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1.1. DESARROLLO EMBRIONARIO PREIMPLANTACIONAL

El desarrollo embrionario temprano o preimplantacional se define como el periodo
comprendido entre la formacion del cigoto (fertilizacién) y la implantacion del
blastocisto en el endometrio (Alberts et al., 2002). Durante este periodo el desarrollo
del embridn se caracteriza por un aumento en el nimero de células y la realizacion

de algunos cambios morfol6gicos como son la compactacién celular y la formacién
del blastocisto (Ruddock-D'Cruz et al., 2007). A la par de estos cambios
morfolégicos ocurren cambios metabdlicos sumamente complejos y
extraordinariamente bien regulados, que incluyen la activacion del genoma

embrionario y el inicio de la diferenciacion celular (Fleming et al., 2004).

1.1.1. Fertilizacién

La fertilizacion, se define como la unién de las dos células reproductoras o gametos,
espermatozoides y ovocitos (Wassarman et al., 2005), dicho proceso conduce a la
formacién de un embrion de una célula, llamado cigoto o huevo. La fertilizacién en
mamiferos consiste de varios procesos que deben ocurrir de manera ordenada y

precisa (Fig 1):

1°. La fijacion de espermatozoides capacitados, pero con acrosomas intacto, a

la zona peldcida del ovocito maduro,

2°. La reaccion acrosomal del espermatozoide,



3°. Penetracion del espermatozoide, después de sufrir la reaccion acrosomal,

a través de la zona peldcida,

4°, Fusion del espermatozoide a la membrana plasmatica del ovocito,

5°. Penetracion del espermatozoide al interior del ovocito (generalmente solo

penetra la cabeza) y

6°. Las reacciones cortical y de zona del ovocito (Wassarman, 2003,

Wassarman et al., 2005).

«— Zonapelucida _ B4 | Eopacio perivitelineo

“+—Membrana celular
o 1) Fijacion del espermatozoide
~—r g == Reaccion acrosomal

\/\fah-.oﬂ — Penetracion del espermatozoide

N — )
Fusion del espermatozoide

e ” ___— @) Penetracion del espermatozoide

Al interior del ovocito

Figura 1. Proceso de fertilizacién



Posteriormente se realiza la reanudacion de la meiosis del ovocito, hasta ese
momento detenido en la profase | de la segunda division meiotica, la formacién de

los pronucleos masculino y femenino (Storey,1995) y la singamia.

La capacitacion espermatica y la maduracion meiética de los ovocitos son procesos
que ocurren antes de la fertilizacion, pero de igual forma son necesarios para que

esta se lleve a cabo (Yanagimachi, 1994).

1.1.2. Proceso de segmentacion

El cigoto, producto de la fertilizacion, aumentara el nimero de sus células a través
de una serie de divisiones mitéticas, proceso conocido como segmentacion, que
dar& por resultado un aumento en el nimero de células que tienen la caracteristica
de ser cada vez mas pequefias (Fig 2). Las células derivadas de la segmentacion
son conocidas como blastomeros (Gilbert,1994). Una caracteristica importante de
las primeras divisiones mitéticas es su sincronia, la cual perdura hasta la etapa
previa al proceso conocido como compactacion, o aun después segun la especie

animal, hasta la formacién del blastocisto.
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Existen varios tipos de segmentacion dependiendo de como se lleven a cabo las
divisiones mitéticas. Una clasificacion de la segmentacion se basa en la cantidad y
localizacion del vitelo, lo cual determina la velocidad con que las células se dividen.
La segmentacion es mas rapida en las zonas donde no hay vitelo, mientras que en
la zona donde si hay vitelo la segmentacion es mas lenta o no se realiza. De
acuerdo a esta clasificacion existen dos tipos de segmentacion: la total u

holoblastica y la parcial o meroblastica (Gilbert,1994).
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Segmentacion holoblastica

Dentro de este tipo de segmentacion hay tres subtipos: radial, bilateral, espiral (Fig.
3).

La segmentacion holoblastica radial es tipica de los huevos isolecitos: Celentéreos,
equinodermos y mamiferos. En este tipo de segmentacion los dos primeros planos
de segmentacion son verticales y en angulo recto el uno con el otro. El tercer plano
de segmentacién es horizontal y doble, y se presenta a nivel del plano ecuatorial de
la célula. El cuarto plano es vertical, doble y las células de cada hemisferio vuelven a
dividirse. El quinto plano es horizontal y doble, la secuencia se repite y este proceso

da lugar a células iguales llamadas blastomeros (Carlson, 2005).

La segmentacién holoblastica bilateral es clasica de los huevos telolecitos
(anfibios, anélidos, moluscos). Como el vitelo interfiere en la segmentacion de los
planos, esta serd mas rapida en el hemisferio animal (sin vitelo). Las células
obtenidas son llamadas micromeros. En el hemisferio vegetal hay una segmentacion
pero es mas lenta y las células obtenidas son llamadas macromeros (Goodwin y

Lacroix, 1984).

La segmentacion holoblastica en espiral, es una segmentacion total y desigual que
se presenta en un tipo especial de huevos telolecitos (gasterépodos,
lamelibranquios) (Hickman et al., 2006). En este tipo de segmentacion las dos
primeras divisiones se realizan de la misma manera que en los casos anteriores, sin
embargo, a partir del tercer plano de segmentacion, esté ya no esta orientado en

direccidon vertical u horizontal formando angulo de 90° con el anterior, sino que
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muestra una rotacidon de 45° Esta inclinacion sigue produciéndose y se van

alternando los macrémeros y los micromeros.

A

Figura 3. Tipos de segmentacion holoblastica. a) Espiral, b) bilateral y ¢) Radial.

Segmentacion meroblastica

En este tipo de segmentacion hay dos subtipos: discoidal y superficial (Figura 4).

Segmentacion discoidal. Es la mas habitual en los huevos teloleciticos. La division
solo afecta a un disco citoplatico proximo al polo animal y la parte inferior (polo
vegetativo) no se segmenta; a continuacion se forma un disco de blastomeros, el
blastodermo o blastodisco, a partir del cual se formara el embrién, que reposara
sobre la masa vitelina (Kimmel y Law, 1985). Este tipo de segmentacién ocurre en
peces, reptiles y aves, entre otros.
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Segmentacion superficial. Es tipica de los huevos centroleciticos. El nucleo se
divide repetidas veces sin que aparezcan limites celulares definidos dentro de la
masa vitelina; luego, los ndcleos emigran al citoplasma periférico y se disponen
formando una capa sincicial; finalmente surgen los limites celulares que delimitan un

blastodermo periférico alrededor del vitelo central no segmentado (Gilbert,1994).

Este tipo de segmentacion ocurre en los artropodos.

Figura 4. Tipos de segmentacion meroblastica. A) discoidal y B) superficial.

1.1.3. Activacion del genoma embrionario

Los ovocitos de mamiferos detenidos en la profase | de la segunda divisiobn meidtica
estan transcripcionalmente activos, producen y almacenan una gran cantidad de
ARNmM y proteinas que seran requeridas para la embriogénesis temprana (Minami et

al., 2007). Durante la maduracion meiética del ovocito y las etapas iniciales del
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desarrollo embrionario, la maquinaria transcripcional del ovocito y del cigoto es
silenciada. En los mamiferos, dependiendo de la especie, ocurre la activacion del
genoma embrionario o ZGA (por sus siglas en ingles Zigotic Gene Activation)

durante alguna de las fases de la segmentacion (Latham y Schultz, 2001).

La ZGA es un evento importante que regula la transicion del control materno al
control embrionario del desarrollo. En el ratdn, el inicio de la activacion del genoma
embrionario ocurre durante la etapa de dos células (Qiu et al., 2003). Inicio que
depende, sin embargo, de las proteinas de origen materno y de las modificaciones

post-transcripcionales de estas proteinas (Schultz, 1993).

La ZGA ocurre en dos etapas, una activacion limitada ocurre entre las 18 y 21 h
post-fertilizaciébn y una activacion principal ocurre entre las 26 y 29 h post-
fertilizacion (Flach et al., 1982). Aunque el primer signo de una mayor actividad
transcripcional por el genoma embrionario aparece durante la etapa de 2 células,
recientemente una medicibn mas sensible realizada en un embrién en la etapa de 1
células ha sugerido que la activacion del genoma embrionario puede iniciar en la

etapa de 1 célula (Ram y Schultz, 1993).

1.1.4. Compactacion

Cuando el embrion se ha desarrollado hasta la etapa de 8, 16 y aun 32 blastomeros
segun la especie animal de que se trate, después del tercer ciclo mitotico en el
hamster, comienzan a formarse uniones adherentes entre los blastomeros

aumentando su superficie de contacto, dando origen a una estructura celular
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altamente compacta (Figura 5) (Mayor e lzquierdo, 1994), de ahi que este proceso

es conocido como compactacion (Kidder et al., 1990).

Figura 5. Embrion de 8 células compactado

Los contactos celulares que se desarrollan durante esta etapa son debido a la
presencia de una molécula de adhesion dependiente de calcio, llamada Cadherina-E
(Uvomorulina), la cual se distribuye progresivamente hacia las areas de contacto
celular conforme se va compactando el embrion y permanece ausente de las areas

apicales de las células polarizadas (Johnson et al.,1986).

Durante este proceso también ocurren algunos cambios a nivel de la organizacion
de las membranas y del citoplasma de los blastbmeros, dando origen a otra
caracteristica de la compactacion, la polarizaciéon. La polarizacién de las células
externas es evidente por la migracion basal del nacleo y la acumulacién apical de

actina, clatrina, endosomas y microvellosidades (Suzuki et al., 1999).
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Se ha definido a la compactaciéon como el primer evento de diferenciacion celular
que ocurre durante el desarrollo embrionario (Pratt et al., 1982). En un embrion
compactado se pueden observar ya de manera preliminar dos poblaciones
diferentes de blastomeros, los externos y los internos. Esta separacion sera
manifiesta al formarse la morula como resultado de la compactacion. Es en este
estadio del desarrollo del embrion donde se manifiesta con claridad una
diferenciacion celular ya que una mérula esta formada por dos tipos de poblaciones
celulares, las externas o polares, destinadas a la formacion del trofoectodermo y que
posteriormente daran origen a la placenta, y las internas o no polares, destinadas a
la formacion de la masa celular interna (MCI) y que formaran al embrion-feto

(Fleming et al., 2001).

1.1.5. Formaciéon del Blastocisto

Después de la etapa de moérula, el embrion continda su desarrollo hasta formar un
blastocisto, etapa en la cual se lleva a cabo la implantacién del embrién en el Gtero.
Cuando el embrion tiene aproximadamente 32 células, las células externas
comienzan a bombear un fluido hacia los espacios intercelulares y posteriormente
hacia los espacios extracelulares, formando una cavidad llamada blastocele (Borland
et al., 1977), iniciandose asi la formacion del blastocisto (Figura 6). En blastocisto
esta bien claramente formado por dos tipos de células funcional y estructuralmente
distintas: las células de la MCI las cuales daran origen al embriéon mismo, y las
células del trofoectodermo las cuales estaran involucradas en la formacion de la

placenta y de las membranas extraembrionarias (Gilbert,1994).
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Figura 6. Embrién en la etapa de blastocisto

Sin embargo, el mecanismo a través del cual se lleva a cabo la formaciéon del
blastocisto no ha sido totalmente establecido. A este respecto, Yamanaka et al.
(2006) hacen una revisién de los posibles mecanismos utilizados para regular la

formacién del blastocisto en el raton.

Se han propuesto dos mecanismos involucrados en la formacién del blastocisto:

a) El modelo interno-externo

b) El modelo de la polaridad celular
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Modelo interno-externo

Modelo propuesto por Tarkoswski y Wroblewska en 1967, segun estos autores el
destino de un blastdmero que esta conformando al blastocisto es establecido debido
a la posicion que tienen durante el estadio de moérula tardia, es decir, externa o
interna. Segun este modelo, la posicién del blastdmero en el embrion podria afectar
su destino a través de varias vias, por ejemplo: el contacto celular podria informar a
la célula su posicion y por lo tanto determinar su destino celular. Las células internas
tendrian contactos simétricos con las células que los rodean, mientras que las

células externas tendrian contactos asimétricos con otras células.

Modelo de la polaridad celular

A diferencia del modelo interno-externo, el modelo de la polaridad celular propuesto
por Johnson et al. (1981) propone que el destino celular en un blastocisto es
establecido antes de la etapa de moérula. Segun este modelo, el destino de un
blastomero es establecido durante la etapa de 8 células a través del establecimiento
de una polaridad celular. Las divisiones posteriores a esta etapa dan como resultado
una distribucion simétrica y asimétrica de la informacion de la polaridad dependiendo

del plano de la division celular.

Cuando la division es de manera paralela al eje radial da por resultado la formacion
de dos células idénticas, ambas polarizadas. Estas células podrian estar destinadas
a la formacion de la linea del trofoectodermo. Mientras que una division

perpendicular al eje da por resultado la formacion de dos células diferentes una polar
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y una no polar, proporcionando células para las dos lineas celulares que conforman

al blastocisto, trofoectodermo y masa celular interna.

Aunque el mecanismo responsable de la formacion del blastocisto no ha sido
totalmente establecido, algunos eventos que ocurren durante este proceso son
actualmente bien conocidos. Por ejemplo: las células del trofoectodermo adquieren
las caracteristicas de células epiteliales y comienzan a aplanarse y juntarse unas
con otras a través de uniones estrechas (Ducibella y Anderson, 1975). Se sabe que
hay una participacion importante de los sistemas de transporte ionico del
trofoectodermo en el establecimiento de gradientes i6nicos a través del epitelio, que
proporcionan la fuerza necesaria para mover agua hacia el fluido blastocélico.
Pruebas de microandlisis electrénico de Na, Cl, K, Ca? y Mg han mostrado que
todos estos iones se encuentran concentrados dentro del fluido blastocélico (Borland
et al, 1977). Los mecanismos de transporte activo requeridos para mover Nay Cl en
contra de sus gradientes de concentracién involucran la bomba de Na-K que ha sido
localizada en el dominio basolateral del trofoectodermo (Benos et al., 1985). La
presencia de uniones estrechas es también necesaria y tiene un papel
multifuncional, proporcionando una pared impermeable que permite la acumulacién
de fluido, regulando el transporte para celular y contribuyendo a la polarizacion de la

distribucion de la ATPasa de Na-K (Watson et al., 1990).

1.2. Asincronia del desarrollo embrionario temprano

En especies que tienen la capacidad de gestar varias crias a la vez (politocas) se

puede llegar a presentar un desfasamiento en las etapas tempranas de la
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segmentacion entre los productos de esa gestacion, este proceso es conocido como

asincronia (Tsunoda et al., 1985).

Entre las causas de este fendmeno se encuentran el tiempo de ovulacién, el
transporte de espermatozoides y del cigoto, la activacion del ovocito, los factores
internos del cigoto que controlan el proceso de segmentacion, el ambiente donde
estos procesos ocurren (Avery et al., 1992) y la edad y paridad de las hembras
(Navarro et al., 2000; Trejo et al., 2005). Sin embargo, son pocos los estudios que se

han realizado para tratar de comprender este fenbmeno.

Sato y Yanagimachi en 1972, utlizando hembras de hamster Sirio Dorado
(Mesocricetus auratus) jévenes (de 2 a 3 meses de edad y peso de 90 a 120 g)
encontraron una sincronia relativa en las etapas tempranas de la segmentacion, ya
gue en el dia uno de la gestacién hubo embriones de 1 a 2 blastomeros, en el dia
dos, de 2 a 4 blastomeros, en el tercer dia, de 4 y 8 blastbmeros y finalmente al

cuarto dia, blastocistos tempranos y expandidos.

En contraparte, Nieder y Caprio (1990), utilizando hembras de hamster Siberiano
(Phodopus sungorus) nuliparas, reportaron una marcada asincronia en las etapas
tempranas de la segmentacion ya que al tercer dia postcoito recuperaron embriones
en diferentes etapas de la segmentacion (2, 4, 6 y 8 blastdbmeros), mientras que en
el cuarto dia postcoito encontraron embriones en etapa de morula, blastocisto e

incluso de 4 y 8 blastbmeros.
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1.3. Transporte Embrionario.

Una vez que se ha llevado a cabo la fertilizacion, en la region ampular del oviducto,
el cigoto o embridén, que carece de movilidad propia, tiene que ser transportado a
través del oviducto (Figura 7) hasta el sitio de implantacién en el Gtero (Villalon et al.,
1999), utilizando para ello varios mecanismos entre los que se encuentran la
contraccion de la musculatura lisa, el movimiento de las células ciliadas y del fluido

oviductal en direccion al utero (Martinez et al., 2000).

Figura 7. Transporte embrionario a través del oviducto

La duracién del transporte oviductal debe ser la adecuada ya que si el embrion entra
de manera anticipada al utero, puede ser expulsado a través de la vagina, mientras
que una estancia mayor de los embriones en el oviducto puede disminuir su

viabilidad (Velasquez et al., 1995).
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El que el embrion precise de un tiempo Optimo para su transporte a través del
oviducto, hace pensar que se requieren mecanismos especificos para regular este

proceso como son.

a) Regulacion hormonal

b) Regulacion a través de factores embrionario (Velasquez et al., 2001).

1.3.1. Regulacion hormonal

El estradiol y la progesterona secretadas por el ovario tienen un papel importante en
la regulacion del transporte embrionario (Wu et al., 1971; Ortiz et al., 1979) a traves
de receptores intracelulares oviductales que controlan la sintesis de proteinas
(Orihuela et al., 2001a). El estradiol aumenta la velocidad del transporte embrionario
(Rios et al., 2007), mientras que la progesterona ejerce un efecto contrario, sin
embargo este comportamiento varia dependiendo de la especie, la dosis y el tiempo

de administracion (Villalon et al., 1999).

Forcelledo et al. (1981) analizando los niveles de estradiol y progesterona y la tasa
de transporte del cigoto en ratas, bajo tres condiciones fisiologicas (gestantes,
seudogestantes y ciclando), concluyeron que las diferencias observadas en el paso
del embridén a través del oviducto, se relacionaban con los niveles hormonales de
cada grupo. Sugiriendo ademas, que los niveles hormonales postovulatorios son los

gue mas influyen en el transporte del embrion.
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Por otra parte, Ortiz et al. (1979) estudiando el efecto de la administracién de
estradiol sobre el transporte embrionario y la fertilidad en ratas, concluyeron que
esta hormona acelera el paso del embrion a través del oviducto, y que cuando los
embriones entran de manera prematura al Utero son expulsados a través de la

vagina.

En cuanto al efecto de la progesterona sobre el transporte embrionario, Kendle y Lee
en 1980, realizaron un estudio en el ratdon para determinar la influencia de esta
hormona sobre el paso de los embriones por el oviducto, concluyendo que no existe
una relacion entre la secrecion postovulatoria de esta hormona y el transporte, sin
embargo, si se administra la progesterona antes de la ovulacién acelera el transporte

de los embriones.

1.3.2. Regulacion através de factores de origen embrionario

Ha sido reportado que los embriones y ovocitos son transportados a diferentes
velocidades en el oviducto de los murciélagos (Rasweiler, 1979), y de las yeguas
(Weber et al., 1991). En estas especies los ovocitos son selectivamente retenidos en

el oviducto, mientras que los embriones son transportados hasta el Utero.

Lo anterior sugiere que ademas de la participacion de las hormonas ovaricas en la
regulacion del transporte del embrion, existen factores que son producidos y
liberados por el mismo embrion y que influyen sobre su paso a través del oviducto

(Villalén et al., 1982; Ortiz et al., 1986; Villalon et al., 1999).
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A este respecto, Velasquez et al. (1995, 2001), realizando un trabajo para
determinar la participacion del factor activador de plaquetas o PAF (por sus siglas en
inglés Platelet-Activating Factor) sobre el transporte embrionario, concluyeron que
este factor que es producido y secretado por el embrion de hamster, actia como
sefal reguladora para su transporte hacia el utero. Asi mismo, se ha demostrado la
existencia de receptores al PAF en las células del oviducto, localizadas en
proximidad de los embriones y en cuanto a la expresion del RNAm del receptor del
PAF, éste se produce principalmente en el endosalpinx, hecho que confirma que el

PAF es un regulador paracrino del transporte.

Este factor también tiene un papel importante en la regulacion del transporte
embrionario en otras especies, en donde se ha reportado la liberacién del mismo
durante el transporte embrionario por el oviducto. Por otra parte, si el PAF es la
sefal que facilita el transporte del embridn hacia el Gtero y esto se realiza como en la
rata, por el aumento de las contracciones del miosalpinx, el endosélpinx podria
funcionar como una estacion de relevo entre el embrion y las células del masculo

liso (Villalon et al., 1999; Martinez et al., 2000).

Wijayagunawardane et al. (1999a) sugieren que la oleada preovulatoria de hormona
luteinizante (LH), la secrecion de estradiol proveniente de los foliculos y la
progesterona proveniente de cuerpos lateos, tienen un efecto estimulatorio sobre la
produccion de prostaglandinas (PGE2 y PGF2-alfa) y endotelina (ET-1) durante el
ciclo periovulatorio, ambos compuestos son agentes contractiles de las células
epiteliales del oviducto (Kozuka et al., 1989; Martinez et al., 1998). Se ha sugerido

gue una elevada concentracion de endotelina (ET-1) durante este periodo podria
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inducir la alta actividad contractil del oviducto, necesaria para facilitar el transporte
de gametos o embriones durante el periodo periovulatorio (Wijayagunawardane et

al., 1999b).

La ET-1 contrae a las células del musculo liso por el aumento intracelular de Ca®",
proceso que es mediado a través de uno de los dos receptores propuestos para ET-
1, el ET-A, por otra parte a través del receptor ET-B, la ET-1 estimula la liberacion de
factores relajantes, como el éxido nitrico (ON) (Palmer et al., 1987). EI ON ejerce sus
efectos relajantes sobre las células del masculo liso a través de la activacion de la
enzima guanilato ciclasa que se encuentra dentro de estas células, esta enzima
genera guanosin monofosfato ciclico (GMPc), seguido por una disminucién de Ca?*
intracelular. Este agente relajante es sintetizado por la enzima oxido nitrico sintasa a

través de la oxidacion de L-arginina (Rosselli et al., 1994).

1.4. ADHESION CELULAR

La adhesion o unidon celular es mediada por proteinas membranales que actian
como moléculas de adhesion intercelular especializadas y por zonas especializadas
de la membrana celular que forman uniones celulares. La fijacion de las células a la
matriz extracelular o a otras células vecinas mediante moléculas de adhesion como
las integrinas, cadherinas, selectinas o las inmunoglobulinas, no sirve sélo para
Sujetarse o para resistir fuerzas de compresion o de estiramientos. Estas proteinas
no tienen una mision con consecuencias Unicamente mecanicas para las células,
sino de mecanotransduccion. Cuando se unen a sus "ligandos", los dominios

citosolicos de las proteinas de adhesion pueden desencadenar procesos internos
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que afectan a la fisiologia celular. Asi, pueden afectar a ciertas vias de sefializacion
interna, a la movilidad celular, provocar cambios en la expresidon de genes,
alteraciones del ciclo celular, incluso pueden determinar la supervivencia de la
propia célula. Asimismo, defectos en la adhesion celular provocan numerosas
patologias en los organismos que en algunos casos son letales. De hecho la
mayoria de las células no se diferencian, proliferan o sobreviven si no estan
adheridas correctamente a un sustrato y la metastasis en los procesos cancerosos
necesita un cambio previo de adhesion celular. Se produce por tanto un flujo de
informacion desde el exterior celular que se transmite al citoplasma gracias a las
proteinas de adhesion, similar al que se da en los receptores clasicos de la
membrana plasmatica. Es decir, la célula necesita anclarse al medio donde se

encuentra y ademas saber a qué tipo de moléculas esta sujeta.

Existen tres tipos de union celular (Figura 8): las uniones de oclusion, que unen las
células formando una barrera impermeable, las uniones comunicantes, que permiten
el intercambio de moléculas entre las células y las uniones de anclaje, que unen las

células entre si para dotar al epitelio de resistencia mecanica.
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Figura 8. Tipos de unions: a) oclusién, b) Comunicantes y c) Anclaje

Uniones de oclusioén

Las uniones de oclusién o estrechas estan formadas por dos tipos de proteinas, las
claudinas y las ocludinas (Alberts et al., 1998). Desempefian principalmente dos
funciones:
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A) Impiden la difusién de moléculas entre células adyacentes, contribuyendo
a la funcion de barrera desarrollada por las propias células epiteliales en

las que se encuentran (Dragsten et al., 1981).

B) Impiden la migracion lateral de proteinas especializadas de la membrana
celular, de modo que delimitan y mantiene dominios especializados en la

membrana celular (Balda y Matter, 1998).

Uniones comunicantes

Las uniones comunicantes (gap junction) permiten la difusion selectiva de moléculas
como iones, segundos mensajeros y pequefios metabolitos entre células adyacentes
facilitando la comunicacion intercelular (Yeager y Harris., 2007). Este tipo de unién
esta formado por dos tipos de proteinas, las panexinas (Mese et al.,, 2007) y las
conexinas que constituyen una familia de proteinas membranales que forman
canales y que tienen cuatro dominios transmembranales hidréfobos con los
terminales amino- y carboxilo- de las proteinas localizados en el lado citoplasmatico

de la membrana (Yeager., 1997).

Uniones de anclaje

Las uniones de anclaje brindan una estabilidad mecanica a grupos de células

epiteliales y hace que estas funcionen como una unidad (Niessen, 2007).
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Las uniones de anclaje se clasifican en dos grupos:

a) uniones de anclaje en los que intervienen los filamentos intermedios

b) uniones de anclaje en los que intervienen los filamentos de actina

Las uniones de anclaje donde intervienen los filamentos intermedios se clasifican en

dos grupos: los desmosomas y los hemidesmosomas.

Los desmosomas estan constituidos por dos proteinas desmocolina y desmogleina
gue a diferencia de las cadherinas clasicas si pueden establecer interacciones
heterotipicas y conectan a la red de filamentos intermedios entre células adyacentes

(Kowalczyk et al., 1999).

Los hemidesmosomas, las proteinas transmembranales que se encuentran en este
tipo de adhesién son principalmente integrinas. Este tipo de union conecta a la red

de filamentos intermedios con la matriz extracelular (Turner y Burridge, 1991).

Las uniones de anclaje a traveés de los filamentos de actina se clasifican en dos
grupos: las uniones adherentes y los contactos focales.

Los contactos focales. Este tipo de unidn une a la red de filamentos de actina de una
célula con la Matriz Extracelular. En los contactos focales interviene como molécula
de adhesion de la célula, las Integrinas y como ligando en la Matriz a la fibronectina

(Liu et al., 2000).
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Las uniones adherentes: intervienen en la union de la red de filamentos de actina
entre células adyacentes. En este tipo de adhesion intervienen unas proteinas
membranales conocidas como MOLECULAS DE ADHESION, por ejemplo la

cadherina-E (Perez-Morero et al., 2006).

1.5. MOLECULAS DE ADHESION CELULAR

Las moléculas de adhesion celular fueron identificadas por su habilidad para
favorecer la unién entre células y, entre las células y la matriz extracelular. Hay
varios grupos de moléculas de adhesion celular: las selectinas, las integrinas, las

inmunoglobulinas (Elanbam et al., 1997) y las cadherinas (Fig 9).

Las selectinas son receptores de adhesion, que pueden formar uniones hetero y
homotipicas, transitorias y especificas. Se caracterizan por poseer una estructura
muy conservada, la cual incluye a un dominio tipo lectina, un dominio tipo factor de
crecimiento epidérmico, dos o mas dominios tipo proteina reguladora del
complemento, una region transmembranal y una region intracitoplasmica corta en el
extremo carboxilo terminal. Se han identificado a tres miembros de esta familia, los
cuales corresponden a los antigenos de diferenciacion leucocitaria CD62L (L-
selectina), CD62P (P-selectina) y CD62E (E-selectina); estas tres moléculas
reconocen y se unen, a través de su dominio tipo lectina, a diversos oligosacaridos,
los cuales estan usualmente conjugados con proteinas transmembranales. Los
carbohidratos que parecen interaccionar mas fuertemente con las selectinas
corresponden a las formas sializadas y fucosiladas del tetrasacarido Lewis x (sLex) y

su isomero, Lewis a (sLea). Segun se describe posteriormente, las moléculas que
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interaccionan con las selectinas poseen, en mayor o menor grado, este tipo de
carbohidratos. La selectina L (CD62L) se expresa constitutivamente en la membrana
de granulocitos, monocitos y la mayoria de los linfocitos de sangre venosa periférica;
al activarse estas células, la mayor parte de la selectina L es eliminada de la
membrana mediante un mecanismo enzimatico, el cual genera una forma soluble de
la molécula, que es liberada al medio extracelular. La selectina P (CD62P) se
expresa constitutivamente pero es almacenada en granulos intracitoplasmicos de
plaguetas y células endoteliales; al activarse estas células la selectina P es
translocada a la membrana plasmaética, permitiendo la interaccion con sus ligandos.
Por dltimo, la selectina E (CD62E) no se expresa de novo en células endoteliales,
como consecuencia de la induccion de la expresion del gen correspondiente durante
la activacion celular; esta induccion es generalmente consecuencia del efecto de
lipopolisacéaridos bacterianos o de citosinas tales como interleucina 1 o factor de

necrosis tumoral alfa.

Las integrinas son una super-familia de glicoproteinas que participan mayormente
en la union de las células con la matriz extracelular. Aunque hay algunas que

también participan en la unién célula-célula.

Estan presentes en la superficie celular en elevadas concentraciones. Las moléculas
se componen de dos cadenas glicoproteicas, a y B, y forman heterodimeros que se
unen de forma no covalente. Las cadenas a contienen aproximadamente entre 1000
y 1200 residuos, en cambio las cadenas B tienen entre 760 y 790 residuos. Se han
descubierto hasta el momento 14 cadenas a y 9 3, que en conjunto pueden formar

unas 20 integrinas conocidas.
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Fundamentalmente son receptores de membrana, algunos reconocen fibronectina,
laminina, que son componentes mayoritarios de la matriz. Algunas de estas
integrinas pueden ser especificas para una sola molécula, pero en cambio hay otras

gue pueden reconocer diferentes ligandos.

Las integrinas p1 forman dimeros con, por lo menos, 9 tipos distintos de cadenas
alfa. Las B2, dimerizan con al menos tres tipos de cadenas alfa y median contactos
célula-célula. Hay algunas que estan muy estudiadas, como son LFAL o antigeno de
funcidn linfocitaria1l formado como alLB2 y que se encuentra preferentemente en la
superficie de los leucocitos. Mac1esta formada como ampB2, es el equivalente al
anterior pero se presenta en los macréfagos. VLA-4 estd en los linfocitos. Los
receptores para estas tres moléculas son ICAM y VCAM que se encuentran en la

superficie de las células endoteliales.

Las B3, se pueden hallar en plaquetas entre otro tipo de células y se unen a

proteinas como el fibrindgeno participando en la coagulacion sanguinea.

En el interior celular principalmente se ligan a moléculas de actina; excepto las
integrinas que poseen la cadena B4 que pueden unirse a los filamentos intermedios,

como la queratina.

Participan en uniones hemidesmosomales, habiéndose caracterizado principalmente

dos; una de ellas tiene siempre la cadena a6 mientras que la otra contiene siempre

B4.
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Las integrinas también desempefian un papel fundamental en la adhesion de los
leucocitos al endotelio, cuando estos migran hacia un foco inflamado. Intervienen en

la “parada” de los leucocitos y permite el paso de éstos a través del endotelio.

La superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSF) es un extenso grupo de proteinas
solubles y de superficie celular que estan implicadas en procesos de reconocimiento,
unién o adhesion celular de las células. La asignacion de una molécula a esta
superfamilia se basa en que comparten rasgos estructurales con las
inmunoglobulinas (también conocidas como anticuerpos). Todas ellas poseen un
dominio conocido como dominio o plegamiento inmunoglobulina. Entre los miembros
de la IgSF se incluyen receptores de antigenos en la superficie celular,
correceptores y moléculas de coestimulacion del sistema inmunitario, moléculas
imlplicadas en la presentacion de antigeno a los linfocitos, moléculas de adhesién
celular y ciertos receptores de citocinas. Habitualmente estan asociadas con

funciones del sistema inmunitario.

Las cadherinas son las principales moléculas de adhesion celular que se han
descubierto. Estas proteinas cuya actividad es dependiente de calcio (Vestweber,
1987) son un componente importante de un tipo de union celular llamado adherente
o adherens junctions, que se asocian a través de proteinas citoplasmaticas con los

filamentos de actina (Takeichi, 1995).

Nuestro trabajo esta sobre todo relacionado con este ultimo tipo de moléculas de
adhesion intercelular, por lo cual les dedicaremos un estudio suficientemente amplio

en esta introduccion.
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Desde su descubrimiento y hasta la fecha, mas de 100 miembros de la familia de las
cadherinas han sido identificados y clasificados con base en el grado de similitud
que presentan en relacion al grupo de cadherinas llamadas clasicas, ya que fueron
las primeras que se descubrieron. Este grupo de cadherinas esta formado por la
cadherina-E, la P y la N que se nombraron dependiendo del tejido donde se
descubrieron: la cadherina E se localizé inicialmente en las células epiteliales, la
cadherina P en placenta y la cadherina N en neuronas (Mollet et al., 2000). Ademas
de las cadherinas clasicas se han establecido los siguientes grupos: cadherinas
atipicas, desmogleinas, desmocolinas y cadherinas flamingo (Halbleib y Nelson,

2006).

En este trabajo nos referiremos con mayor amplitud al estudio de la composicién

estructural y propiedades adhesivas y de transcripcion celular de la Cadherina E.
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Figura 9. Tipos de moléculas de adhesion celular

1.5.1. CADHERINA-E

La cadherina-E es quizas el miembro méas importante del grupo de las cadherinas
clasicas. Inicialmente esta proteina fue identificada como la responsable de
mantener unidas a las células epiteliales (Gumbiner, 1996). Actualmente, se sabe
que la cadherina-E no es exclusiva de la células epiteliales sino que también se
expresa en otras células como las células germinales (ovocitos y espermatozoides) y
en la superficie de los blastomeros durante las etapas tempranas del desarrollo

embrionario (Bloor et al., 2002).
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1.5.1.1. Caracteristicas estructurales

Una molécula de cadherina esta constituida por tres regiones o dominios (Figura 10):
El extracelular con un grupo amino-terminal, el transmembranal y el intracelular con

un grupo carboxi-terminal (Ilvanov et al., 2001).

1.5.1.1.1. Dominio Extracelular

Independientemente del tipo de cadherina, todas tienen una caracteristica
estructural importante: su dominio extracelular, compuesto por un nimero variado de
repeticiones extracelulares de cadherina, llamadas ECs, (por sus siglas en ingles:
extracellular cadherins repeats) dependiendo del tipo de cadherina (Nollet et al.,

2000).

En las cadherinas clasicas, el dominio extracelular o amino-terminal (N-terminal)
estd formado por 5 subdominios nombrados desde EC-1, que se encuentra en la
parte distal de la membrana, hasta EC-5 en la parte proximal. EI dominio extracelular

constan de aproximadamente 100 amino&cidos (Harrison et al., 2005).

Shapiro et al, (1995) mostraron una estructura mas detallada de este dominio, en el
gue cada uno de estos dominios esta formado por siete hebras, nombradas de la A a
la G, y arregladas como dos hojas B de tal manera que los extremos terminales
amino y carboxi se encuentren en lados opuestos del dominio. Las hebras D, Ey B
forman una hoja y las hebras A, G, F y C forman la otra hoja. EI segmento que

conecta a las hebras C y D adopta una estructura helicoidal cuya caracteristica es
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una sucesion de vueltas y un juego de enlaces de hidrogeno. A este segmento se le

conoce como una cuasi helice (3.

Este dominio tiene caracteristicas funcionalmente importantes: en el subdominio
EC1 se localiza una secuencia de aminoacidos relacionada con la unién entre
cadherinas y con la especificidad de la union (Shasby, 2007), llamada HAV, debido a
gue esta formada por los siguiente aminoacidos histidina, alanina y valina (Nose,

1990).

Otra caracteristica importante del dominio extracelular son los sitios de union al
calcio. Este i6n tiene un papel fundamental en la estabilidad de las uniones
adherentes dependientes de cadherinas, su union es un pre-requisito para que se

lleve a cabo la adhesion dependiente de cadherina. (Overduin et al., 1995).

1.5.1.1.2. Dominio Intracelular

El dominio intracelular o citoplasmatico contiene un grupo carboxi-terminal (C-
terminal) y consta de aproximadamente 150 aminoacidos. Una caracteristica
importante de este dominio es su alto grado de conservacion entre los diferentes
subtipos de cadherinas (Halbleib y Nelson, 2006), lo que hace suponer que tienen

una participacion importante en la actividad funcional de esta proteina.

Este dominio mantiene una estrecha relacion con la actividad funcional de las

cadherinas, ya que a través de éste la cadherina forma complejos con otras
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proteinas, mismos que son importantes para mantener estable la funcién adhesiva

(lvanov et al., 2001).

[ NH
|
Sitiosde
— union a calcio
Diminio -
Extracelular
-
\
¥
000000ASAAAAAAATANMENO0000 0000000000000
----- Dominio TR
transmembranal

aalalalale M A AR R A R A A K R A K
i ¢ v

L A A \-"v - \,I\ NV \ WV
Dominio [
Intracelular

Figura 10. Estructura de la cadherina-E

1.5.1.2. Caracteristicas funcionales

1.5.1.2.1. Adhesién celular.

La participacion de las cadherinas en la formacion de uniones adherentes fue la
primera funcion establecida y por lo tanto es la mas conocida hasta ahora. Esta

actividad adhesiva tiene una caracteristica muy importante, es de tipo homotipica,
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es decir que las células se adhieren entre si solamente cuando presentan el mismo

tipo de cadherina (Gumbiner, 2000).

1.5.1.2.1.1. Adhesion homofilica

Bases estructurales de la adhesion Homofilica

El uso de técnicas como la resonancia magnética y los rayos X, permitieron
establecer un andlisis mas completo de la estructura de la region extracelular de las
cadherinas E y N, logrando establecer con esto las bases estructurales de la

adhesion a través de cadherinas (Shapiro et al., 1995).

Shapiro et al. (1995) fueron de los primeros investigadores que sugirieron el
desarrollo de dos tipos de interacciones durante la formacién de uniones entre

cadherinas: laterales o cis y de adhesion o trans.

Dimeros Laterales.

Uno de los primeros eventos que ocurren es la formacion de interacciones entre dos
moléculas de cadherina que se encuentran en la misma superficie celular, conocidos

como dimeros laterales, de hebra o cis.

El mecanismo para la formacién de estos dimeros no es totalmente conocido, sin
embargo, se ha establecido como una caracteristica importante el intercambio de

una cadena lateral de triptofano-2 (Trp-2) hacia una bolsa hidrofébica formada por

40



las cadenas laterales de lle 92’, lle 24’, Ala 80’, Ala 78’, Tyr 36’ y la parte alifatica de

Glu 89’ (Shapiro et al., 1995).

Dimeros de Adhesion

Una segunda interaccion, involucra el alineamiento antiparalelo de moléculas de
cadherina provenientes de superficies celulares opuestas. En la formacion de estos
dimeros se involucran los residuos de las hebras B: C, D, F y G, asi como la cuasi
helice B (Figura ). La secuencia His-Ala-Val (HAV) que se encuentra en la hebra F la
cual es altamente conservada en el dominio EC-1, ha sido implicada en la adhesion

homofilica (Patel y Gumbiner, 1995, Patel et al., 2003).

1.5.1.2.2 Senalizacion

A partir de un conocimiento mas detallado de la estructura de las cadherinas, se
logré establecer una segunda funcion relacionada con el dominio intracelular, la
sefalizacion intracelular (Takeichi,1991). Otra evidencia que fortalecio la funcion de
sefalizacion es que la actividad y funcidn de estas proteinas es altamente regulada
a través de mecanismos que involucran la participacion de vias de sefalizacion

(Doherty y Walsh, 1994).

Takeichi (1991) fue de los primeros investigadores que sugirieron esta nueva funcion
para las cadherinas. Segun el autor, un aspecto importante de la funcion de las
cadherinas es la formacion de complejos de adhesion con el citoesqueleto y el que

una tirosina cinasa de la familia src esté localizada en este complejo. Tales
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observaciones permitieron sugerir que las uniones celulares dependientes de

cadherina podrian ser utilizadas como sefalizadores intracelulares.

Posteriormente se ha reportado que algunas moléculas de sefializacion interactian
con las cadherinas; entre ellas se encuentran las enzimas tirosina-cinasas y las
fosfatasas (Steinberg y McNutt, 1999), las cinasas-lipidicas (Pece et al., 1999), las
GTPasas (Nelson, 2008), asi como la misma catenina beta. Estas interacciones
podrian servir como reguladores de la actividad de la cadherina, afectando la
formacion de complejos de sefalizacion, o representando mecanismos para la

sefalizacion activada a través de cadherinas (Yap y Kovacs, 2003).

Sefalizacion a través de la cadherina-E

Numerosos estudios indican que los receptores de adhesion celular pueden afectar
la forma, la movilidad y el crecimiento celular, no solo a través de la unién mecanica
de una célula con otra o con algun substrato (matriz extracelular), sino que también

activan sefiales internas (lvanov et al., 2001).

Existen tres vias a través de las cuales las células transmiten sefiales intracelulares

dependientes de cadherina:

a) A traves de la familia Rho de pequefias GTPasas.

b) A través de la via de sefalizacion Wnt.

c) A través de receptores tirosina-cinasa.
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Nuestro grupo de trabajo ha estudiado el desarrollo embrionario temprano en el
hamster Sirio Dorado (Mesocricetus auratus) en hembras bajo dos condiciones de
paridad: nuliparas (tanto jovenes, 3 meses de edad, como adultas, 8 meses de
edad) y multiparas (3 partos anteriores) (Navarro et al., 2000). Los resultados
mostraron que las hembras nuliparas jovenes tenian una menor asincronia en las
etapas tempranas de la segmentacion (de 2 hasta 8 células), cuando se
comparaban con las hembras adultas, tanto nuliparas como multiparas. Ademas, se
encontré que existe un retraso en el patron de segmentacion en las hembras
multiparas en comparacion con las hembras nuliparas. Un aspecto que debe
mencionarse es que el patron de desarrollo embrionario de las hembras multiparas
esta retrasado entre 2 y 4 horas con respecto al de las hembras nuliparas. Esto
podria explicarse por una variacién del tiempo de gestacién correlacionada con la
edad avanzada de las hembras, lo cual ha sido previamente reportado en algunas
especies animales. Soderwall et al. (1960) mencionan que las hembras de un mes
de edad tienen un periodo de gestacion de 373 horas, mientras que las de 14 meses
de edad lo tienen de 402 horas, es decir de 29 horas mas. Segun estos autores las
hembras de 4 meses de edad tienen una gestacion de 378 horas y las de 8 meses
de 386 horas, es decir de 8 horas méas. Nuestros resultados indican que entre las
hembras nuliparas y las multiparas la diferencia en el tiempo de desarrollo
embrionario puede ser considerada igual a 4 horas. Es decir, la prolongacion de la
gestacion relacionada con el avance en la edad de las hembras puede ser ya
justificado por un retraso significativo en las fases de segmentacion temprana del
ovocito fecundado. Si se considera que parece bien demostrado que aquellos
embriones que se dividen tempranamente son los que tienen mayores

probabilidades de implantarse (Edwards, 1998; Kubish y col., 1998; Lonergan y col.,
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1999) es importante tomar en cuenta este retraso en el desarrollo embrionario en las
especies animales, de tal forma que pueda tenerse un mejor control en la tasa de
implantacion y por ende en la prolificidad. Nuestros resultados, igual que los de
Soderwall y col (1960) y los de Parkening y Chang (1976), indican que no hay
diferencias ni en la tasa de ovulacion, ni en la tasa de fertilizacion entre las hembras
nuliparas jovenes (3-4 meses de edad) y las hembras multiparas (7-8 meses de
edad). En un trabajo posterior, nuestro grupo ha estudiado el efecto de la edad y/o
paridad sobre el patrén de segmentacion y el transporte embrionario en hembras
nuliparas jovenes, viejas, y multiparas de hamster sirio dorado (Mesocricetus
auratus) (Trejo et al. 2005). Los resultados obtenidos mostraron que conforme
aumenta la edad y/o el nimero de partos de las hembras se observa un retraso en el
proceso de segmentacion, lo cual se hizo evidente porque en hembras multiparas y
nuliparas adultas la presentacion de los primeros embriones compactados y las
primeras morulas ocurre 4 horas mas tarde (66-67 hrs postcoito) en comparacion a
lo observado en las nuliparas jovenes (62-63 hrs postcoito). Es también notable que
la migracion de los embriones de la trompa al Utero se retrasa significativamente en
las hembras multiparas o nuliparas adultas, lo cual puede relacionarse también con
el proceso de compactacion (Trejo et al, 2005). Con base en estos resultados se ha
sugerido la existencia de alteraciones en algunos de los mecanismos y/o factores
que regulan el proceso de segmentacion en los embriones de hembras adultas y/o
multiparas. Otros investigadores han tratado de explicar ese fenGmeno sin existir al
momento resultados concluyentes. Day et al. (1989) reportaron un retraso en el
patron de segmentacion en las ratas Long-Evans de 10 meses de edad y
determinaron que este retraso podria estar relacionado con la alteracion del patron

de sintesis del ARNm del cigoto. Se ha establecido que conforme aumenta la edad
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de las hembras ocurre una disminucion en la capacidad reproductiva, misma que
esta caracterizada por una disminucion en la fertilidad y en el tamafio de la camada,
pero no parece estar relacionada con el numero de ovocitos que llegan a las
trompas de la hembra en cada ovulacion (Trejo et al, 2006). La disminucion en la
fertiidad ha sido relacionada con un menor numero de blastocistos normales
disponibles para su implantacion (Anzalone et al., 2000), lo cual podria implicar
cambios en el mecanismo de compactacion embrionaria (Kawai et al., 2000). Por lo
tanto, el estudio de la distribucion de la cadherina-E en los embriones obtenidos a
partir de hembras adultas o multiparas, que presentan un retraso en el proceso de
segmentacion, podria ayudar a comprender las relaciones que existen entre
procesos como la compactacion, funcionalidad del citoesqueleto, la expresion génica
y el potencial de desarrollo de estos embriones, asi como los procesos de

sefalizacion necesarios para un desarrollo embrionario normal.
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Un cambio en la distribucion de la cadherina-E en los
embriones de hamster obtenidos de hembras nuliparas
adultas y multiparas estara relacionado con el retraso en
el patron de segmentacion y en el transporte
embrionario que se ha observado en este tipo de

hembras.
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GENERAL

Determinar si la distribuciéon de la cadherina-E en el embribn de hamster esta
relacionada con el retraso en el patron de segmentacién observada en las hembras

adultas y multiparas.

ESPECIFICOS

Conocer el patron de distribuciéon de la cadherina-E en los embriones de los tres

grupos de hembras.
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5.1. Reactivos y Soluciones

a) Anticuerpo primario anti-cadherina-E (Santa Cruz Biotechnology Inc. sc-8426)
b) Anticuerpo secundario anti-lgG marcado con fluoresceina (Sigma, F8521)

c) Medio de montaje Vecta shield (Vector Laboratories, Inc.).

En la realizacion de este trabajo se utilizaron las siguientes soluciones:

a) Solucion buffer de fosfatos (PBS, pH 7.2)

b) Solucion Tyrode acida (pH 2.5) (Sigma, T1788)

c) Paraformaldehido ( ) al 4% en PBS

d) Albumina (fraccién V, Sigma A4503) al 5% en PBS

e) Tritdon X-100 (Sigma T8787) al 1% en PBS

5.2. Animales

Se utilizaron hembras hamster sirio dorado (mesocricetus auratus). Todos los
animales fueron obtenidos a partir de nuestra colonia y mantenidos a 25°C bajo
condicione controladas, con un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10hrs de oscuridad.
El alimento y agua fue proporcionada de manera ad libitum. Se utilizaron hembras
regulares (Trejo et al., 2005) para lo cual se les realizo un seguimiento a través de
citologia vaginal exfoliativa durante 12 dia y solamente se incluyeron en el estudio

hembras que mostraron una duracion de 4 dias en su ciclo estral.
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5.3. Grupos experimentales

Las hembras hamster regulares fueron divididas en tres grupos:

1) Nuliparas jovenes (NJ), dos meses de edad y un peso de 128+15grs
2) Nuliparas adultas (NA), de ocho meses de edad y un peso de 168+18grs
3) Multiparas adultas (MA), de ocho meses de edad y un peso de ocho meses

de edad.

5.4. Apareamiento

Durante el tercer dia del ciclo (dia 1 del ciclo corresponde a la secrecion vaginal
postovulatoria) que corresponde a la fase de proestro, las hembras fueron colocadas
de manera individual con un macho de fertilidad probada y entrenados para montar
rapidamente. Solamente 15 minutos fueron permitidos para la monta y la ocurrencia
del patron de eyaculacion fue observada directamente (Navarro et al., 2000; Trejo et
al., 2005). La fertilizaciéon fue considerada exitosa al observar espermatozides en el

lavado vaginal que se realizo 60min después de la monta.

5.5. Obtencion de embriones

Para obtener embriones de 4, 6 y 8 células, las hembras fueron sacrificadas a traves
de dislocacion cervical a las 60 y 68hrs post coito. Los oviductos y uteros fueron
disectados y pefundidos de manera separada(Navarro et al., 2000; Trejo et al.,

2005).
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Eliminacién de la Zona Pelucida

Antes de realizar la inmunotincion de los embriones, fue necesario eliminar la zona
peltucida (ZP) para lo cual los embriones fueron incubados durante 60seg en una

solucion Tyrode acida (pH 2.5).

5.6. Técnicade inmunofluorescencia

Para realizar la inmunotincion de los embriones se siguid la técnica propuesta por
Kawai et al. (2002) con alguna modificaciones. Los embriones libres de la ZP fueron
lavados dos veces en una gota de 50 pl de PBS, inmediatamente después los
embriones fueron fijados en una solucion de paraformaldehido al 4% durante 30min.
Los embriones fijados fueron lavados dos veces en una gota de 50ul de PBS.
Después de este lavado los embriones fueron permeabilizados a través de ser
tratados con una solucién de Triton X-100 al 1% durante 10min. Los embriones
libres de su ZP, fijados y permeabilizados fueron incubados en una solucion de
albumina al 5% durante 1hr para bloquear los sitios inespecificos de unién del

anticuerpo.

Después los embriones fueron incubados con el anticuerpo primerio anti-cadherina-
E (1:50) durante dos horas a temperatura ambiente y finalmente los embriones
fueron incubados durante 1hr a temperatura ambiente y en oscuridad con el
segundo anticuerpo anti-lgG marcado con fluoresceina (1:50). Como un control para
la tincidon no especifica por el segundo anticuerpo, la incubacion con el anticuerpo

anti-cadherin E fue omitida. Embriones inmunomarcados fueron montados en medio
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Vecta shield (Vector Laboratories, Inc.), y la intensidad y distribucion de la
fluorescencia fue observada y registrada usando un microscopio confocal con

barrido de laser (Leica, model TCS-SP5).

Andlisis de Imagenes

La intensidad de tincidén para cadherina-E fue cuantificada a través de densitometria
computarizada, usando el paquete estadistico NCSS (2007). La integracion
independiente de el area bajo la curva, dividida en 5 secciones (Figural), permite
obtener la concentracion de cadherina-E en tres regiones: la libre de contacto
celular, la del citoplasma y transversalmente en la region de adhesion celular de
cada embrién. A demas, la integracion de la fluorescencia fue obtenida siguiendo
longitudinalmente cada una de las zonas de adhesién entre membranas de cada

embrion (Figura 2).

5.7. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados estadisticamente a través de un andlisis de varianza.

Diferencias fueron consideradas significativas cuando p<0.05.
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Figura 1. Integracion computarizada del escaneo confocal transversal pasando

através de dos blastémeros adyacentes.

Figura 2. Intensidad de la fluorescencia obtenida a través de escaneo con el

microscopio confocal en las regiones de contacto celular.
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El patron de distribucion de la cadherina-E en los embriones de 4, 6 y 8 blastdbmeros
de los tres grupos de hembras fue el mismo, encontrdndose localizada la
inmufluorescencia en tres regiones principales: la de contacto celular, la libre de

contacto celular y el citoplasma

Patron de distribucion de la cadherina-E.

Etapa de 4 células

Durante esta etapa del desarrollo embrionario temprano, la cadherina-E se
encuentra localizada en los sitios de adhesion (Figura 3) en los tres grupos de
hembras. Sin embargo, la intensidad de fluorescencia es mayor (P<0.01) en los
embriones de las hembras jovenes en comparacién con los embriones de las
hembras nuliparas adultas y multiparas (Tabla 1). En los embriones de los tres
grupos de hembras se observa una tincién en la superficie libre (membranal) y en el
citoplasma (Figura 4) aunque de menor intensidad a las observada en los sitios de
adhesion (P<0.01) de estos mismos embriones. Sin embargo, la intensidad de
fluorescencia membranal y citoplasmatica en los embriones de las hembras jovenes
es mayor (P<0.01) a la observada en los embriones de las hembras nuliparas
adultas y multiparas (Tabla 1). No se observaron diferencias significativas entre los

embriones de las hembras nuliparas adultas y multiparas.
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Etapa de 6 células

Durante esta etapa del desarrollo embrionario temprano aumenta la localizacién de
la cadherina-E hacia los sitios de adhesion en los embriones de los tres grupos de
hembras (Figura 5), sin embargo, la intensidad de fluorescencia es mayor en los
embriones de las hembras jovenes (P<0.01) en comparacion con los embriones de
las hembras nuliparas adultas y multiparas (Tabla 2). Mientras que entre los
embriones de estos dos ultimos grupos no hubo diferencias significativas. Se
observa una tincién en los sitios libres de contacto y en el citoplasma (Figura 6). Sin

embargo, los datos cuantitativos no fueron establecidos.

Etapa de 8 células

En esta etapa del desarrollo continua la relocalizacién de la cadherina-E hacia los
sitios de adhesion en los embriones de los tres grupos de hembras (Figura 7). La
intensidad de fluorescencia en los embriones de las hembras jovenes es
significativamente mayor (P<0.01) en comparacion con los embriones de las
hembras nuliparas adultas y multiparas (Tabla 3). Mientras que en los embriones de
estos dos grupos de hembras no hubo diferencias significativas. Al igual que en los
embriones de 6 células no fue posible deteminar de manera cuantitativa la
intensidad de fluorescencia en los sitios libres de contacto y en el citoplasma (Figura
8). Sin embargo, se mantiene una mayor intensidad en los embriones de las
hembras jovenes en comparacion con los embriones de las hembras nuliparas

adultas y multiparas.
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Figura 7




Figura 8
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Figura 3. Inmunolocalizacion de la cadherina-E en los sitios de adhesion en
embriones de células de hembras A) nuliparas jovenes, B) nuliparas adultas y C)

Multiparas.

Figura 4. Inmunolocalizacion de la cadherina-E en la region libre de contacto celular,
citoplasmatica y en los sitios de contacto celular en embriones de 4 células de

hembras a) nuliparas jovenes, b) nuliparas adultas y c) multiparas.

Figura 5. Inmunolocalizacion de la cadherina-E en los sitios de adhesién en
embriones de 6 células de hembras a) nuliparas jovenes, b) nuliparas adultas y c)

multiparas.

Figura 6. Inmunolocalizacion de la cadherina-E en la region libre de contacto celular,
citoplasmatica y en los sitios de contacto celular en embriones de 6 células de

hembras a) nuliparas jévenes, b) nuliparas adultas y c) multiparas.

Figura 7. Inmunolocalizacion de la cadherina-E en los sitios de adhesion en

embriones de 8 células de hembras a) nuliparas jovenes, b) nuliparas adultas.

Figura 8. Inmunolocalizacion de la cadherina-E en la region libre de contacto celular,

citoplasmatica y en los sitios de contacto celular en embriones de 8 células de

hembras a) nuliparas jovenes, b) nuliparas adultas.
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Tabla 1. Datos cuantitativos obtenidos a partir de la integracion de los escaneos de microscopia confocal

de embriones de hamster de 4 células inmunotefiidos

Integracién de escaneo transversal por region Integracién de

escaneo longitudinal de

Membrana libre Citoplasma Zona de Adhesién adhesiones celulares
NJ 0.43+0.09 2.53+£0.40 0.87+0.06 6.07+0.97
NA 0.17+0.05 0.73+0.13 0.29+0.05 1.91+0.53
M 0.19+0.06 0.86+0.24 0.32+0.06 1.96+0.44
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Tabla 2. Datos cuantitativos obtenidos a partir de la integracion de los escaneos de microscopia confocal

de embriones de hamster de 6 células inmunotefiidos

Integracion de escaneo transversal por region Integracion de

escaneo longitudinal de

Membrana libre Citoplasma Zona de Adhesion adhesiones celulares
NJ 0.39+0.06 3.41+0.27 1.23+0.03 8.37+0.83
NA 0.15+0.10 0.93+0.10 0.55+0.09 2.31+0.33
M 0.15+0.09 0.72+0.15 0.4710.10 2.42+0.23
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Tabla 3. Datos cuantitativos obtenidos a partir de la integracion de los escaneos de microscopia confocal

de embriones de hamster de 8 células inmunotefiidos

Integracién de escaneo transversal por region Integracién de

escaneo longitudinal de

Membrana libre Citoplasma Zona de Adhesion adhesiones celulares
NJ 0.31+0.10 3.87+0.12 2.43+0.06 9.231+0.43
NA 0.12+0.06 0.82+0.10 0.67+0.09 3.09+0.33
M 0.10+0.03 0.79+0.09 0.72+0.15 2.87+0.26
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Recientemente se ha estudiado la participacion de la edad y/o condicidon
reproductiva (nUmero de partos) de hembras hamster Sirio Dorado (Mesocricetus
auratus) en el patrén de segmentacion embrionaria temprana (Navarro et al., 2000;
Trejo et al.,, 2005; Trejo et al., 2008). Los resultados obtenidos mostraron que a
mayor edad y/o nimero de partos de las hembras se observa un retraso en el
proceso de segmentacion, lo cual se hizo evidente por la presentacion de las
primeras morulas, 4 horas mas tarde (66-67hrs PC) en las hembras multiparas y
nuliparas adultas que en las nuliparas jovenes. Esto podria estar relacionado con

alteraciones en algunos de los factores que regulan el proceso de segmentacion.

Varias han sido las propuestas para tratar de entender el patron de segmentacion de
los embriones de hembras adultas. Day et al. (1989) reportaron un retraso en el
patrén de segmentacion en las ratas hembras Long-Evans de 10 meses de edad, y
determinaron que este retraso podria estar relacionado con la alteracion del patron
de sintesis del ARNm del cigoto. Lapolt et al. (1990) y Day et al. (1991) reportaron
gue un aumento en los niveles de estradiol o una disminucién en la proporcién de
progesterona, durante las etapas tempranas de la gestacion afectan el patron del
desarrollo embrionario temprano en ratas hembras. Segun Murray y Messinger,
(1994) la obtencion de embriones viables es consecuencia de una serie de
interacciones celulares que ocurren durante la fertilizacion y posteriores divisiones
mitéticas y que son reguladas por moléculas de adhesion celular (Shirayoshi et al.,

1983).

Recientemente (Goval y Alexander, 2000) han demostrado que la Genisteina, un

inhibidor especifico de la protein-tirosino cinasa, retrasa o previene la conversion de
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embriones de 4 a 8 blastomeros, observandose ademas que los embriones de 8
blastomeros asi tratados presentan un fendmeno morfoldégico similar a la
compactacion. Estos resultados permiten suponer que aunque no es capaz de
prevenir el proceso de compactacion el inhibidor participa en la distribucién de
Cadherinas en la superficie celular que es necesaria para que este proceso se
realice. Estas observaciones han sido comprobadas y extendidas por el trabajo de
Kawai et al. (2002), quienes han sefalado que varios inhibidores del proceso de
fosforilacién de proteinas, particularmente la Calyculina A y el acido benzil-fosfénico
previenen la segmentacion, pero sin inhibir por completo el proceso de

compactacion del embrion.

A través de varios estudios in vivo e in vitro se ha podido establecer que las
cadherinas son las principales moléculas de adhesién que mantienen a las células
unidas entre si durante las primeras etapas del desarrollo embrionario. In vitro la
utilizacién de anticuerpos anti cadherina tiene un efecto de disgregacion de los
blastémeros (Shirayoshi et al., 1983), mientras que in vivo, las mutaciones que
inactivan la funcién de las cadherina inhiben el proceso de compactacion (Larue et

al., 1994).

Se sabe que los componentes del complejo Cadherina-E-Catenina en el cigoto y en
el embrion temprano se derivan de la actividad de los genes de la madre a través del
RNAmM que es conservado durante las fases iniciales de la segmentacion. En el
cigoto humano la actividad gendmica es evidente en el estadio de 4 células (Taylor
et al., 1997). Sin embargo, también se ha encontrado que la participacion del

genoma del embrién es ya importante en la etapa de dos células. La evidencia de
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clara expresion genética en el estadio de dos células (Nothias et al., 1995; Minami et
al., 2001; Wiekowski et al., 1997) y el hallazgo de notables diferencias entre los
embriones masculinos y femeninos en esta misma etapa (Mittwoch, Watt & Aplin,
1995) parecen indicar que en los embriones de mamiferos la transicion de 2 (tal vez
de una célula) a 4 células marca la transicion entre la etapa de control genémico de
la madre y el dominio de la informacion genética del embridon (incluyendo la
degradacion evidente del RNAmM materno). Estos datos apoyan la idea de que la
diferenciacion del embrion en el animal superior se inicia efectivamente tan
temprano como la etapa de dos blastbmeros. En apoyo de estas ideas debe
agregarse que en los embriones del humano y del raton se ha descrito una clara
polarizacion bilateral en el embrion de dos células (Edwards and Beard, 1997;
Neganova et al., 2000). Nuestros datos parecen apoyar esta posibilidad: la
estructura del embrién de cuatro células, particularmente los obtenidos de nuliparas
jovenes, indica que ya existe la evidencia de una clara polarizacion en la distribucion
de la Cadherina E entre los contactos intercelulares y el resto de la membrana

plasmatica, aplanamiento celular y adecuadas comunicaciones intercelulares.

La etapa del desarrollo en la cual se lleva a cabo la compactacion embrionaria varia
entre las diferentes especies: en los roedores ocurre en la etapa de 8 blastomeros,
en bovinos en la etapa de 16 a 32 y en los conejos en la etapa de 32 a 64
blastomeros (Nikas et al., 1996). Los mecanismos que regulan el inicio de la
compactacion en los embriones no son totalmente conocidos, sin embargo, una
serie de modificaciones post-traduccionales que incluyen la redistribucion
(Vestweber et al., 1987; Bloor et al., 2000) y la fosforilacién de la cadherina-E han

sido relacionados con el inicio de la compactacion embrionaria (Kawai et al., 2002).
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Varios reportes sefialan que la Cadherina-E funciona como un agente anti-
proliferativo, pero de acuerdo a los resultados de Liu et al. (2006) los contactos
célula-célula establecidos a través de la Cadherina-E pueden tanto inhibir, como
estimular la proliferacion celular. Las significativas diferencias sefialadas en nuestro
trabajo entre las hembras jévenes y las adultas, tanto nuliparas como multiparas,
indican que la distribucion adecuada de Cadherina- E en los embriones de cuatro
células, tanto en el establecimiento de contactos intercelulares, como en la periferia
de la membrana celular, son un factor importante en la regulacion y estimulacion de
la division de los blastémeros en el embrion temprano de hamster. Recordemos que
la persistencia de embriones de cuatro células, por periodos largos de tiempo, y la
aparicion tardia de moérulas, son dos de las diferencias significativas encontradas por
nosotros entre las hembras nuliparas jévenes y las hembras multiparas adultas
durante el desarrollo embrionario temprano (Navarro et al., 2000). Estos resultados
son similares a los reportados por Blaha (1964) quien encontré6 que a las 63-68
horas post ovulacion, menos del 1% of los embriones recuperados de las hembras
jévenes son embriones de cuatro células, mientras que pueden alcanzar hasta el 18
% en los animales adultos. Parece evidente que la concentracion insuficiente de
Cadherina E encontrada en los embriones de cuatro células obtenidos de hembras
adultas, tanto nuliparas como multiparas, asi como su inadecuado patrén de
distribucion, puede formar parte de los factores que propician el retardo y la
desincronizacion del proceso de segmentacion del embrion en estos dos tipos de
hembras. Estos resultados estarian de acuerdo con otros reportes que muestran que
el aumento en el contenido de Cadherina-E, y su localizacion en la periferia celular,
se asocian con un aumento en la proliferacion celular (Brabletz et al., 2001; Sundfelt

2003; Reddy et al., 2005; Liu et al., 2006).
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Se ha considerado que la formacion del embrion de ocho células, seguido de la
compactacion y la formacion de una morula, es el estadio mas temprano en que se
manifiesta el proceso de diferenciacion, el cual termina con la produccion de dos
tipos de células en el embrion: un pequefio grupo de blastomeros internos 6 no
polares que estan rodeados por otro grupo de blastomeros externos 6 polares
(Gilbert, 1994). Los blastomeros polares contribuyen a la formacion de las células
del Trofectodermo que daran origen a la placenta y a otras estructuras
extraembrionarias, mientras que los no polares daran origen a la Masa Celular
Interna (MCI) cuyas células producirdn al embrion (Suzuki et al., 1999). En la
regulacion de estos trascendentes procesos participan una serie de estructuras y
procesos celulares, tales como microfilamentos, microtibulos, calcio intracelular,
proteina cinasa C 6 PKC (Fleming et al., 2001) y moléculas de adhesion celular

(Takeichi, 1988; Pey et al., 1998), particularmente la Cadherina-E.

La compactacion parece ser indispensable para el desarrollo morfogenético que
llevard a la formacién de los dos grupos celulares que daran como resultado la
formacion de la masa celular interna y el trofectodermo. Es entonces posible postular
gue la sintesis, almacenamiento y distribucion de la Cadherina-E en embriones
antes de la compactacion debe constituir un hecho de la mayor importancia para el
desarrollo sincrénico y adecuado del embrion del mamifero. La Cadherina-E parece
funcionar tanto como agente que como sujeto en estos procesos. Por un lado, la
activacion de la Racl por la Cadherina-E (Nakagawa et al., 2001; Noren et al.,
2001), parece inducir el reclutamiento de la Actina para el establecimiento de
uniones adherentes intercelulares firmes (Ehrlich et al., 2002; Chu et al., 2004). Por

otro lado, en el ratén, en el humano y probablemente también en el hamster, el
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proceso de compactacion se desarrolla sin requerir la sintesis de novo de proteinas
y se caracteriza por la modificacion post-traduccion de moléculas de Cadherina-E ya
sintetizadas, pero que no son funcionales (Ohsugi et al., 1996; Kawai et al., 2002).
Estas modificaciones inducen a la Cadherina a relocalizarse en las superficies lateral
y basal de los blastdmeros para propiciar el establecimiento de uniones celulares
firmes y una polarizacion celular adecuada. Algunas proteinas del grupo de las
GTPasas pequefias, como la Rac, parecen participar de una manera critica en el
establecimiento de amplias zonas de contacto firme entre los blastbmeros

(Wheelock and Johnson, 2003; Kovacs et al., 2002).

Durante el desarrollo preimplantacional del embrién la Cadherina-E es acumulada en
el citoplasma como una molécula inactiva, prefuncional, lista para ser utilizada
(Ohsugi et al.,, 1996). Estos autores han propuesto que la acumulacién de
cantidades adecuadas de esta molécula de adhesion es indispensable para que el
proceso de compactacion pueda verificarse sin trastornos en el momento preciso del
desarrollo embrionario. Los resultados de Goval et al. (2000) indican que, como un
prerrequisito para que se realice satisfactoriamente el proceso de compactacion del
embrién, la B-catenina debe ser también redistribuida en lados opuestos de la
membrana celular. De manera muy especial la presencia de cantidades adecuadas
de Cadherina-E prefuncional parece ser un requisito indispensable durante la
transicion de morula a blastocisto. La falta de Cadherina en este momento interfiere
definitivamente con el establecimiento de un trofoectodermo funcional (Kan et al.,
2007). Nuestros resultados en el hamster parecen apoyar esta conclusion y
muestran, adicionalmente, que el retraso en el desarrollo embrionario encontrado en

las hembras adultas parece ser debido, al menos en parte, a una acumulacion
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insuficiente de Cadherina-E en el citoplasma de los blastdbmeros en el estadio de

cuatro células del desarrollo del embridn.

Segun Neganova el al. (2000) el enriquecimiento de Cadherina-E en los contactos
entre blastbmeros hermanos contribuye a la organizacion de los blastbmeros
durante las fases iniciales de la segmentacion del embrién, definiendo la presencia
de zonas libres de micro vellosidades. Esta polarizacion temprana del embrion
parece ser importante para mantener la armonia y sincronizacion de las
segmentaciones tempranas y en la predeterminacién del futuro de cada blastomero
(Edwards y Beard, 1997; Gardner, 1997; Antczak y Blerkom, 1998, 1999). La
produccion de dominios especialmente polarizados en la membrana plasmatica es
indispensable durante la realizacion de procesos celulares importantes (Drubin and
Nelson, 1996), incluyendo la diferenciacion. Por lo tanto, la reduccion sefialada en
este trabajo en la concentracion de Cadherina-E asociada a la membrana en los
embriones de 4 células obtenidos de hembras adultas, podria ser un factor que
contribuyera a explicar los trastornos del desarrollo embrionario temprano
observados en nuestro trabajo. Estos resultados son similares a los reportados, bajo

diferentes condiciones experimentales, por Barth et al. (1997).

Los estudios in vitro sugieren que una gran proporcion de pérdidas embrionarias
ocurren durante la fases del desarrollo embrionarios anteriores a la implantacion.
Los datos de Hardy (1993) muestran que después de la fertilizacion in vitro de
ovocitos humanos aproximadamente el 95 % experimentan rapida y facilmente las
dos primeras divisiones celulares; pero la segmentacion se detiene en este punto y

~60% de los embriones cultivados no pasa a la etapa de 8 células, antes de la
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compactacion y de la formacion del blastocisto. Mas recientemente ha sido
confirmado que el éxito de este proceso de reproduccion asistida se correlaciona
con un desarrollo embrionario sincrénico y que los embriones destinados a sobrevivir
muestran un patrén adecuado de uniones intercelulares durante su desarrollo inicial
(Hardy et al. 1996; Scott et al., 2000; Bloor et al., 2002; Kan et al. 2007). En este
contexto nuestros resultados adquieren particular importancia puesto que sefialan
qgue los problemas reproductivos asociados frecuentemente con la multiparidad y/o
la edad (Ortiz, 1955; Soderwall et al., 1960; Van Kooij et al., 1996) pueden ser
debidos a modificaciones en el patron de distribucion de uniones intercelulares en el

embridén temprano.

Se ha propuesto que el embrion es capaz de auto-regular su desarrollo y su
transporte durante las fases anteriores a la implantacion. Los resultados obtenidos
en este trabajo soportan esta idea y sugieren que la cadherina-E podria ser uno de
estos factores ya que existen diferencias significativas en su distribucién entre los
embriones de las hembras jovenes y los embriones de las hembras adultas o
multiparas que contribuyen a explicar las diferencias encontradas tanto en su

segmentacion como en su transporte.

Una vez que se ha llevado a cabo la fertilizacion, el cigoto o embridn, que carece de
movilidad propia, debe ser transportado hasta su sitio de implantacion en el Gtero,
desplazandose a través del oviducto (Villalon et al., 1999). Para ello puede utilizar la
regulacion de diferentes procesos oviductales, como la contraccion de la
musculatura lisa, la actividad de las células ciliadas y el movimiento del fluido

oviductal en direccion al utero (Martinez et al., 2000). A fin de que el embrion vy el
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endometrio alcancen un desarrollo sincrénico optimo para lograr una implantacion
exitosa, el transporte del embrion a través de la trompa y su llegada al Gtero deben
estar programadas y sujetas a regulacion fisiologica estricta. Hasta el momento se
han descrito tres sistemas reguladores del transporte oviductal, uno que utiliza
seflales embrionarias, otro en el que predominan los esteroides ovaricos, y un
tercero, probablemente el mas viable, en el que participan sefales tanto originadas

en el organismo materno, como sefales originadas en el embridon mismo..

En la rata, la duracion del transporte oviductal es dependiente, al menos en parte, de
las hormonas ovaricas (Croxatto, 2002). El estradiol y la progesterona secretadas
por el ovario tienen un papel importante en la regulacién del transporte oviductal
(Ortiz et al., 1979) a través de receptores intracelulares oviductales que controlan la
sintesis de proteinas (Orihuela et al., 2001). El estradiol aumenta la velocidad de
transporte embrionario, mientras que la progesterona ejerce un efecto contrario
(Villalén et al., 1999). El estradiol ejerce sus efectos a través de dos mecanismos:
uno genodmico y otro no genomico. Las acciones gendmicas se basan en la
capacidad de los receptores a estradiol para unirse a co-activadores o co-represores
gue dan por resultado la activacion o inhibicién de la transcripcidén de ciertos genes
(Nilsson et al., 2001). La activacion de sefiales de transduccion puede ayudar a la
modulacion de vias importantes que tienen discretas acciones celulares, incluyendo
la fosforilacion de proteinas a través de tirosin-cinasas y de la MAPK (Migliaccio et
al., 2000). La fosforilacion inducida por estradiol es esencial para acelerar el
transporte embrionario en el oviducto (Levin et al.,, 2001). Esto es de gran

importancia para nuestro trabajo pues la firmeza de las uniones intercelulares en que
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participa la Cadherina-E depende de la fosforilacion de las proteinas que participan

(ver mas abajo)

Las acciones no gendmicas de estradiol resulta de la activacion de sistemas de
sefalizacion celular dependientes de la existencia de receptores membranales. Los
estrogenos pueden iniciar una sefalizacion no gendmica rapida asociada con la
activacion de segundos mensajeros (Nadal et al., 2001). Entre estas vias de
sefalizacion se encuentra también la activacion de la protein-cinasa activada por
mitégenos o MAPK (por sus siglas en inglés Mitogen Activated Protein Kinase), la

protein-cinasa C y la cinasa del 1-3-difosfoinositol (PI3K) (Levin, 1999).

Se ha establecido que durante su estancia en la trompa de Falopio, el embrion
temprano es capaz de producir la modificacion de su microambiente induciendo la
vascularizacion y la formacidén de células secretoras que le aseguren una nutricion
adecuada durante los primeros cinco dias de su vida (Georgiou et al., 2007).
También participa en la regulacion de su velocidad de transporte modificando el
movimiento ciliar y la contractilidad del oviducto. Estos efectos ocurren entre las 24 y
48 horas después de que ocurre la fertilizacidon implicando que las cascadas de
sefalizacion son rapidamente iniciadas a traveés de sefiales producidas por el
embrion. La informacion disponible en la especie humana sugiere que los esteroides
ovaricos no cumplen un papel fundamental en la regulacion del transporte oviductal,
lo cual hace probable que esté regulado por sefiales embrionarias. La regulacion del
transporte oviductal en el hamster presenta cierta similitud con la humana ya que en
ambas especies los embriones secretan factor activador de plaquetas (PAF) y los

oviductos expresan receptores para PAF (Velasquez et al., 2001). Estos receptores
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son funcionales ya que en ambas especies median trombocitopenia asociada a la
prefiez temprana (Velasquez et al., 1995). Sugerimos que el transporte oviductal en
el haster, de modo semejante a lo que parece suceder en la especie humana, es
regulado por el embrion a través de la liberacion de PAF y que algunos aspectos de
las patologias tubaricas estan relacionados con alteraciones en el sistema de

sefalizacion del PAF que dependen de la segmentacion adecuada del embrién.

Las cadherinas fueron descubiertas en un principio Unicamente como moléculas que
participan en la formacién de uniones entre células adyacentes. Sin embargo,
recientemente se ha establecido que las cadherinas también participan en la
regulacion de las funciones celulares a través de tres vias de sefalizacion que
dependen de su interaccidén con otro tipo de moléculas de sefalizacion: GTPasas, la
via Wnt y a través de receptores tirosina quinasa (Yap y Kovacs, 2003). Un segundo
modelo sugiere que la misma cadherina puede participar en la transduccion de

sefales celulares desde el exterior hacia el interior de la célula (Muller et al., 2008).

Hay evidencia de que existen dos vias de sefializacion que involucran a las
GTPasas como vias de sefializacion de las cadherinas. Una interna-externa, de la
GTPasa a la cadherina y la externa-interna, iniciada por la cadherina. Se ha
establecido que la formacion de contactos celulares dependientes de cadherina-E
activa a la sefal a través de Racl (Kovacs et al., 2002) miembro de la familia Rho de
GTPasas. La familia de Rho GTPasas tiene cuatro funciones totalmente
establecidas: formacion y organizacion de los filamentos de actina en el
citoesqueleto; regulacion de la dinamica de los microtubulos del citoesqueleto; trafico

membranal (secrecidn, endocitosis y fagocitosis); regulacion de la expresion génica
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y control del crecimiento celular (Noren et al., 2003; Malliri et al., 2004). Un atractivo
mecanismo para el efecto de cadherina en las proteinas G podria involucrar una
activacion local de fosfatidilinositol 3 cinasa (PI-3K) a través de la fijacion de

Cadherina-E (Kovacs et al., 2002; Pece et al., 1999).

La via Wnt/ catenina-B es la via de sefializacién estudiada que mejor indica el
funcionamiento de la Cadherina-E a través de su molécula de union la catenina-f3.
Esta via tiene como objetivo principal regular la estabilidad de la catenina-B que
actua como cofactor de transcripcion afectando la expresion génica (Clevers, 2006).
En la ausencia del ligando Wnt, el nivel citosoélico de la catenina-p es bajo, debido a
su ubiquitinacion dependiente de fosforilacidn y posterior degradacion (Clevers,
2006). La catenina beta fosforilada es reconocida por la enzima Trcp-beta, una
subunidad con actividad ligasa de la ubiquitina E3, dando por resultado que la
catenina beta sea ubiquitinada y degradada. La Wnt, a través de varios complejos
(He et al., 2004), recluta Axina a la membrana celular, resultando en la inhibicion de
la degradacion de la catenina beta fosforilada. La catenina beta asi estabilizada se
acumula en el nucleo (Staal et al., 2002) y forma complejos con algunos factores de
transcripcion como son el factor de células T/factor aumentador de linfocitos o
TCF/LEF, estos factores de transcripcion se unen al ADN para activar la expresion

génica (Goncalves et al., 2008).

Otro de los mecanismos utilizados por las cadherinas para transmitir sefiales hacia
el interior de a células es a través de receptores tirosina quinasa o RTK (por sus
siglas en ingles Receptor Tyrosine Kinase). Dentro de este grupo de receptores se

encuentran los siguientes: receptor del factor de crecimiento epidermal o EGFR, al
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factor de crecimiento parecido a insulina, receptor del factor de crecimiento neural o

NGFR, el factor de crecimiento de fibroblastos o FGF receptor (Tsukita et al., 1991).

Pece y Gutkind (2000) reportaron que la sefalizacion a través de receptores sera
activada cuando las células hacen contacto con otras células. También sugieren que
la cadherina podria inducir el reclutamiento y autoactivacion del receptor al factor de
crecimiento a través de interacciones laterales heterofilicas entre el receptor tirosina
quinasa y el complejo cadherina-catenina. El establecimiento de las uniones
dependientes de cadherina promueve la activacion independiente del receptor al

factor de crecimiento de las siguientes dos via Akt y MAPK (Reddy et al., 2005).
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Con los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que una
concentracion insuficiente y un patron de distribucion inadecuado de la cadherina-E
en los embriones obtenidos de hembras nuliparas adultas y multiparas, puede ser
uno de los factores que propician el retraso y asincronia en el proceso de

segmentacion de los embriones obtenidos de estos tipos de hembras.

En relacién con el transporte del embrién a través del oviducto también se puede
concluir que la cadherina-E podria ser uno de los factores embrionarios que
participan en la autoregulacion de su transporte durante las etapas

preimplantacionales.

Otra conclusion de este trabajo es en relacion con la polarizacion de la célula, de la
distribucion de la Cadherina E entre los contactos intercelulares y el resto de la
membrana plasmatica, aplanamiento celular y adecuadas comunicaciones

intercelulares.
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Effect of maternal age and parity on
preimplantation embryo development and
transport in the golden hamster (Mesocricetus
auratus)

C A Trejo, M C Navarro, G D Ambriz and A Rosado

Departamento de Biologia de la Reproduccion, Universidad Auténoma Metropolitana —Iztapalapa, Av.
Michoacan y Purisima Col. Vicentina, Iztapalapa, DF, CP 09340, México

Summary

Preimplantation embryo development was studied in the golden hamster (Mesocricetus
auratus). Three groups of regularly cycling female hamsters were used: (1) 30 nulliparous
young female (NYF) hamsters; (II) 24 nulliparous adult female (NAF) hamsters and (III) 30
multiparous adult female (MAF) hamsters. Female hamsters were mated with male
hamsters of proven fertility. Only 15 min were allowed for mating. The moment of
ejaculation was registered. Female hamsters were killed from 60 to 69 h after coitus. Corpora
lutea were counted in both ovarian surfaces. Oviducts and uterine horns were flushed
separately and embryo number, stage of development and distribution were recorded. Adult
female hamsters, nulliparous and multiparous, had significant higher ovulation rates than
NYF, but their reproductive efficiency was significantly lower. Preimplantation embryo
development and transport were highly synchronous in NYF, but not in adults. Morulae
were observed in NYF as early as 62-63 h after coitus. In adult female hamsters, significant
numbers of morulac were found until 66-67 h. On the contrary, in NYF four-cell embryos
were detected only until 60-61 h, while four-cell embryos were found until 64-65h in NAF,
and until 66-67 h in MAF. Embryo transport from the oviduct to the uterus is practically
completed at 62-63 h after coitus in NYF, while it is cvidently retarded in adult animals. In
NYF all cight-cell embryos reached the uterus by 62 h aftér coitus. In adult female hamsters,
both nulliparous and multiparous, a considerable number of cight-cell embryos fail to
migrate into the uterus even at 67 h after coitus.

Keywords Hamster; embryo development; embryo transport

Our knowledge of the factors that participate  transport of fertilized and unfertilized ova in

in carly mammalian ecmbryo development several mammalian species (Ortiz et al.

and transport in vivo is still incomplcte 1986) originated the hypothesis that ovum
(Lonergan et al. 1999). Although there is itself is capable of regulating its own

solid evidence that hormonal state of the development and transport in the carly
female hamster participates in the stages of embryo development. In accord
regulation of ovum transport in mammals with this hypothesis, there have been some
{Erh & Wynnce-Edwards 1993, Croxatto recent reports showing that the embryo
2002}, the differential velocities of oviduct regulates its own development and transport

by the secretion of some active factors like
Cemdence: C A Trejo. Email: tecalfredowhotmailcom  platelet-activating factor (PAF) (Velasquez
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Presence and distribution of E-cadherin in the 4-cell golden hamster
embryo. Effect of maternal age and parity
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Summary

Maternal age dependency of gestation time in hamster and in other mammals is a well demonstrated
fact. We have recently shown that adult nulliparous and multiparous hamster females show significant
asynchrony and retard on early embryo development (from two blastomeres to morula stages) when
compared with nulliparous young females. The number of cell-cell adhesions between blastomeres in
early embryo development has been reported to be a good indication of the ability of embryos to cleave
and develop. In this work we studied, by indirect immunofluorescence, the presence and distribution
of E-cadherin in 4-cell embryos obtained from nulliparous young (NYF), nulliparous adult (NAF) and
multiparous adult (MAF) hamster females. Distribution and intensity of fluorescence was observed and
registered using confocal microscopy. Staining intensities for E-cadherin were quantified by computed
densitometry in the free membrane regions, in the cytoplasm region and in the cell—cell adhesion zones
of each embryo. E-Cadherin in all the studied zones was significantly higher (p < 0.01) in NYF. Cadherin
concentration in the intercellular membranes was always statistically higher (p < 0.05) than in the free
membrane regions. An appreciable concentration of E-cadherin was found in the cytoplasm of the 4-cell
embryos obtained from the three groups of females, but was significantly higher in NYE. No statistical
differences were observed in any of the parameters studied between NAF and MAF. Our results seem to
indicate that changes in the reproductive behavior related to age and/or multiparity may be correlated

with changes in the processes related to intercellular adhesions during early cleavage.

Keywords: Compaction, E-cadherin, Embryo development, Hamster

Introduction

Maternal age dependency of gestation time in hamster
(Soderwall et al., 1960; Navarro et al., 2000) and in other
mammals, is a well demonstrated fact. Soderwall ef al.
(1960) reported that 1-month-old hamster females have
gestation periods of 373 h, 4-month-old females gave
birth after 378 h, 8-month-old females after 386 h and
14-month-old females after 402 h, i.e. they showed 24—
29 h longer gestation periods than young females. We
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have recently shown (Trejo et al., 2005) that adult (8-
month-old) nulliparous and multiparous females show
significant asynchrony and retard on early embryo
development (from two blastomeres to morula stages)
when compared with nulliparous young (2-month-old)
females.

Our knowledge of the factors that contribute to
in vivo embryo development and transport are still
incomplete. Solid experimental evidence supports the
hypothesis that hormonal state of the female regulates
ovum transport in mammals. Significant differences,
however, between the rate of oviduct transport of
embryos of different ages and of fertilized and
unfertilized eggs in several mammalian species (Ortiz
et al., 1986), support the idea that the conceptus itself
may autoregulate its own transport. This fact may be
due, in part, to the secretion of some embryo-derived
factors (Tranguch et al., 2003) or to the capacity of the
embryo to regulate its own development (Stoddart
et al., 2001). The ability of embryos to develop to
term, is related to the number of cell-cell adhesions
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