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RESUMEN: Sonic hedgehog (Shh) es un morfógeno esencial para el desarrollo de diversas estructuras, tales como notocorda,
placa del piso del tubo neural, miembros, entre otros. Se buscó determinar la inmunolocalización de Shh en embriones y fetos de ratón.
Para ello, se eutanasiaron 10 ratones gestantes (Mus musculus) BALB/c, un grupo de 5 animales a los 12,5 días post-coito (dpc), y otro
grupo a los 17,5 dpc. Los embriones y fetos obtenidos fueron fijados en formalina al 10 % tamponada en PBS e incluidos en paraplast.
Se realizaron cortes transversales seriados. Se utilizó anticuerpo policlonal Shh (Santa Cruz Biotechnology, H-160, conejo), dilución
1:100. Se identificó y describió la inmunolocalización de las muestras marcadas positivamente. La expresión de Shh en los embriones de
12,5 dpc fue inmunopositiva en notocorda, placa del piso del tubo neural, precartílago de radio y ulna, y prácticamente todos los epitelios:
bronquial, intestinal, vejiga y uretra. En la etapa fetal, a los 17,5 dpc la inmunopositividad desaparece en el cartílago a excepción de
zonas de osificación, disminuye en la epidermis pero aparece en folículos pilosos. La mucosa intestinal se ha diferenciado en segmentos,
mostrando una inmunotinción mayor a nivel de las vellosidades intestinales. Shh actúa en distintos estadios del periodo gestacional,
siendo clave en la diferenciación de distintas estructuras. En etapas embrionaria, es vital en la formación del sistema nervioso, organogénesis
y formación de miembros, por lo que su expresión se encuentra en estas zonas. Sin embargo, en la etapa fetal la expresión cambia a
estructuras de mayor especialización como folículo piloso y vellosidades intestinales.

PALABRAS CLAVE: Sonic hedgehog; Morfógeno; Organogénesis; Inmunohistoquímica.

INTRODUCCIÓN

Durante el desarrollo embrionario ocurren una serie
de procesos fundamentales para la formación de estructuras
ordenadas, reguladas por morfógenos. Estas son moléculas
orgánicas producidas y secretadas por un grupo de células
embrionarias, las cuales son capaces de difundir y actuar
sobre otras células o tejidos a distancia al unirse a recepto-
res de membrana, gatillando respuestas celulares dependien-
tes de la concentración del morfógeno (Rojas et al., 2014).
Con ello, diferentes células que se ubican a distintas distan-
cias del centro morfogenético inductor responderán
heterogéneamente, con lo cual las células adquieren la in-
formación posicional precisa (Briscoe & Small, 2015).

 Se describen dos procesos para la formación del
gradiente de concentración morfogenético. Por un lado, el

morfógeno es producido por una fuente localizada y es ca-
paz de difundir célula a célula por medio de difusión sim-
ple, endocitosis o proteoglicanos, disminuyendo su concen-
tración a medida que se aleja de su centro inductor (Rojas et
al.). Otra opción es que el morfógeno presente una concen-
tración uniforme, la cual es contrarrestada por un inhibidor
producido en otro centro inductor capaz de inhibir la unión
del morfógeno a su receptor celular de forma proporcional a
su concentración (Zagorski et al., 2017).

Dentro de las familias de proteínas que pueden ac-
tuar como morfógenos, se encuentra la familia Hedgehog
(Hh), compuesta de tres proteínas: Indian Hedgehog (Ihh),
Desert hedgehog (Dhh) y Sonic hedgehog (Shh) (hadden,
2014). Esta última es un proteína con una región N-terminal
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altamente conservada y una C-terminal más variable. En
la superficie de la célula blanco se une al receptor Patched
(Ptch), el cual corresponde a una proteína de 12 dominios
transmembrana. Este tiene una directa relación con la pro-
teína transmembrana Smoothened (Smo), receptor de 7
dominios transmembrana. Ptch es capaz de inhibir la acti-
vidad de señalización de Smo. Sin embargo, cuando Shh
se une a Ptch, se interrumpe esta inhibición, permitiendo
que la vía de señalización intracelular active proteínas Gli
capaces de actuar como factores de transcripción, translocar
al núcleo celular y estimular la transcripción de genes dia-
na a Shh (Ngan et al., 2013; Wu et al., 2017).

Como morfógeno, Shh tiene un rol central en el
desarrollo de diversas estructuras y órganos durante el pe-
riodo embrionario, fetal y post-natal. Se ha demostrado
que actúa como molécula señalizadora en múltiples es-
tructuras embrionarias, como en la notocorda y placa del
piso del tubo neural, regulando la formación del sistema
nervioso central y formación de ejes corporales (Meyers
& Martin, 1999; Cohen et al., 2013); diferenciación del
mesodermo paraxial (Murashima et al., 2014; Kremnyov
et al., 2018); diferenciación del epitelio de revestimiento
respiratorio e intestinal (van den Brink, 2007; Kugler et
al., 2015); crecimiento de los procesos palatinos en el de-
sarrollo de la cavidad oral y zona de actividad polarizante
durante el desarrollo de miembros (Cobourne & Green,
2012; Tickle & Barker, 2013); esbozos de folículos pilosos
(Athar et al., 2006); crecimiento del tubérculo genital
(Miyagawa et al., 2011); desarrollo del patrón arquitectó-
nico celular de la retina (Furimsky & Wallace, 2006); en-
tre otros.

Para el normal desarrollo de estas estructuras, es
necesario que se exprese en diferentes etapas de la
ontogenia, como también en distintos grupos celulares. Es
por ello que el objetivo del estudio fue determinar la
inmunolocalización de Shh en las etapas embrionarias y
fetales en ratones Mus musculus BALB/c.

MATERIAL Y MÉTODO

Se utilizaron 10 ratones hembras jóvenes (Mus
musculus) BALB/c, las que se dividieron en 2 grupos de 5
gestantes cada uno (grupos 1 y 2). Éstas se colocaron en
jaulas con machos reproductivamente sanos y jóvenes. A
las 12 h se verificó la presencia de tapón mucoso a nivel
vaginal, lo que significa que hubo cópula, considerándose
como el día post-coital (dpc) 0,5.

A los 12,5 dpc, 5 ratones gestantes se anestesiaron

y eutanasiaron con solución de eutanasia xilacina en dosis
1,1 a 2,2 mg/kg y ketamina en dosis de 10 a 20 mg/kg,
extrayéndose los embriones, conformando el grupo donde
se evidencia el término del desarrollo embrionario (grupo
embrionario). Posteriormente, con la misma metódica se
eutanasiaron a los 17,5 dpc a las restantes, donde se obtu-
vieron los fetos correspondientes al grupo de desarrollo
fetal (grupo fetal).

Se realizó técnica inmunohistoquímica con anticuer-
po policlonal anti-Shh (Santa Cruz Biotechnology, H-160,
conejo). Los embriones y fetos fueron fijados en solución
formalina tamponada en PBS e incluidos en paraplast. Se
obtuvieron cortes transversales de 5 µm en micrótomo
Leica (RM2255) en dirección céfalo-caudal, los cuales se
adhirieron a portaobjetos con carga positiva (Citoglas).
Fueron adheridos 4 cortes por portaobjeto. La recupera-
ción antigénica fue realizada en vaporera por 40 min, con
los cortes sumergidos en solución desenmascarante de
antígenos (Vector Labs, H-3301). Se realizó bloqueo de
peroxidasa endógena con peróxido de hidrógeno en
metanol y bloqueo inespecífico de proteínas con PBS+BSA
al 3 %. Para la incubación con el anticuerpo primario anti-
Shh se usó una dilución 1:100 en PBS. Para la detección
del anticuerpo primario se incubó con polímero conjuga-
do con anticuerpo anti conejo y HRP durante 15 min
(SuperPictureTM, Thermo Fisher, 878963). Como sustrato
para la HRP se usó diaminobencidina (DAB, Vector Labs,
SK-4100) durante 1-2 min.

El control negativo estuvo dado por el desarrollo
de la técnica inmunohistoquímica completa, pero sin con-
siderar la incubación con el anticuerpo primario. Como
control positivo se consideró la notocorda.

Los cortes transversales seriados fueron fotografia-
dos en un microscopio Leica (DM750) con cámara digital
HD Leica (ICC50 HD), analizados si resultaron marcados
positivamente y fueron descritos morfológicamente.

RESULTADOS

A los 12,5 dpc, en muestras más cefálicas se evi-
denció inmunotinción positiva a Shh en la formación de la
retina neural y en el desarrollo del nervio óptico. A nivel
de sistema nervioso central, la inmunoexpresión se obser-
vó en placa del piso del tubo neural y en notocorda. En
cortes transversales a nivel torácico, este morfógeno se
inmunolocalizó en epitelio de revestimiento esofágico,
bronquios grandes y bronquios segmentarios. En el desa-
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rrollo de miembros superiores, la inmunotinción se obser-
vó en los primordios precartilaginosos de radio y ulna, no
así en húmero. A nivel abdominal, se localizó en epitelios
de revestimiento en estómago e intestino delgado. En
muestras más caudales, la positividad a Shh se observó en
epitelio uretral y vejiga, como también en la condensación
precartilaginosa previo al desarrollo de fémur (Fig. 1).

En el grupo de fetos de 17,5 dpc, fue posible obser-
var la inmunotinción en las capas marginal y ganglionar
de la retina. En cortes transversales a nivel torácico, se
evidenció en epidermis como también en el desarrollo en
los esbozos de los bulbos capilares. A nivel abdominal se
observó en glándulas fúndicas en el cuerpo estomacal y
en el desarrollo de vellosidades intestinales a nivel
duodenal (Fig. 2).

DISCUSIÓN

Shh actúa en diferentes periodos del desarrollo
gestacional, siendo clave en la diferenciación de diversas
estructuras. Nuestros resultados indican que en la etapa
embrionaria se inmunolocaliza en la formación del sistema
nervioso, desarrollo de las vías visuales, en la organogénesis
relacionada con los epitelios de revestimiento a nivel respi-
ratorio, esofágico, estomacal, intestinal y urinario, como
también en el desarrollo de miembros, encontrándose la
expresión de este morfógeno en estas áreas. Sin embargo,
en el periodo fetal su inmunoexpresión cambia a zonas de
mayor especialización y diferenciación como en capas in-
ternas de la retina, desarrollo de folículos pilosos, glándulas
estomacales y vellosidades intestinales.

Fig. 1. Grupo Embrionario de 12,5 dpc. En A, capa neural de la retina (R) y tallo óptico del nervio óptico (flecha). En B, placa del piso
del tubo neural (F) y notocorda (flecha). En C, esófago (O), bronquios principal y segmentarios (flechas). En D, flechas indica conden-
sación precartilaginosa de húmero, radio y ulna. En E, estómago (S) y epitelio intestinal (flechas). Barra 200 µm. En F, epitelio duodenal
(flecha). Barra 100 µm. En G y H, condensación precartilaginosa de fémur. Barra 200 y 100 µm. En I, epitelio vesical (B) y uretra
(flecha). Barra 200 µm.
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Fig. 2. Grupo fetal de 17,5 dpc. En A, globo ocular. Barra 200 µm. En B, capas ganglionar y marginal de
la retina. En C, epidermis (E) y folículo piloso en desarrollo (flecha). En D, epitelio bronquiolar (flechas).
En E, vellosidades duodenales (flechas). En F, mucosa gástrica en cuerpo del estómago, región de glándu-
las fúndicas (flechas). Barra 100 µm.

Durante el proceso de neurulación, es necesaria la ex-
presión de Shh. El mecanismo planteado es que la notocorda
libera Shh, siendo capaz de estimular a las células de la placa
neural a formar la placa del piso del tubo neural. Luego, estas
células de la placa del piso elaborarán Shh, el cual potencia-
do por el elaborado en la notocorda, inducirá a las células de
la porción ventral del tubo neural a diferenciarse en el linaje
neuronal motor y glial, determinando seis dominios de patro-
nes de expresión génica (Yu et al, 2013; Conei et al., 2016).
A su vez, también posee un papel fundamental en el cierre
del tubo neural (Patterson et al, 2009).

La inmunomarcación de Shh en nervio óptico y
retina neural se debe a que esta proteína contribuye a la
separación del campo ocular y formar las vesículas ópti-
cas de forma bilateral y simétricas, el cual es secretado
por células de la placa neural (Furimsky & Wallace). Pos-
teriormente, se encarga de controlar la proliferación, di-
ferenciación y organización celular a nivel de retina y en
el desarrollo axonal de las células nerviosas hasta el
tectum óptico, siendo su señalización contrastada por Wnt
(Avilés et al., 2013).
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En el caso del desarrollo de miembros y huesos, Shh
es capaz de regular los patrones de diferenciación y creci-
miento en el proceso de osificación endocondral, en el cual
las células mesenquimales se condensan y se diferencian en
condrocitos, los cuales forman centros de osificación en don-
de éstos son reemplazados por osteoblastos (Yang et al.,
2015). En los inicios del desarrollo de los miembros, Shh se
expresa en la zona de actividad polarizante, actuando como
morfógeno estableciendo el eje anteroposterior (Tickle &
Barker).

La inmunolocalización en el desarrollo del epitelio
respiratorio, Shh comienza su expresión en los extremos de
la yema respiratoria, teniendo un patrón graduado a lo largo
de las etapas pseudoglandular y canalicular, siendo más bajo
a lo largo de la yema respiratoria y más elevado en extre-
mos distales. En el periodo sacular, su expresión global va
disminuyendo gradualmente hasta el nacimiento (Miller et
al., 2001; Kugler et al.).

Durante el desarrollo del sistema digestivo, en eta-
pas iniciales Shh se expresa en el endodermo del intestino
anterior, para posteriormente expandirse hacia el endodermo
ubicado a nivel de intestino posterior, también teniendo fun-
ciones en paralelo importantes para el establecimiento del
eje derecha-izquierda. En el desarrollo esofágico, Shh se ex-
presa a todo su largo y es vital en la formación del tabique
traqueoesofágico, el cual separa las vías respiratorias de la
digestiva, induciendo a la capa mesodérmica a su forma-
ción (Ioannides et al., 2003). En el desarrollo del estómago,
Shh se expresa en el epitelio gástrico en formación hasta su
porción posterior, donde disminuye y predomina Ihh (van
den Brink). En el desarrollo glandular se ha visto que juega
un rol fundamental, ya que el crecimiento glandular se
incrementa en ratones Shh -/-, lo que produce hiperplasia de
la mucosa del estómago glandular, siendo inhibida por la
expresión de FGF-10 secretado por el mesénquima adya-
cente, restringiendo su formación y ramificación (Spencer-
Dene et al., 2006).

En la formación de intestino es necesario Shh e Ihh.
En el caso de Shh, su expresión aumenta en la formación de
duodeno. Se ha evidenciado que en el duodeno de ratones
Shh -/-, las vellosidades aparecen obstruyen el lumen
duodenal, lo que indica que Shh restringe el crecimiento de
vellosidades en el duodeno (Madison et al., 2005).

En la expresión de Shh en el epitelio urinario, esta
proteína es clave en la interacción epitelio-mesenquimática
que involucra el desarrollo de la porción muscular, ya que
se requiere urotelio vesical para inducir la diferenciación
del mesénquima vesical a músculo liso, como también se
expresa a lo largo de uréteres y uretra (Jenkins et al., 2007;

DeSouza et al., 2013). En la formación de otros epitelios,
como la piel y folículos pilosos, Shh es fundamental en el
desarrollo y proliferación de las células precursoras de
queratinocitos (Athar et al.). También su señalización en la
piel controla el crecimiento y la morfogénesis del folículo
piloso, siendo fundamental en la coordinación de la transi-
ción epitelio-mesénquima (Ellis et al., 2003).

Todo lo anterior se relaciona con la acción
morfogenética de Shh, debido a que distintos grupos celula-
res que se encuentran a diferentes distancias del centro
morfogenético, responden de manera diferente, dependien-
do del estadio del desarrollo ontogénico (Cohen et al., 2014).
Así, no todas las células responderán de la misma manera
frente al estímulo, siendo la concentración del morfógeno
la encargada de entregar a las células la información
posicional en relación a la fuente de la señal, gatillando res-
puestas celulares diferentes y correctamente
interrelacionadas en el espacio y el estadio de desarrollo
(Rojas et al.).

Para que esto se produzca, este morfógeno debe ser
expresado en el lugar y momentos del desarrollo precisos,
generando una respuesta dosis-dependiente a través de su
gradiente de concentración (Zagorski et al.).

CONCLUSIONES

Para que las células originen estructuras ordenadas y
coherentes, es fundamental la formación de patrones, así
como la adquisición de información posicional. Esto se re-
laciona con la expresión de morfógenos en etapas críticas.
Todo esto nos permitirá obtener una mayor comprensión de
los mecanismos biológicos del desarrollo que están altera-
dos en los defectos de nacimiento.
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SUMMARY:  Sonic hedgehog (Shh) is an essential morphogen for
the development of various structures, such as notochord, neural tube floor
plate, limbs, among others. We sought to determine the immunolocalization
of Shh in embryos and mouse fetuses. To do this, 10 pregnant mice (Mus
musculus) BALB /c were euthanized, a group of 5 animals at 12.5 days post-
coitus (dpc), and another group at 17.5 dpc. Embryos and fetuses obtained
were fixed in 10 % formalin buffered in PBS and embedded in paraplast.
Serial cross sections were made. Polyclonal antibody Shh (Santa Cruz
Biotechnology, H-160, rabbit), dilution 1:100 was used. The
immunolocalization of the positively labeled samples was identified and
described. Shh expression in 12.5 dpc embryos was immunopositive in
notochord, neural tube floor plate, radius precartilage and ulna, and practically
all epithelia: bronchial, intestinal, bladder and urethra. In the fetal stage, at
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17.5 dpc the immunopositivity disappears in the cartilage except for areas of
ossification, decreases in the epidermis but appears in hair follicles. The
intestinal mucosa has differentiated into segments, showing greater
immunostaining at the level of the intestinal villi. Shh acts in different stages
of the gestational period, being key in the differentiation of different structures.
In embryonic stages, it is vital in the formation of the nervous system,
organogenesis and formation of limbs, so its expression is found in these
areas. However, in the fetal stage the expression changes to more specialized
structures such as hair follicles and intestinal villi.

KEY WORDS: Sonic hedgehog; Morphogen; Organogenesis;
Immunohistochemistry.
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