponible
estos componentes para el inicio de
otro ciclo de sintesis de hemoglobina.

Por esta via de reciclaje, los macroé-
fagos contribuirian con el mayor pool
de hierro plasmatico a la eritropo-
yesis hepatica. La segunda onda
eritropoyética expansiva que se
observa durante la semana 5y 6 pf,
con la enorme cantidad de EPs
producidos, es altamente deman-
dante de hierro heme necesario para
la sintesis de nueva hemoglobina.
Los EPs generados en la primera
onda eritropoyética a nivel del SV
es una poblacion de células muy
escasa y transitoria, por lo tanto, el
embrion para sobrevivir en esta
etapa requiere de fuentes suplemen-

tarias de células sanguineas que
aporten hierro desde hemoglobina.

Como lo hemos sefialado anterior-
mente, el SV contribuye con ENN a
la nutricion del embrién, usando el
conducto vitelino para su transpor-
te al estbmago. Sin embargo, esta
via transportadora no vascular es
transitoria, ya que el conducto vite-
lino, Unica via de paso entre la ca-
vidad del SV y el intestino del embrién,
se cierra definitivamente al final de
la semana 5 pf, tiempo suficiente
para permitir el almacenamiento de
ENNs en |la cavidad estomacal y su
uso histiotrofico posterior (en el
curso de la semana 6 pf). Teniendo
en mente estas observaciones,
nosotros postulamos que durante la
segunda onda eritropoyética, cuan-
do se genera una gran cantidad de
EPs en el cuerpo del embrion, el
proceso eritropoyético es posible
gracias a los aportes del hierro
producidos como consecuencia de
la fagocitosis de los ENN por las
células endodérmicas del estbrmago
y de la absorcion de hemoglobina
desde ENN hemolizados. Sin em-
bargo, de acuerdo a nuestros datos,
la eritrofagocitosis ocurriria solo
hasta el final de la semana 6 pf, ya
que no se observan ENNs en la
cavidad del esttmago en edades
posteriores.

Figura N° 16. Imagenes de higado obtenidos desde embriones de 7 semanas pf, al inicio de la eritropoyesis hepatica. En “A”, se muestra
un corte histolégico tefido con H-E, donde se observa la estructura hepatica al inicio de la eritropoyesis. Observe que los nucleos tefiidos
oscuros de las células eritroideas (flechas) son més numerosos que los nucleos palidos de los hepatocitos y tienen aproximadamente el
mismo tamano. Células hepaticas y nichos de células sanguineas (cabezas de flecha). Comparese con las figuras 3y 15a. En “B” y “C”,
se muestran fotografias de MEB en las que se puede apreciar una alta heterogeneidad celular en el higado, producto de la transicion eri-
tropoyética que ocurre en este periodo. Bar: 20 um.

Gl
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¢De donde proviene el hierro
necesario para la hematopoyesis
definitiva en el higado
embrionario?

Conociendo que las células endo-
dérmicas del SV tienen el potencial
para generar ENN y sabiendo que
las células de los cordones endo-
dérmicos del SV tienen un mismo
origen embrionario que las células
endodérmicas de los cordones
hepaticos en su fase inmadura,
conocida como endodérmica pre-he-
matopoyética, nos planteamos la
posibilidad de que las células en-
dodérmicas hepaticas también
fueran capaces de producir ENN al
igual que las células endodérmicas
del SV. Si tal potencial existiera, se
produciria una transicion SV/cordo-
nes hepéaticos, haciendo posible la
continuidad en la produccion de

Ty
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ENNs durante la semana 6 pf. El
cese en la produccion de ENN se
produciria al momento de la diferen-
ciacion del hepatoblasto en hepa-
tocito, lo que ocurre en la semana
7 pf. Los ENNSs asi generados, podrian
quedar retenidos en el parénquima
hepatico desde donde serian fago-
citados por macréfagos, generando
hierro a fin de mantener la continui-
dad en la produccion de hierro-he-
me, 0 bien almacenados en los
hepatocitos y con ello cubrir las
demandas en la etapa de transicion
hepatoblasto/hepatocito, lo que da
inicio a la eritropoyesis hepatica
(Figura N° 16). Por medio de micros-
copia optica y electronica de barri-
do hemos iniciado estudios a fin de
verificar esta hipotesis.

En conclusiéon, con nuestro estudio
entregamos claras evidencias que

en la sobrevivencia del embrion
humano el SV secundario desem-
pefia una funcioén vital, aportando
dos tipos de sangre al embrion,
ambas funcionales, como también
insumos vitales para la generacion
de sangre, como la molécula de
hierro, elemento fundamental en la
sintesis de hemoglobina. Estas
observaciones y estudios conduci-
dos por nosotros se difieren de los
estudios conducidos por investiga-
dores en otros centros (Burton et al.,
2001) que sostienen que la sobre-
vivencia del embrién depende de
sangre e insumos aportados por la
placenta.

Estos autores sostienen que los in-
sumos provenientes desde la pla-
centa pasan a la cavidad corioénica
y desde alli son absorbidos por el
mesotelio del SV desde donde pasan

Figura N° 17. Imagenes de microscopia electronica de las vellosidades asociadas al endodermo (A, B) y al mesotelio (C, D) de la pared del
saco vitelino. En “A” y “C”, se muestran microscopia electrénica de transmision y en “B” y “D”, MEB. En “B”, se muestra un poro por donde
la vesicula endodérmica libera sus productos de secrecion (nutrientes y ENN) hacia la cavidad del saco vitelino. Notese la organizacion
microvellosa del revestimiento endodérmico que mira a la cavidad del saco vitelino. En “D”, se muestra el mesotelio del saco vitelino (cara
que mira hacia la cavidad celémica), en donde se pueden reconocer las macrovellosidades que lo recubren. Nétese la diferencia en tama-
Ao y estructura entre micro y macro vellosidad. Bar: 5 ym.
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a la sangre y desde alli al embrion.
Nosotros hemos demostrado que el
mesotelio es un epitelio de revesti-
miento superficial formado por
macrovellosidades arborizadas, cuya
funcion es proteger al saco vitelino
de dafio causado por roce o friccion,
no presentando las caracteristicas
de los epitelios de absorcion, como
si ocurre a nivel de la capa endo-
dérmica interna del SV, la cual
presenta abundantes microvellosi-
dades y cumple con tales funciones
(Figura N° 17).

Consideraciones finales

Todos los fenémenos que ocurren
en la vida del embrion temprano son
transitorios: su forma y tamafio van
cambiando dfa a dia, asi como
también van emergiendo las funcio-
nes de los diferentes érganos en
formacion. Estos rapidos cambios
también ocurren en los anexos em-
brionarios, particularmente en el
caso del SV. ElI SV es un anexo
extraembrionario de 6 mm de dia-
metro, efimero, que en el curso de
la semana 4 pf experimenta cambios

notables de forma y estructura como
resultado del proceso de plegamien-
to del cuerpo del embrion. Estos
cambios estructurales, son determi-
nantes para dar inicio a la circulacion
de sangre hacia el embrion. Como
resultado de este proceso de ple-
gamiento lateral y longitudinal del
cuerpo embrionario el SV secunda-
rio da paso al SV definitivo que
conduce a la instalacion del tallo
vitelino interpuesto entre el SV pro-
piamente tal y el intestino medio. Por
esta via, la sangre acumulada en la
pared del saco vitelino pasa a la
circulacion embrionaria por medio
de la vena vitelina, Unica via de paso
existente.

Tal como se ha descrito en este
trabajo, nuestros resultados y nues-
tras interpretaciones parecen ser
razonables y coherentes para expli-
car la sobrevivencia del embrion
hasta la semana 6 pf. Nos queda
por entender como el embridon soe
brevive, crece y se desarrolla du-
rante la semana peak de la organo-
génesis, es decir, desde finales de
la semana 6 a la semana 7 pf.

Dado que no existe informacion de
los procesos organogenéticos ini-
ciales que ocurren en el curso del
desarrollo embrionario humano ni
interpretaciones funcionales de los
fendmenos que ocurren en el embridn
temprano y menos aun informacion
de las relaciones anatomo-funcio-
nales que se establecen entre el SV
y embrién, consideramos valido
llevar adelante en este trabajo pio-
nero, especulaciones y divagaciones
funcionales en base a nuestros re-
sultados morfoldgicos. Divagaciones
que nos acercan a entender los
fendmenos funcionales que ocurren
en el curso del desarrollo embrio-
nario temprano y que nos permitan
entender los grandes hitos que
hacen posible la sobrevivencia del
embrién en un entorno de perma-
nentes cambios, totalmente despro-
visto de fuentes nutricionales que le
permitan su subsistencia. No hay
que olvidar, que la circulacion entre
el embrion y la placenta, por ejemplo,
solo se inicia a partir de la semana
8 pf.

manuscrito.
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