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1.RESUMEN.

Blastocistos de ratén cultivados in vitro experimentan una

serie de cambios, similares a 1los que ocurren durante la
implantacién embrionaria in vivo; rompen y se liberan de 1la zona
pelucida, las células del trofoblasto mural se adhieren al
sustrato, se extienden <sobre ¢1, y se convierten en células
gigantes poliploides. Unida a 1la extensidén del trofablasto
ocurren cambios bioquimicos indicadores de su diferenciacién.

Fara que estos cambios ocurran es necesario el empleo de
suero fetal de bovino (SBF), de fetuina 4 de proteinas de matriz
extracelular como laminina, fibronectina, colagena tipo IV & de
que los blastocistos se cultiven sobre monocapas de células
derivadas de distintos tejidos. Hay pocos estudios acerca de los
componentes del suero que favorecen la adhesién y extensién del
trofoblasto. Tachi en 1992 hizo una caracterizacién parcial de los
factores séricos y encontré que una fraccidn de peso molecular
(PM) entre 30 y 100 KDa es capaz de inducir el inicio de‘ la
extensidn del trofoblasto y otra fraccidn mayor a 100 KDa induce
una mayor extension del mismo y un mayor desarrollo de la masa
celular interna. Es nuestro objetivo evaluar si la fibronectina
es uno de 1los factores séricos que favorecen la adhesidén vy
extensidn del trofoblasto durante la implantacién in vitro de
blastocistos de raton.

Hemos obtenido y purificado fibronectina de cobayo por medio
de la técnica de cromatografia de afinidad en una columna de
sefarosa—-gelatina. Con ella se inmunizaron conejos y se cbtuvd un
‘suero con anticuerpos contra fibronectina, estos anticuerpos
fueron purificados mediante el empleo de una columna de afinidad
de sefarosa 4B fibronectina.

Por la técnica de ELISA se detectsd que fueron especificos
contra fibronectina, ya que no reaccionan con otras proteinas
como la albumina vy la laminina.

Hemos detectado una banda proteica de PM aproximado de 220
KDa en el suero fetal de bovino por electroforesis en geles de
poliacrilamida SDS al 7.9% que tiene un corrimiento
electroforético similar a la fibronectina comercial (Sigma).
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La transferencia de las proteinas separadas del suero a papel
de nitrocelulosa seguida de la inmunotincién para fibronectina,
confirma que dicha banda corresponde a fibronectina.

Asimismo, la exposicidn de la superficie de cultivo con SBF
al 10% por 4 horas es suficiente para dejar una cubierta de
fibronectina, la cual se detects por inmunotincién

El cultivo de los blastocistos obtenidos al cuarto dia de
prefiez de ratonas de la cepa CD1 en un medio de cultivo, empleado
para embriones preimplantacionales (medio de Bigger suplementado
con albumina sérica de bovino (BSA)) por 17 horas previo a su
transferencia favorece el rompimiento de la zona pelucida de los
embriones lo que mejora su adhesién y extension con respecto a las
blastocistos cultivados directamente en un medio mas rico como el
cNETC-135.

Los blastocistos cultivados en cNCTC-135-BSA al 0.4% sobre la
cubierta dejada por el suero (SBF) en la superficie de cultivo se
adhieren y extienden en una proporciédn similar a aquellos
cultivados en presencia de SBF al 10%Z por lo que el depsdsito de
fibronectina dejado por el suero favorece la adhesidn y extension
de los blastocistos.

La adicién de un anticuerpo contra fibronectina al cultivo
con suero reduce notablemente la proporcidn de embriones que se
extienden sobre el sustrato y el Area de extensiéon del
trofoblasto de los mismo, influyen en su desarrollo y en forma
dependiente de la dosis inhiben la ruptura de 1la zona peltcida
(ZP), sin afectar la adhesién de los blastocistos que la rompen.
El efecto es mayor, a medida que aumenta 1la concentracidén de
anticuerpo, asimismo retardan la desaparicidn de la cavidad del
blastocele. Lo cual implica una participacién importante de 1la
fibronectina sérica ¢ de la producida por el embrién en la ruptura
de la ZF y en la extension del trofoblasto., apoyando la idea de
que el suero favorece la extensién del trofoblasto in vitro por
medio de la fibronectina, sin embargo deben de existir otros
factores séricos que promuevan la adhesidén y extensidén del

trofoblasto.



En presencia de alta concentracién de anticuerpo, después de
cuatro dias de cultivo la fibronectina se localiza como fibras
gruesas en la base del trofoblasto que rodea al blastocele. A
baja concentracién de anticuerpo los derivados de la masa celular
interna (MCI) estan mas organizados y contienen fibronectina,
ademids ésta rodea al cono ectoplacentario proveniente del
trofectodermo polar.

For tanto, la fibronectina debe de intervenir en la
organizacién tridimensional de distintas estructuras durante el
desarrollo del blastocisto.

Se concluye que la fibronectina es uno de los componentes del
suero fetal de bovino que contribuyen a la adhesidn y extensidn

del trofohlasto in vitrao.
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II.INTRODUCCION:

El desarrollo embrionario en el ratén, previo a la
implantacién culmina 4 dias después de la fertilizacién con 1la
formacién del blastocisto.

En esta etapa del desarrollo se pueden distinguir dos tipos
celulares: el trofectodermo y la masa celular interna, que rodean
una cavidad llena de liquido, el blastocele, todo el conjunto esta
protegido por una cubierta resistente, 1la zona pelucida. El
trofectodermo que recubre a la masa celular interna, se conoce
como polar y al que rodea al blastocele como mural (53) (figura 1)

En el periodo de peri-implantacion los blastocistos de
mami feros establecen un contacto directo con la madre en el que
estan involucradas interaciones celulares entre los tejidos
embrionarios y maternos, esta interaccién ocurre primero entre las
células superficiales del embridén y las células epiteliales del
endometrio (94).

Las células del trofaoblasto son las primeras que s
diferencian en los embriones de mamiferpos. Por otro lado se han
encontrado cambios morfoldgicos en las células epiteliales
uterinas tal vez provocados por el contacto inicial de 1los

blastocistos con la superficie uterina (235, 29).

IMPLANTACION EMBRIONARIA.

lLa uniédn estrecha de los blastocistos a la pared uterina
recibe el nombre de implantacién, éste proceso es caracteristico
de la repraducciédn de mamiferos euterios y metaterios. Sequn
Boving la implantacién comprende tres mecanismos principales que
son de tipo muscular, de adherencia e invasién (46). Para que 1la
implantacién se lleve a cabo se requiere de una interacidn
coordinada entre el embridn y el utero, el embridn debe de haber
alcanzado el estado de blastocisto y en el Gtero deben de haber
ocurrido cambios dependientes de hormonas que lleven al desarrollo

de un endometrio receptivo (42, 74, 103).



MCI

Figura 1.-Estructura del blastocisto del dia 4 de prefez. E1

blastocisto esta formado por dos pnblaciones celulares, la masa

celular interna (MCI) y el trofectodermo (T), ambas rodean a 1la
cavidad del blastocele (B). En su conjunto esta protegido por una

cubierta de glicoproteinas, la zona peldcida (ZP).



Se bha considerado, también a la implantacién como una
secuencia de interacciones bioquimicas y fisicas entre el
blastocisto y el utero, llevandose acabo a través de las células
del trofablasto (108) .

En la mayoria de los mami feros, el blastocisto se une a la
superficie del epitelio uterino, y se situa en la cavidad del
ttero.

En algunos de ellos (roedores y muchos primates), el
blastocisto penetra mas profundamente en la pared uterina y el

desarrollo tiene lugar dentro de ella.

TIPOS DE IMPLANTACION,

De acuerdo con la ubicacidn del blastocisto en el datero, 1los
tipos de implantacién se clasifican en tres (46) 1

Central: en ella el blastocito permanece en la cavidad
uterina, ésta se presenta en artiodactilos, carnivoros y primates
inferiores incluyendo el mono macaco.

—-Excéntrica, el blastocito se sitta en una cripta o receso
uterino, este tipo de implantacién se presenta en maridos, como en
el ratén (46).

—~Intersticial, el blastocito se ubica totalmente en el
espesor del endometrio, este tipo es caracteristico del cobayo, v
de algunos primates, incluyendo al chimpancé y al hombre.

En base a estudios de microscopia electrénica y a la forma en
que el trofoblasto invade al endometrio se ha estahlecido otra
clasificacidén por Schlafke y Enders (1975) que considera tres
tipos de implantacidén a saber:

~Implantacién por fusidént Se presenta en el conejo Yy
rumiantes, en ella partes de la membrana apical del trofoblasto vy
del epitelio uterino se funden formando una mezcla sincicial de
origen materno y embrionpario (84, 102).

—~Implantacién por desplazamiento: Este tipo se ha
establecido en rata y ratéon, inmediatamente después de la adhesidn

del trofoblasto a la membrana plasmatica apical de el epitelio



uterino se presenta la degeneracién y desprendimiento de las
células epiteliales uterinas lo que facilita 1la penetracién del
trofoblasto (84, 102). La degeneracién del epitelio ocurre por
muerte celular programada o apoptosis vy es inhibida por
actinomicina D (67).

-Implantacidén intrusiva: En ella, pequefias prolongaciones
del citoplasma del sinciciotrofoblasto, penetran entre las cé€lulas
epiteliales uterinas, presentandose también eventos de fusién.
Este tipo de implantacidn ocurre en el humano, el hurdén y alqunos
carnivoros (84, 102).

La i@plantacién marca un estado de transicidén en el proceso
de prefiez vy conduce al establecimiento de una estrecha interacion

materno embrionaria.
FASES DE LA IMFLANTACION.

Dentro de los eventos que se presentan en este proceso se

encuentran:

1).Ubicacidn y distribucién. En la mayoria de los mamiferos
estudiados el transporte del huevo a través del oviducto se 1lleva
a cabo en 3 & 4 dias. Durante el mismo el cigoto se convierte en
mérula. Después de entrar la mdédrula al utero, origina al
blastocisto. Estos se distribuyen uniformemente a lo largo de los
cuernos uterinos y se sitvan en criptas de 1la superficie
antimesometrial, estando aparentemente libres e inméviles, esta
distribucién en la luz uterina es causada por la contraccién
muscular uterina (24).

2).0rientacidén. El blastocisto se wubica en 1la porcién
especifica donde se llevara a cabo la implantacidén, en la rata vy
el ratédn, el blastocisto se dirije al epitelio antimesometrial del
endometrioc, perdiendo en este momento la zona pelucida (24, 73).

Estudios histolégicos de las =zonas en que ocurrira la
implantacién detectados con azul de Evans y azul de pontamina
revelan la aproximacién de los blastocistos al endometrio, antes

del contacto entre ambos (66, 70).
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3).Contacto o aposici¢én. El contacto se refiere a la simple
yuntaposicién entre el trofoblasto vy el epitelio luminal uterino vy
se lleva a cabo por diversos mecanismos:

a)Por envolvimiento: el endometrio uterino se hincha
rodeando al blastocisto y de este modo se establece el contacto de
las células del trofectodermo con el epitelioc uterino (reaccidén de
ataque epitelial), éste mecanismo se presenta en la rata y el
ratén (24, 73).

b)Por expansidéns Un aumento en el volumen del
blastocisto, causado por la expansién del blastocele hace que este
llena 1la luz uterina y entre en contacto con el endometrio, ocurre
en el conejo, el cerdo, carnivoros ¥y algunos monos (73).

c)Por acercamiento activo: se establece por la
aproyimacidn del blastocisto al endometrio, ocurre en el cobayo,
el chimpancé, y el humano (73).

Diversos estudios han sugerido que una sefial del blastocisto,
provoca cambios en el endometrio previos a la adhesién (71), entre
ellos, hay un incremento local en la permeabilidad wvascular, 1lo
que se pone de manifiesto cuando se inyectan intravenosamente
colaorantes de alto peso molecular, ya que éstos forman complejos
con la albumina sérica, los cuales atraviezan y se acumulan en las
zonas de alta permeabilidad, permitiendo distinguir los lugares de
implantacién. Se desconoce la naturaleza de la seffal aunque se han
prapuesto diversas sustancias, entre otras a los estrégenos (71,
107).

Investigaciones ultraestructurales de los estados iniciales
de la implantacién en la rata, han demostrado que en etapas
preadherentes la superficie trofoblaAstica esta en contacto con los
extremos de las microvellosidades epiteliales, un espacio
aproximado de 1 um, separa al embrién del tejido materno,
posteriormente las microvellosidades se aplanan y el contacto
entre las células epiteliales y el trofoblasto es mas intimo.

En este momento las proyecciones citoplasmaticas de las
células epiteliales se adhieren al blastocisto.

4).Adhesidn. Dentro de los primeros eventos que se presentan
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en este proceso, se encuentra la asociacidn entre el blastocisto y
el utero, estableciendose la posiciédn definitiva del blastocisto.
Se habla de dos estados dentro de este proceso: un estado inicial
debido a la aposicién del blastocisto y el epitelio y un
subsecuente estado de adhesidén mas firme en que se establecen
uniones intercelulares.

Durante el inicio de 1la implantacidén tanto 1la membrana
plasmatica apical del trofoblasto y 1la del epitelio uterino,
adquieren propiedades adhesivas, va que en ellas se redistribuyen
y expresan moléculas de adhesion, siendo identificadas en esta
fase moléculas de adhesién célula-célula, receptores de matriz
extracelular y glicosiltransferasas, entre otras (1, 4, 9, 13).

Este fendmeno se inicia cuando el blastocisto se ha liberado
de la zona pelucida y entra en interaccién con los tejidos
uterinos. En el caso del ratén y la rata, las células del
trofectodermo mural son las primeras en establecer el contacto v
adherirse con el epitelio uterino.

S).Invasién o penetracidn. Durante el proceso invasivo las
células del trofoblasto originalmente aplanadas y con ntucleo en
forma de huso, se vuelven células gigantes, redondas y con ntucleo
poliploide (rata y ratén) & se origina el sincicio trofoblasto
(humanoc y cobayo). Mientras tanto, el trofectodermo polar se
diferencia en wuna gran poblacisn de células trofoblasticas
diploides que forman el cono ectoplacentario.

El estado adhesivo e invasivo del trofoblasto coincide con la
la propiedad permisiva que presenta el endometrio, condicién que
esta influenciada por la accidén de hormonas sexuales (108). Sin
embargo, si el epitelic es removido, el blastocisto puede
implantarse independientemente de cualquier control hormonal
(12).

La invasién del trofoblasto al endometrio es un elemento
importante en la implantacién de wmuchas especies de mamiferos,
incluyendo al hombre. Esta invasiédn puede ser semejante en muchos
aspectos a la que ocurre por un tumor maligno, incluyéndose la

destruccidén del tejido.y neovascularizacién (19-21).
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Muchos de los cambios en la superficie del trofoblasto
ocurren en las distintas etapas de la implantacidon y algunos
podrian estar relacionados con la expresién de un fenotipo
invasivo. Dentro de estos cambios se encuentran cambios en su
carga de superficie, en sus propiedades de union a lectinas y en
la expresion de distintas glicoproteinas de superficie (13, 26,
27).

FENETRACION DEL EFITELIO Y ESTROMA UTERINO.

La penetracion del epitelio ocurre, por tres mecanismos: por
desplazamiento, fusion -] por intrusién (Ver tipos de
implantacién).

La membrana basal del epitelio es una barrera temporal de la
penetracién del embrién dentro del estroma uterino. Esta barrera
es abierta por la accidn del trofoblasto y de las células
deciduales en el ratdn.

La penetracién de la membrana basal se inicia a lo largo del
trofoblasto ‘mural y procede hacia la regidén polar del blastocisto.

Estudios ultraestructurales de las regiones en las que el
trofoblasto esta en contacteo con la membrana basal han revelado la
presencia de abundantes procesos citoplasmaticos quehla penetran.

El trofoblasto es uno de los responsables principales de 1la
penetracion de la membrana basal del epitelio y del estroma
uterino. Esto se basa en la actividad fagocitica natural de 1las
celulas trofoblasticas observada durante la implantacién (84), v a
los efectos degradativos del trofoblasto cuando prolifera en
sitios ectépicos & en cultivo de tejidos (33, 82).

Estudios in vitro sobre los mecanismos bioquimicos que se
llevan acabo para la disolucién de la membrana basal en los sitios
de implantacidn, han demostrado 1la producecidn de enzimas
proteoliticas por el tejido trofoblastico, entre otras el
activador de plasmindgeno y colagenasa (10. 82, 974).

En este proceso deben de ser importantes también las

interacciones de la superficie del trofoblasto con diversas
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moléculas de la matriz extracelular y con otras células presentes
en el estroma del endometrio (42).

Es posible que en esta etapa invasiva intervengan procesos
de reconocimiento célula-célula y de las células con la matriz
extracelular (95).

Se tienen daéos acerca de la expresiéon de receptores para
moléculas de la matriz, en el trofeoblasto invasivo (95). Se puede
esperar que estos receptores de matriz Jueguen un papel funcional
durante las fases de invasién después de 1la penetraciédn del
epitelio uterino.

El tejido uterino participa también en la regulacion del
proceso invasivo, por una parte puede facilitarlo por la regresicén
controlada del tejido decidual subyacente al trofoblasto y por
otra, evitar que la invasién vaya mas alla del estroma por la
producci®dn de una gran masa de tejido decidual y de factores
quimicos que inhiben 1la invasién del trofoblasto (82).

En el proceso de implantacién descrito, son fundamentales,
primero la interaccion y adhesion entre dos epitelios distintos,
el epitelio luminal uterino y las ceélulas del trofectodermo del
blastocisto y posteriormente, la diferenciacién del trofoblasto en
células gigates & en el sinciciotrofoblasto v la interaccidén de
écte tejido con la membrana basal, el epitelio y el estroma

endometrial durante la penetracién del endometrio.
H

Los blastocistos de ratén cultivados in vitro experimentan
una serie de cambios similares a los cambios embrionarios en el
utero en la etapa de la implantacidén: son capaces de romper Yy
escapar de la zona pelucida, adherirse a los diferentes sustratos
por medio del trofectodermo mural, ademas, las células
trofoblasticas migran Yy crecen en extensidn adoptando una
morfologia aplanada, En cultivo la masa de células internas queda
sobremontada en el centro del crecimiento trofoblastico (39, 54,
995) (figura 2).

14



Figura 2.- Implantacién 1n vitro de blastocistos. Los
blastocistos en cultivo se liberan de la zona pelucida (b), las
células del trofectodermo adquieren un estado adhesivo a 1la
superficie de cultivo (c), creciendo en extension, migrando sobre
el sustrato (d) adoptando una morfologia aplanada, formando una
monocapa de células (e). Los tejidos derivados de la masa celular
interna quedan como un grupo de células sobremontadas (f). Las
células trofoblasticas aumentan de tamafio y se convierten en
gigantes y poliploides.

ZF, zona pelducidas pT, trofoblasto polar; ICM, masa celular
interna; B, blastocisto; En, endodermo; mT, trofoblasto mural; Ep,
epiblasto.

Tomada de Gonda, M; Hsu, Y, 1980,
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Durante este proceso las células trofoblasticas se convierten
en poliploides por replicacién del DNA sin divisién celular y las
células de la masa celular interna experimentan proliferacién vy
diferenciacién en ectoblasto e hipoblasto.

Las células del trofoblasto se diferencian in vitro,
originando células gigantes poliploides Yy manifiestan diversos
cambios bioguimicos (65, 85).

De esta manera, ocurren cambios citoplasmaticos asociados con
la extensison (82), las células periféricas adquieren un gran
numero de vacuolas, mientras que las del polo embrionario por
algun tiempo presentan escaza vacuolizacidén. Posteriormente la
vacuolizacion desaparece v el citoplasma peri—nuclear se vuelve
granular y denso.

Dependiendo de las condiciones de cultivo se puede lograr una
diferenciacién mas avanzada de la masa celular interna (MCI). El
desarrollo de las cavidades amiética y ectoplacentaria, en algunos
casos (49), depende de la cantidad de suero fetal de ternera vy

del empleo de suero de cordén umbilical humano (50).
REQUERIMIENTOS DE CULTIVO.

Los primeros estudios de implantacidén in vitro fueron
realizados por Glenister (34-37) usando tiras de endometrio de
conejo, estas eran colocadas en una superficie de medio de agar
nutritivo, lo cual permitia que 1los blastocistos cultivados se
adhirieran al endometrio, demostrando que el trofoblasto puede
interactuar con células uterina in vitro.

Este sistema es sin embargo, complejo y no se puede observar
directamente. Posteriormente se han desarrolladeo cultivos de
blastocistos sin el empleo de porciones de utero.

La habilidad de blastaocistos de ratén para producir in vitro
una capa extendida de trofoblasto fue reportado primeramente por
Mintz en 1964, usando una solucién balanceada de sales y un
suplemento de energia (piruvato, lactato y glucosa), asi como

suero fetal de ternera al 50% lo gque también fue logrado por Cole

17



y Paul en 1965 usando medio Waymouth suplementado con suero fetal
de ternera al 10%.

El anaAlisis llevado acabo por Gwatkin en 1966 usando Medio
Basal de Eagle (BME), revela que es necesario un suplemento
macromolecular (suero ¢ de algunos de sus componentes, como 1la
fetuina) y micromolecular (aminoacidos) para que se lleve a cabo
el crecimiento trofoblastico en superficies de plastico.

Los requerimientos de cultivo durante la implantacidn de 1los
blastocistos de ratdn se han establecido dependiendo de las fases
de implantacidén y diferenciacidén de éste.

Se ha establecido que 1la arginina, cisteina, histidina,
leucina y treonina son necesarios para el crecimiento en extension
del blastocisto de ratéon in vitro (43) que la omisién de 1lisina,
metionina, fenilalanina, ¢triptofano y tirosina del medio lo
reducen marcadamente sin inhibirlo, mientras que la omisisdn de
isoleucina y valina solo lo reducen ligeramente.

Cultivos sobre colagena, obtenida de cola de rata han
demostrado que el trofoblasto se extiende en ausencia de suero,
aunque no hay diferentciacidén de la masa celular interna (104).
También se ha establecido que el crecimiento del blastocisto puede
ocurrir en un medio definido, sin suero pero suplementado con
fetuina (43, 78).

For otra parte se ha demostrado que proteinas de matriz
extracelular (fibronectina, laminina, colagena tipo IV) promueven
y favorecen la adhesidn y extensidén de blastocistos de ratén in
vitro atn sin el empleo de suero (4, 95).

De este modo para que la adhesién y extensién del trofablasto

puedan efectuarse in vitro es indispensable la presencia de suero

sanguineo (38, 54, 85, 90) ¢ de proteinas que faciliten 1la
adhesion y extensidédn ¢ que sirvan de sustrato para ello como 1la
fetuina, (78, B5) & diversas proteinas de matriz extracelular como
la fibronectina, la laminina ¢ la colagena tipo IV. (4, 30, 935).
Muchos sistemas de cultivo in vitro de blastocistos emplean
suero o fracciones del suero que favorecen la adhesién y extensidén

del trofoblasto. Se, ha sugerido que diferentes componentes
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macromoleculares del suero con peso molecular de 30 a 100 KDa son
capaces de inducir la extensidn del trofoblasto y que fracciones
arriba de 100 KDa incrementan esta extension y favorecen el

desarrollo de la masa celular interna (MCI) (99).

EL PROCESO DE ADHESION DURANTE LA IMPLANTACION in vitro.

Los blastocistos en cultivo, aun en presencia de células
uterinas, se adhieren a proteinas de matriz extracelular, por 1o
que este proceso es similar a la interaccidn del trofoblasto con
la matriz extracelular del endometrio {lamina propia y sustancia
intercelular del estroma) (93).

Sin embargo, hay una diferencia significativa entre 1la
adhesidon in vitro e in vivo debido a que 1la interaccién inicial
adhesiva in vivo involucra 1las superficies apitales de dos
epitelios (84), mientras que en cultivo la adhesidén y extensidn
del trofablasto ocurre directamente sobre un sustrato de
superficie formado por proteinas de matriz extracelular (28, 105).

La adhesividad del trofoblasto al sustrato se adquiere
durante el cultivo de los blastocistos y no es la presencia de 1la
zona pelucida la que evita la adhesion, asi blastocistos en etapa
temprana a 1los que se les ha removido la zona pelucida no muestran
afinidad por el sustrato, en cultivos con suero & sobre una
cubierta de colagena (54, 91, 104).

{.a habilidad de los blastocistos para adherise vy extenderse
sugiere la presencia en la superficie celular de receptores
especificos. La adhesidn y extensién a proteinas de matriz
extracelular (fibronectina, laminina y col&gena tipo 1IV) en 1la
membrana del trofoblasto esta asociada a la expresidn de
integrinas (una superfamilia de glicoproteinas heterodiméricas),
que incluye receptores para diversos componentes de la matriz
extracelular, que participan en la adhesién vy extensién de las
células al sustrato. El1 empleo de anticuerpos contra la subunidad
3y de la integrina bloquea la adhesion y extensién del trofoblasto

sobre fibronectina, laminina y colagena tipoe 1V, sugiriendo que
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las integrinas implicadas tiemen en comun la subunidad f:+ aunque
cada una de estas proteinas puede tener distinto receptor
(95).

Este receptor de adhesién reconoce e interactya en algunos
sustratos (fibronectina y vitronectina) con un sitio que contiene
la secuencia Arg-Gli-Asp, as! la extensiédn del trofoblasto a
fibronectina es inhibida reversiblemente por un hexapéptido que
contiene esta secuencia (5, 99).

E.s posible que 1la adhesiétn del trofoblasto a distintos
componentes de la matriz extracelular este mediado por mas de un
tipo de integrina, con especificidad para el ligando, va que se
han mostrado evidencias de que el mecanismo de adhesiéon del
trofaoblasto a 1la 1laminina es diferente al usado para la
fibronectina (2).

Otras moléculas de la superficie del trofoblasto que se han
implicado en su interaccién con la matriz extracelular son las
poteoglicanas de heparan sulfato que actuan en forma concertada
con las integrinas, favoreciendo 1a adhesi®én del trofoblasto
(30).

La adhesién vy extensiodn del trofoblasto in vitro requieren de

un periodo de sintesis de proteinas (9) y de glicoproteinas (98),

asi mismo, se requiere de la expresién de receptores para

proteinas de matriz estracelular en la superficie celular (95).
Investigaciones hechaF en células de coriocarcinoma han

determinado que hay produccién activa de moléculas de matriz, como

la laminina y fibronectina igual que en el trofoblasto (&8, 764).

DIFERENCIACION BIOQUIMICA DEL TROFOBLASTO.

Tanto el trofectodermo como el trofoblasto experimentan
diversos cambios morfolégicos Y bioquimicos durante su
diferenciacién in vitro. Se han establecido una serie de
marcadores de la diferenciacién del trofoblasto, entre los que, se
encuentran estereasas (87, 88), mucopolisaciridos (B6) y diversas

proteinas.
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Durante su adhesidn y extensidn el trofoblasto se vuelve
paliploide (6),0curre sintesis y secrecién de glicoprotelnas vy
aumenta la expresién de diversas proteinas (83), entre otras: del
activador de plasmindgeno (97), de la subunidad A de la lactato
deshidrogenasa (88) , de la &5,33-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3/HSD) (92, 93), y de la f-glucuronidasa (85).

Durante los primeros dias de extensién del trofoblasto,
aumenta la captacion de esterasa F materna (92), la incorporacidn
de L- £555]—metionina a proteinas (83) y el contenido de proteinas
(Tabla 1) (85).

La expresiédn de estos marcadores de diferenciacion requiere
en algunos casos de la transcripcidn (3/HDS) y en otros depende de
mRNA formado previamente en el estado de blastocisto (activador de
plasmindgeno, f~glucuronidasa) (83).

Debido a nuestro interés en 1la participacion de la
fibronectina en el proceso de implantacien in vitro describriremas

a continuacion sus principales caracteristicas.

GENERAL IDADES DE LA FIBRONECTINA

En 1948 Morrison y col., aislaron una fraccidn parcialmente
purificada del plasma humano usando el termino de '"globulina
insoluble en fri{o", independientemente se han descrito varias
proteinas & factores que se han nombrado de acuerdo a su origen vy
actividad bioldégica. Evidencias recientes indican que estas
proteinas son una & tal vez dos a ‘las cuales han llamado:
fibronectina de superficie celular y fitronectina del plasma.

LLa fibronectina de superficie celular es un componente
principal de muchas cé¢lulas cultivadas y no cultivadas.

Estas glicoproteinas san tambien conocidas como proteinas
LETS (gran proteina externa sensible a la transformacidén) & CSP
(proteina de superficie celular). Son proteinas diméricas con
peso molecular entre 200 000 a 250 000 daltones (51, 58).

La fibronectina de plasma humano es una glicoproteina
dimérica con subunidades polipeptidicas de 200 000 a 220 Q00
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TABLA 1
MARCADORES BIOQUIMICOS DE LA DIFERENCIACION
DEL TROFOBLASTO IN SITU E IN VITRO,

MARCADOR TIENPO DE APARICION DEYECCION EN REFERENCIA
IN SITU CULTIVO
EDAD GESTACIONAL
(DIAS)
POLIPLOIDIA S + BARLOV ¥ SHERMAN
1972,

FOSPATASA ALCALING 5-g + SHERWN 1972a,
ESTERASA A 5-8 + SHERMWWN 1972b.
CAPTACION DE
ESTERSA T 58 + SHERWN ¥ CHEV

1972.

& 3B HIDROXIESTE- 6-12 + CHEW ¥ SHEMMAN

ROIDE DESHIDROGEMASA 1973, 1974.

ACTIVADOR DE PLASHI- 58 STRICKLAND ¥ COL.,

NSDNO, + 197,

SHERMW, 1969,

B-CLUCURONIDASA 59 + SELLENS ¥ SHERMN

1968,
SUMMNIDAD # DE LACTA- 68 + SELLES ¥ SHERWM
10 DESHIDROGENASA 1900,
SINTESES ¥ SECRECION 8 + NIEDER ¥ COL., 1987.
DE CLICOPROTEINAS NIEDER, 1939,1999.




daltones. Su concentracién en el plasma humano es de 0.3 mg/ml
(56, 57).

Se ha sugerido que estas dos formas de fibronectina son muy
similares, probablemente no idénticas ya que tal vez son productos
de diferentes genes, -] de un gene siendo modificadas
post—transcripcionalmente.

Se han presentado evidencias en células fibroblasticas
adherentes, de que la fibronectina esta dispuesta en 1la matriz
pericelular, y que esta disposiciéon este determinada tal wvez por

las uniones de ceé¢lula-célula y célula sustrato.‘

ESTRUCTURA QUIMICA DE LA FIBRONECTINA.

ta molécula de fibronectina es un dimero el cual esta formado
por dos subunidades similares. Cada subunidad tiene un peso
molecular de alrededor de 220 000 a 250 000 daltones, las cuales
estan unidas por un par de enlaces disulfuro en la parte final.

Cada subunidad tiene una longitud de &0 a 70 nandmetros y 2 a
3 nandmetros de ancho. Pueden dividirse en regiones de acuerdo a
las propiedades de unién a otras glicoproteinas como la coligena y
la fibrina, entre otras (figura 3). También presentan regiones

por las que se pueden unir a la superficie celular (50, 37).
FUNCIONES DE LA FIBRONECTINA,

La fibronectina es un constituyente de la matriz extracelular
que interviene en procesos de adhesion e influye en el crecimiento
y migracién celular, asi como en procesos de opsonizacidén (61, 80,
81).

La fibronectina también esta involucrada en una gran variedad
de actividades celulares como la agregacidn de célula-célula, la
union especifica a macromoléculas como la heparina Yy el
fibrindgeno. Participa en procesos de diferenciacion,
embriogénesis, transformacién oncogénica, cicatrizacion de heridas

y actividad fagocitica.
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Figura 3.- Estructura de la fibronectina. La fibronectina es
un dimero formado por dos subunidades similares con un PM de 220
000 a 250 000 daltones, estas subunidades estan unidas en la parte
final por un par de enlace disul furg, tiene sitios especificos de
unidn, para moleculas de matriz extracelular & de la superficie
celular como heparina, colagena, fibrinégeno etc.

Tomada de Hynes, Richard. 1984.
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Estudios in vitro concluyen gue es una proteina de adhesidén

de célula—célula y de célula-sustrato.

EXPRESION DE FIBRONECTINA AL INICIO DEL DESARROLLO.

La expresidn de la fibronectina en los primeros estados de la
embriogénesis de el ratén se ha estudiado por métodos de
inmunofluorescencia indirecta. En el ratén 1la expresién de la
fibronectina se ha detectado desde el estado de dos células.

Watiovaara y cel. (1979), demostraron que en las células gigantes

trofoblasticas hay una cantidad densa de fibronectina
citoplasmatica.
Estudios histoquimicos han sugerido que en vivo, el

trofoblasto invasivo almacena moléculas de matriz extracelular
como la fibronectina y la laminina, las cuales ademas parecen
estar asociadas con su superficie celular, sin embargo no se sabe
exactamente el propésito de esta acumulacidn (11).

Investigaciones ultraestructurales indican que las células
del endodermo de el blastocisto tardio presentan cisternas anchas
de reticulo endoplasmatico y podrian estar activos sintetizando
material extracelular (25, 27).

En estudios en cultivo in vitro en medio sin suero se bha
determinado la presencia de fibronectina asociada con las células
gigantes del trofoblasto -extendidas, demostrandose que éstas
contienen a la fibronectina organizada como una malla granular
(11).

FLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA.

Es escaza la informacién que se tiene acerca de los factores
que modulan la diferenciaciéon del trofoblasto durante el
desarrollo pre-implantacional.

Se piensa que entre los factores que regulan el metabolismo
embrionario, la adhesiéon y diferenciacion del trofoblasto se
encuentran las secrecipnes uterinas y del trofoblasto, (32, 77,

103) y algunos factores séricos, de ahi el interés de éste trabaio
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de estudiar a la fibronectina como un factor s¢rico que favorece
la adhesioén y extensién de blastocistos cultivados in vitro.

Se ha establecido que para que la adhesién y extensién del
trofoblasto ocurra es necesaria la presencia de suero fetal de
bovino , de fetuina & de proteinas de matriz extracelular, como
laminina, fibronectina, colaigena tipo IV, [} de que los
blastocistos se cultiven sobre monocapas de células derivadas de
distintos tejidos. Se desconoce el mecanismo por el que actua la
fetuina e incluso, su accion puede deberse a un contaminante de la
misma (77).

Las proteinas de matriz extracelular proporcionan un sustrato
para la adhesion y extensién, y las células cocultivadas con los
blastocistos parecen ser desplazadas y 1la interaccién del
trofoblasto, presumiblemente es con sustancias producidas por
ellas y depositadas en la superficie de cultivo (81), posiblemente
proteinas de matriz extracelular.

Hay pocos estudios acerca de los componentes del suero que
favorecen la adhesion y extensién del trofoblasto. Se ha
encontrado que es suficiente preexponer la superficie de cultivo
con suero para que se forme una cubierta capaz de sostener la
adhesién y extensidn del trofoblasto (3), que el factor es
sensible a tripsina y la mayor actividad se encuentra en una
fraccidn de PM arriba de 200 KDa (3).

l.a fibronectina podria servir como un factor sérico que
favorece la adhesidn y extensidn del trofoblasto in vitro. Debido
a que es un constituyente del suero de diversas especies,
incluyendo al hombre (50) y es un factible componente del suero de
bovino fetal.

Tachi en 1992 hizo una caracterizacidn parcial de los
factores séricos y encontré que una fraccién de peso molecular
entre 30 y 100 KDa es capaz de inducir el inicio de la extensidn
del trofoblasto y otra fraccién mayor a 100 KDa induce una mayar
extensidn y desarrollo de la masa celular interna.

Ademis, se ha determinado que las fibronectinas son un grupo

de glicoproteinas de, superficie celular importante en las
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interacciones celula-célula y en el control de 1la forma celular
(106), que promueven la adhesién celular a sustratos como colagena
desnaturalizada.

Se ha reportado en otros modelos que la adhesidén y extensidn
de células de rifion de criceto recién nacido requiere la presencia
de componentes del suero que se absorben a 1la superficie del
sustrato. En base a esto nos hemos planteado los siguientes

abjetivos.
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II1.0BJETIVOS,

A) .OBJETIVO GENERAL :

Analizar si la fibronectina es uwno de laos f

actores séricos

que favorecen la adhesion y extensidn durante la implantacidn in
vitro de blastocistos de ratén.
B) .OBJETIVOS PARTICULARES:

1. ~-Detectar la presencia de fibronectina en el suero
de bovino fetal, utilizado en el medio de cultivo para
blastocistos.

2. -Evaluar si se forma una cubierta en la superifice de
cultivo, cuando eésta se expone al suero que
contenga fibronectina.

3. —-Evaluar si la cubierta dejada sobre la superficie de

cultivo es capaz.de sostener la implan
de blastocistos de raton en forma si

4 a una cubierta de fibronectina.

tacion in vitro

milar al suero

4. -Estudiar el efecto del anticuerpo anti-fibronectina

sobre la implantacidn jin vitro de
ratén. Estudiando como se modifica la
blastocistos que rompen la zona pe
adhieren, extienden & pierden el

distintos tiempos de cultivo.
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~-Estudiar el efecto de 1los anticuerpos contra
fibronectina sobre el area de extensidn del
trofoblasto después de 96 h de cultivo.

—~Estudiar el efecto de 1los anticuerpos contra
fibronectina sobre la distribucién de fibronectina en

los blastocistos implantados.
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IV.MATERIALES Y METODQS,
MATERIALES.

1.REACTIVOS:

Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemical

Co.(St. Louis, Mo.): L-glutamina, estuche de proteinas pretefiidas

estandares de peso molecular conocido (estuche MWUND~-50),
fibronectina (F—1141), laminina (L-2020) fraccidn V de la albumina
sérica de bavino (BSA) , sefarosa 4B, acrilamida

N’ N’ -metilen—-bis—acrilamida (M-7256), TEMED, dodecil sulfato de
sodio (SDS), Tris—HCl, adyuvante completo e incompleto de Freund,
giicina, azul de bromofenol, azul brillante de Coomasie, rosa de
Ponceau, Tritén X-100 (T-6878), 3,3’diaminobencidina (D-5637),
NiCl (N-5756), aceite mineral (M-3516), sulfato de kanamicina,
sulfato de estreptgmicina, penicilina G (S-6501), agarosa (A95339),
mezcla de sales para preparar solucidn salina amortiguada con
fosfatos de Dulbbeco (PBS) cNCTC-135.

El suero de bovino fetal inactivado por calor fue de GIBCAQ,
la gonadotrofina de suero de yegua preBada (PMSG) fue de Intervet
(Folligon), la gonadotrofina coridnica humana de Serono (Profasi
5000).

El anticuerpo anti- IgG de conejo marcado con peroxidasa vy
obtenido en cabra fue de HyClone '(anti—19G de conejo-HRP).

Proteinas marcadoras de pesos moleculares fueron de Bio—-Rad,
asi como el papel de nitrocelulosa.

Los filtros de acetato de celulosa con pore de 0.22.um
fueron de MFS.

Los demas reactivos usados fueron grado analitico y de la mas

alta calidad disponible (por lo general Baker & Merck).

2.ANIMALES:

Fueron empleadas ratonas de la cepa CDi para la obtencién de
blastocistos.
Se utilizéd sangre de cobayo para la obtencidn y purificacion
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de fibraonectina.

Se utilizd un conejo de la raza Nueva Zelanda, hembra de 3 kg
para inmunizarlo contra fibronectina y 1la obtencidn de suero
conteniendo anticuerpos anti-fibronectina.

Todos los animales fueron mantenidos en condiciones
ambientales controladas, con un ciclo de luz-oscuridad de 14-10 h,
con provisién de alimento y agua ad libfitum.

Debido a que la implantacidn de los embriones de mamiferos es
un praoceso muy complejo in vivo e inaccesible para el control
experimental, se han establecido modelos para el estudio del

desarrollo del blastocisto in vitro.
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3). COMPOSICION Y PREPARACION DE SOLUCIONES Y REACTIVOS.

Este medio se emplea para la recuperacion de estadios de
desarrollo previos a la implantacién. Suplementado con albumina
se emplea para el cultivo de la etapa de dos ceélulas a

blastocisto.

a).Composicidns

Sustancia Concentracion

g/100 ml

NaCl 0.554

KC1 0.356

Lactato de calcio . 0.0527
KHZPO‘ 0.0162

Mgz SD‘.7HZD 0.0294

Na HCUQ 0.2106

Piruvato de sodio saseessne

cane 0.0028
aanna 0.2416

Glucosa cenaas 0.1

Lactato de sodio al 60%Z ........
\ .

Antibidticos:
Estreptomicina “aa 0.005
PRRICilina 6  ereeescriesacssasorssss  0.00625
Kanamicina ...... T 0.003

Roio fenol sesaemmannemnsncscuanns 0.0005

b) .Preparacicn:
Se disolvieron todos los componentes en la mitad del volumen

deseado, excepto el bicarbonato, el piruvato de sodio, el roijo

fenol v los antibiéticps.
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Se agregaron lentamenteel bicarbonato y el piruvato de sodio,
el rojo fenol y los antibidticos y se aford a la cantidad
deseada, se esterilizé por filtracidn al vacio a través de un
filtro de acetato de celulosa con poros de 0.22 pm.

Antes de emplearlo, cuando asi se requirié, se agregéd la
albumina sérica de bovino (BSA), 0.4 g por cada 100 ml y se
esterilizé de nuevo por filtracién al vacio.

Esta solucién fue empleada como suplemento en los medios

de cultivo, con el objeto de evitar contaminacidn.

a).Composicions

Sustancia Cantidad
Penicilina 6 ceenesman vesevensana - 10 000 U/ml
Sulfato de estreptomicina .....cvenunnn ceeea 10 mg/ml
Kanamicina cesessasccanmnnessenns 10 mg/ml

b) .Preparacidnz:

Se disolvieron 62.8 %g de penicilina G (Sigma 25 000 OO0 U en
15.7 gr), 100 mg de sulfato de estreptomicina y 100 mg de
kanamicina en 10 ml de agua destilada esteéril, se esterilizé por
filtracién al vacio, a traves de una membrana de acetato de
celulosa con poros de 0.22 um.

Se almacend en refrigeracidn hasta su uso.

Se agregaron 100 ul de esta solucién por cada 10 ml de medio
de cultivo.

33



Media chCTC-135

Este mediao es utilizado para el mantenimiento de

cultivo. Fue empleado como medio de cultivo de
blastocistos.
a).Compgsicion:
Sustancia Concentracidn
g/1

L-Alanina cestesmsssamsscncsanasnennons 0.03148
ACido L—0—amino-N-bBUti FiCO ..eeecsceesvisseess  0.00551
L=Argining « HEL  seeecuesecsoisnsoaiioncneees  0.03116
L-Aspargina . HO ..... cenene 0.00919
Acido L-aspArtictD c.caasesssae Veenes 0.00971
L~Cistina . 2HCl  .ueceveenss Yeiea.  0.01368
D (+)-glucosamina -..vaeusees evees 0.00385
Acido L—glutamico ........... - 0.00826
L~-Glutamina ceeaanaranas Ceees  0.13573
Glicina ceeas  0.01351
L-Histidina . HCl .HO ....... 0.02465
Trans—4-hidroxy-L—prol ina s 0.00409
LL-Isoleucina cesesnnan .o 0.01804
L-Leucina cesmmenae .e 0.02044
L-tisina . HC1 0.03843
L-Metionina cesmaman ce-.  0.00444
L-Ornitina . HCl  ....... Yiees  0.00941
L-Fenilalanina cananmas 0.01653
L~Prolina P 0.00413
L-Serina cereaes 0.01075
Taurina 0.00418
L-Treonina P M « B 8 -1
L-Triptofano ...........;....;.......... 0.0175
L-Tirosina 2Na .2H.0 O « TN s Y- 74
L-Valina I « Y& 1.
Acido ascérbico.Na cnsessscssasenmanencennon 0.05
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D-Biotina eieesesesnacnsnnennat

Cloruro de colina .ececeeseveescavn
Cocarboxilasa ceescasasnnaae et teavaa

Coenzima A . Na cessnsaseneain

2'—desoxiadenosSinad .c..viesccna asweas
2 ' ~desoxiquanosina .........;.. ‘;.....
2'~desoxicitidina . HCl1 ...... secuun
Ergocalciferol .........;.;1 Civseeane
FAD . 2Na e ,

Acido félico Ceereeeeeeeiiveaaesaeeaaas

ACido D-glucurénico . Na seaceseesweiorionsnas

Lactona del Acido D—glucurénico......{ ceennae

Glutatién .2Na sessesdseresarvanuy

Mio—-inositol tassasemasecnsaa emssea
Menadiona. bisulfito de sodio .....- mmmea
S-metilcitosina HE1 cieeveeneeseccnioniiioniaans
B-NADP .Na A A S
3-NAD seesssaannarin

Niacinamida “ecanenaraandn

Acido nicotinico weescssananans

Acido p-amino beNzéicd ....iae.e.id.
Acido D-pantoténico . 1/2 Ca .;;;;;.
Piridoxal. HCl eeeeeeaaiae

Piridoxina . HCl ceresesanangyal

Acetato de retindl  cueeseesecarseionidianaann-

Riboflavina g s
Tiamina. HC1 D R R R
Timidina .............;.;..........
Tween 80 Msscenamsessesmuscensnusan
Fosfato de tocoferol J2Na cecceacevesnesnsas
UTP . Na setasseassesssmesacaanenny
Vitamina Blz A S

Cloruro de calcio .2H20 ceseassseacmmunseranues
Sulfato de magnesio (anhidro) ...cecevaveccasea

Cloruro de potasip ..cccecccccsccsmancsccnvsns
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0.000025
0.00125
0.001
0.0025
0.01
0.01
0.01
0.00025
0.001
0.000025
0.0018
0.0018
0.02
0.000125
0.00004
0.0001
0.001
0.007
0.0000625
0.0000629
0.000125
0.000025
0.0000625
0.0000625
0.00025
0.000025
0.000025
0.01
0.012%
85000025
0.001

0.01
0.26%

0.1
0.400



Acetato de SOdi0  .eveeisieeeciereieiieneses 0.03

Cloruro de sodio .............f..' &.800
Fosfato de sodio monobasico anﬁidro: 0.122
D—glucosa ...........,..;;;1.;;.;...' 1.000
Rojo fenol . Na .......................;.. 0.02

b) .Preparacidns

Se disolvieron 2.4 g de 1la mezcla comercial de medio
cNCTC—-135 con L-glutamina, sin bicarbonato de sodio (N5138) en 200
ml de agua destilada y desionizada, se disolvieron con agitacién.

Se adiciond al media, 2.2 g de bicarbonato de sodio/litro.

Se ajusts el pH @ 7.2 usando HC1 &6 NaOH 1IN (0.2 unidades
abajo del pH deseado).

Se aforé con agua destilada a un litro y se esterilizéd por
filtracién al vacio, usando una membrana de acetato de celulosa
con poros de 0.22 um.

Se guardd en forma aséptica entre 2-6°C y en oscuridad bhasta
SU uso.

Cuando se requirid suplementado con suero fetal de bovino,
antes de emplearlo, por cada 9 ml de medio se agregaron, 1 ml de
SBF y 100 ul de la solucién de antibioticos. Se esterilizé por
filtracion al vacio.

En otras ocasiones se suplemento con BSA al 0.4 %Z, en lugar

del suero.
Soluciédn salina amortiguada con fosfatos de Dulbecco (PBS).
Esta solucién fue utilizada para el lavado de las columnas

para cromatografia de afinidad, para hacer diluciones y en el

lavado de los tejidos durante las inmunotinciones.
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a).Composicidne:

Sustancias Concentracidn
' g/1
Cloruro de magnesio . 6H20 cssmsensmevesame 0.100

Cloruro de potasio mecavescennssann 0.200

Fosfato de potasio MONObLASICO ...cececaccnnas 0.200
cassevesasness B8.000
seaemacasansas 1.150

Cloruro de sodio

Fosfato de sodio dibasico
b) .Freparaciéns:

Se prepard a partir de una mezcla comercial de las sales que
lo componen (D5773 de Sigma).

Se disolvis el contenido del paquete para preparar un litro
de PBS en 900 ml de HZD destilada estéril, agitando hasta su
disolucidn.

Se ajustsd el pH a 7.2 (0.2 unidades abajo del deseado), con
el empleo de HC1 1N.

Se aford al volumen final (1 litro).

Se esterilizé por’ffltracién al vacio, a través de un filtro
de 0.22 um de poro.

Se almacens en frascos estériles a 4°C hasta su uso.
I1.-PREPARACION DE REACTIVOS PARA EL ISA.
Solucidp amortiguadora de recubrimiento.

Fue utilizada para el recubrimiento de la placa para ELISA

con la solucidn de fibronectina, durante 1& horas a 4°C.
a).Composiciéns:

Sustancia Cantidad

NazCDs

treseeressnassesanassisesssss 1.59 @
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NaHCO, 2.93 g
NaN_ teseessesasrsascssansannsnnsns 0.2 g

HZO, aforar a sescmamsescavsetssuassorraanune 11

b). Preparacidn:
Se disolvieron las sustancias indicadas y se ajustd el pH a

?.6 con NaOH 1M y se aford a un litro con agua destilada, se

almacens a temperatura ambiente por no mAs de dos semanas.

Sglucidén salina amortiquada con fosfatos-Tween

Se utilizé para el lavado de las muestras y para hacer

diluciones de los anticuerpos durante la prueba de ELISA.
a).Composigion:
Sustancias Cantidad

NaC1 8 g

C1 cevcssteuaceeciecinamsastannnan 0.2 g

KH_PO 0.2 g
2 &

NaHPD‘ 1.5 g

Tween 20 0.3 ml

H O eemsessnessursnanar s ennannt 11
2 : ;

b). Preparacidén:

Esta solucidén se prepard en el momento de ser utilizada, se
disolvieron todas las sustancias, excepto el Tween 20 en 900 ml de
Hzo destilada estéril, agitando hasta su disolucidn.

Se ajustéd el pH a 7.2 (0.2 unidades abajo del deseado), con
el emples de HC1 1IN.

Se aford al volumen final (1 litro).

Se agregs el Tween 20, agitando hasta su disolucion.
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Sugtrato para ELISA (ABTS)

Se utilizé como sustrato durante la prueba de ELISA.

a).Composicién:
Solucidn amortiquadora de fosfato-citrato
Sustancia concentracisn

Acido citrico 0.06 M cesessssautenvsianenmnny 12.61 g/1
NazHPO‘ 0.09 M cecesraccancoanansssnan 24 .12 g/1

HJJ, aforar a sescssanacsenonsnannnes 11

Sustrato de ABTS
2'y2°'—Azino-bis 3JI-etilbenzo-tiazolina-6—acido sulfdénico (sal
de diamoniao) (ABTS) cesccseseavstasssennanaan 137 mg
Amortiquador de fosfato-citrato .............. 250 ml

Fuﬂz al 30 % ceuerscnemccnsaancannans 0.015 m1/Sml

b).Preparacidén:

Este sustrato se prepard en el momento de usarse, el
amortiguadar de fosfato-citrato debe de estar a un pH de 4.2.

111.-PREPARACION DE REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA-SDS.

Soluciédn de acrilamida-bis—acrilamida (X0:0.8)
Se disolvieron 30 g de acrilamida vy 0.8 g de bis—acrilamida

en 50 ml de agua destilada, posteriormente se aford a 100 ml y se
filtré en papel Whatman No. 1. Se guardd a 4°C en un frasco ambar

hasta un mes.
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Persulfato de amonio al 1.5% p/v.

Se disolvieron 0.15 g de persulfato de amonio en 10 ml de

agua destilada, siempre se prepard antes de usar.

SDS al 10Z p/v

Se disolvieron 10 g de SDS en 70 ml de agua destilada,
mezclando con un agitador magnético hasta la obtencién de una
solucidén clara, posteriormente se aforéd a 100 ml con agua

destilada, esta solucién es estable a temperatura ambiente.
Amortiquador del gel concentrador (Tris—HC1l 0.5 M, pH 4£.8)
Se disolvieron 6 g de Tris en 40 ml de agua, se titulo a pH

6.8 con HC1l 1M, después se ajustéd a 100 ml, se filtré en papel
Whatman No. 1 ¥y se almacend a 4°C hasta su uso.

amortiquador para el gel separador (Tris—HC1 3M, pH 8.8).

Se disolvieron 36.3 de Tris en 48 ml de HCl 1M, se ajustd el
pH a B.8 can HCl1 1M vy se aford a 100 ml con agua destilada. Se
filtrs en papel filtro Whatman del No. 1 y se almacens a 4°C hasta
SU WSO.

Amortiquador del reservorio,

a). Solucidén madre (Tris 0.25 M, glicina 1.92 M, SDS 1%
pH 8.3).

Se disolvieron 30.3 g de Tris, 144 g de glicina y 10 g de SDS
en 800 m! de agua destilada, se ajusts el pH a 8.3 con HCl 1M y se
aforéd a 1 litro con agua destilada, se almacend a 4°C  hasta su
usn.

b).Solucidn de trabajo.
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Se diluyéd la solucion madre 1:10. Se puede reutilizar hasta
cinco veces.

Amortiguador de muestra 2X.

Se mezclaron los siguientes reactivos:

Tris—-HC1l 0.5 M pH 6.8.ccc.-.- cesmanascemnsacescnusssenanslad Ml

SDS al 10%....... e P )

glicerol..c..... ceeesavacssssssensnesTanesnansosann s 2.0 ml
fp-mercaptoetanol...c..cscecccnncvecnccsrcannseransannan «1.0 ml
T PP R . B 91

Azul de bromofenDl.ccccccesrcanansaanrsananaanssassaliNda pizca.
Se separé en alicuotas y se guardo a —20°C hasta su empleo.

IV.—PREPARACION DE REACTIVOS FPARA ELECTROTRANSFERENCIA £
INMUNODETECCION

Solucién amortiquadora de transferencia.
Esta solucién fue utilizada para el lavado de los geles con
el objeto de equilibrarlos y como amortiguador durante la

electrotransferencia de las proteinas.

a).Composicions '

Sustancias Cantidad
Trisma base tesemsscessmnsnnessananannnn 3.03 g
Glicina Y 14.4 g
Metanol al 207 cswsessssensrsascsmnsnannann 200 ml
HzD aforar a sesmecscamcunauEmmsacccunsea 11

b).Preparaciéns

Se prepard al momento de usarse, disolviendo todas las
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sustancias y aforande a un litro con agua destilada, Esta
solucion puede ser reusada hasta 2 veces se quarddé en

refrigeraciéon.

Solucién salina amortiquada con fosfatos—Tritén X-100

Fue utilizada para el lavado del papel de nitrocelulosa
asi como diluyente de 1la leche sveltes en la técnica de

inmunodeteccidén.

a).Composicions

Sustangia Cantidad
NaC1l ey < 3 : |
KC1 cesstmussensasavsssnasesssacssccascal2 g
KHzPD‘ cecsaunsesssasvsssannsanssnnnenssess0s2 @

Triton X—100 al QOucl/.cceaccasansanssacasannsnannnusanalO g

HO easessvssssssncessvscssenncazncasnsal 1
2
b) .Preparacions

Esta solucidén se prepard en el momento de ser utilizada, se
disolvieron todas las sustancias, excepto el Tritén X-100, en <90
ml de H;J destilada estéril, agitando hasta su disolucién.

Se ajustsd el pH a 7.2 (0.2 unidades abajo del deseado), con
el empleo de HC1 1iN.

Se aford al volumen final (100 ml).

Se agregéd el Tritén X—-100 al 0.17 agitando hasta su
disolucidn.

4) .OBTENCION Y PURIFICACION DE FIBRONECTINA.

ta fibronectina se purificé por el método de cromatografia de

afinidad en gelatina—-seéfarosa. Para lo cual se colectd sangre
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fresca de cobayo, en citrato de sodio al 5%, conteniendo floruro
de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) 0.1 mM disuelto en isopropanol, se
centrifugé a 3,000 rpm durante un periodo de 15 minutos, el plasma
recuperado, se centrifugé nuevamente a 11,000 rpm durante 30 min.
El plasma libre de material particulado se pasé a través de una
columna de afinidad de gelatina—sefarosa 4B a 4°C. La columna se
lavé secuencialmente con NaCl 0.5 M, NaCl 1.0 M y urea 1.0 M en
Tris—-HCl O.05 M, pH 7.4. La fibronectina unida se eluyd con
Tris-HC1 0.05 M, pH 7.4 conteniendo urea 4.0 M. Todos 1los
amortiguadores contenian PMSF 0.1 mM.

Se colectaron fracciones de 3 ml en tubos de ensayo que
contentan 100 ul del amortiguador Tris-HC1 1.0 M pH 8.6, para
neutralizar inmediatamente el pH. Posﬁeriormente se determind la
presencia de fibronectina leyendo la absorbencia a 280 nm. Las
fracciones correspondientes al pico principal se juntaron vy se
sometieron a dialisis contra Tris-HC1 0.05 M, NaCl 0.i5 M, pH 7.4,
posteriormente la muestra se dividié en alicuotas y se almacend a
-70°c.

Para determinar la pureza de la proteina aislada se realizdé
la separacién electroforética de 1la proteina purificada por
electroforesis unidimensional en gel de poliacrilamida-SDS al
7.5%4, acorde al método de Laemli (59).

S).PREPARACION Y PURIFICACION DE ANTICUERPOS
CONTRA FIBRONECTINA

Antisueros contra fibronectina de cobayo fueron obtenidos
en conejos, hembras de 3 Kg de la raza Nueva Zelanda; para ello 1la
fibronectina purificada del plasma, se utilizd como inmunédgeno.
Se inyectaron cuatro dosis de fibronectina, las dos primeras a una
concentracién de 150 g de la proteina en 300 ul de PBS vy 150 ul
de adyuvante completo de Freund, se aplicaron por via
intramuscular, con intervalo de una semana; 15 dias después de 1la
segunda dosis, se aplicé una terceru, la cual contenia S00 ug de

proteina en PBS y 500 ul de adyuvante incompleto de freund, se
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aplicé por via intramuscular en diferentes zonas del cuerpo. Una
semana después se administré la ultima dosis, en este caso fueron
300 g de la proteina sin adyuvante y por via intravenosa. Se
dejs descansar al animal durante 7 dias y se procedid al sangrado
total del mismo.

Los anticuerpos contra fibronectina fueron purificados por
cromatografia de afinidad en una columna de fibronectina sefarosa
4B, para ello, el suero libre de material particulado, se pasd a
través de ella a 4°C; la columna se lavé con amortiguador de
fosfatos 0.1 M, pH 7.2 hasta que ya no se detectaron proteinas en
el eluido a 280 nm. Los anticuerpos se eluyeron de 1la columna
con glicina 0.2 M, pH 2.8 y se colectaron fracciones de 500 ul en
tubos de ensayo que contenian 190 1l del amortiguador Tris—-HCl 1.0
M. pH 8.6 para neutralizar inmediatamente el pH. Posteriormente

se determind la presencia de proteina en las fracciones, midiendo

la absorbencia a 280 nm. Las fracciones que contenian el
anticuerpo se Jjuntaron Yy se dializaron contra PBS a 4°C,
posteriormente se diluyé 1:2 con glicerol, se separard en
alicuctas que se almacenaron a -70°C. La concentracidn de

proteinas en la solucidn del anticuerpo se determiné por el método
de Lowry (60).

R.METODOS.

1). TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-FIBRONECTINA POR ELIGA.

tos anticuerpos obtenidos fueron titulados por ELISA, para
ello se recubridé cada pozo de la placa de poliestireno para ELISA
con 100 ul de la solucidn de fibronectina (10 g/ml) con el
amortiguador de recubrimientoc (carbonato-bicarbonato 0.01 M a pH
?.6). B5e incubdé por 16 horas a 4°C. Posteriormente se hicieron
tres lavados con TWEEN 20 al 0.05% en PBS. Se bloguearon 1los
sitios de unidn no especificos por la adicidn de 100 pl de BSA al
17 por pozo, incubando durante una hora a 37°C y se realizaron
tres lLavados con PBS—TWEEN 20.
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Se hicieron diferentes diluciones del anticuerpo obtenido en
PBS—-TWEEN 20, todas se hicieron por duplicado, comprendidas entre
1:10 a 1:210 000, se colocaron 100 ul de 1las diluciones en cada
pozo y se incubd por una hora a 37°C, posteriormente se hicieron 3
lavados con PBS—TWEEN.

Se adicionaron 100 ul por pozo del conjugado IgG de chivo
anti IgG de conejo-peroxidasa diluido (1:10 000) en PBS-TWEEN 20.
Se incubs a 37°C por una hora, se hicieron 3 lavados con PBS-TWEEN
20. Se agrego la mezcla de sustrato 100 ul/pozo, empleando como
tal, ABTS 1 mM (2,2 Azino-bis 3-etil-benzo—tiazolina-6 Acido
sulfénico) y Hznz al 0.17 disueltos en amortiguador de
citrato—fosfato. Se incubd por 15 min.' Para detener la reaccién
se adicionaron 25 ul paor pozo de stD‘ 1.9 M & SDS al 204 y se
leyé la absoarbencia a 492 nm.

2) DETECCION DE FIBRONECTINA EN EL SUERO FETAL DE BOVINO.

a). SEPARACION ELECTROFORETICA DE LAS PROTEINAS DEL SUERD.

La concentracién de proteinas en el SBF fue determinada por
el método de Lowry (460).

El suero diluido en agua destilada se mezcld 1:1 con
amortiguador de muestra concentrado 2 veces, de modo que quedaran
100 g de proteinas en 20 ul, la mezecla tenia una concentracién
final de Tris-HCl 0.625 pH 6.8, SDS 2%, 2-mercaptoetanol 5%,
glicerol 10%Z y azul de bromofenol 0.0027Z y se almacend a -20°Cc
hasta su uso.

Muestras de suero conteniendo 25, 50, 75 y 100 ug de
proteinas fueron separadas por electroforesis unidimensional en
geles de poliacrilamida con SDS de acuerdo al procedimiento de
Laemmli (59), el gel concentrador fue al 3.75% y el separador al
7.5%, se corrieron simultaneamente proteinas estandares pretefiidas
de peso molecular conocido (estuche MWND-50 de Sigma), como
referencia. Unos geles fueron tefiidos con azul brillante de

Coomasie, se fijaron y .se secaron, entre papel celofan dulce para
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su observacidn Yy otros se procesaron para la deteccidén de

fibronectina por inmunablot.

b). ELECTRQFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS EN UNA
DIMENSION.

Se realizaron por el método de Laemli (59) como se describis
por Hames y Rickwood (45).

Para ello, se sobremontaron las placas de vidrio (bien
lavadas), colocando entre ellas 3 separadores de 0.75 @mm de
grosor, sujetando con pinzas. Se sellaron los bordes externos de
los separadores con las placas de vidrio con agaraosa al 2%
calentada en un bafio Maria. '

Se prepare la mezcla del gel separador, acorde a la
concentracidn de acrilamida deseada (7.5%Z o 10%Z), mezclando las
siguientes soluciones:

CONCENTRACION DEL GEL
7.5% 10%

Solucion de acrilamida -

bis-acrilamida (30:08)...cnciscacnccane 2.9 Ml .aeee 3.33 ml

Amortiguador para el gel separador.... 1.2% ml eene 1.25 ml

SDS al 107c.cercncacenccrnccasmovacaes Ol ml oo 0.1 ml

Persul fato de amonio al S%....sc0ueac..0.5ml ..... 0.5 ml

Agua destilada..c.cauerccencccnncenaas3.65ml ... 4.82 ml

Se desgasificd por un minuto con una bomba de vacio, se
agregaron 5 ul de TEMED, se agité y 1la mezcla se vacid entre las
placas de vidrio colocados en posicién vertical.

Se dejaron 3.5 cm en el extremo de las placas y se colocd can
una jeringa, en la superficie del gel, el amortiguador empleado
para hacerlo, después de que el gel polimerizés, se retird la capa
de amortiguador.

Se prepard el gel concentrador al 3.7%Z mezclando los
siguientes reactivos:

Solucidén de acrilamida—-bis—acrilamida (30:08).....0.6250 ml
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Amortiguador del gel concentrador........cccvece-2.1.25 ml

SDS Al 10%..ccvraccusessscsuncssnnnnccnssonnnsnaseedO ul

Fersulfato de amonio al 1.5/ ... .cecivrcncnaancsenasa0.25 ml

Agua destilada..cececcsnccsanoncsssnsaanscsansnsances2.82 ml

Se desgasified con una bomba de vaci{o y se le agregaron S5 ul
de TEMED.

Se lavéd la superficie del gel separador con el gel
concentrador, se termind de llenar el espacio entre las placas de
vidrio con gel concentrador y se inserté 1la peineta, evitando
dejar burbujas de aire.

Se dejié polimerizar, se retird la peineta, se lavaron las
pozas con amortiguador de reservorio y se Ilenaron con el.

Se removid el separador de la base y se colocd el gel junto
con las placas de vidrio en la camara de electroforesis.

Se agregé el amortiguador de reservorio al recipiente
inferior de la camara y se removieron las burbujas del gel.

Se llend el recipiente superior con el mismo amortiguador.
Se cargaron las muestras en las pozas usando una microjeringa
Hamil ton.

Se conectaron los electraodos, el 4nodo al recipiente inferior
y el catodo al reservorio superior, se corrid la electroforesis a
voltaje constante, aplicando 125 V durante 15 min mientras las
proteinas atraviezan al gel concentrador, posteriormente se elevd
el voltaijie a 200 V.

c) .ELECTRQTR RENCIA DE PROTEINAS A PAPEL DE
NITROCELULOSA E INMUNODETECCION DE FIBRONECTINA.

Para detectar si una de las bandas de proteinas séricas
separadas en el gel de poliacrilamida corresponde a fibronectina,
las proteinas del gel fueron transferidas a papel de nitrocelulosa
vy la reaccién de la banda correspondiente a fibronectina con el
anticuerpo contra ella fue visualizada por 1la técnica de
inmunaoblot acorde a Towbin (1979), como se detalla a continuacidn.

Los geles a transferir se equilibraron en el amortiguador de
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transferencia (Trisma—-base 25 mM, glicina 192 mM, 207 metanol)
durante 30 minutos, éste amortiguador fue previamente enfriado a
4°C por un periodo de 24 horas.

Se hizé un sandwich en el siguiente orden; fibra
Scotch—-Brite, varias capas papel filtro Watman de No. 1, papel de
nitrocelulosa, gel, varias capas de papel filtro y fibra de
Scoth-Brite. Se inserts¢ é¢ste sistema dentro de la camara de
electrotransferencia, colocando el gel hacia el catodo v el papel
de nitrocelulosa bhacia el anado, después se, adiciondé el
amortiguador de transferencia. La electrotransferencia se llevd a
cabe a 35 V durante toda la noche.

Fosteriormente se removié el papel de nitrocelulosa y se tifio
con rosa de Ponceau al 0.27 en agua destilada. Despué¢s de
abservar que la transferencia fue buena, se lavd con PBS-Tritén X
—-100 al 0.1% para eliminar el colorante y se llevd a cabo 1la
inmunodeteccién de fibronectina, como sigue:

El papel de nitrocelulosa recién transferido, se colocéd en un
recipiente con 15 ml de una solucidén de BSA al 3% en amortiguador
PBS Tritén X-100 (1%), se incubd a 37°Ccon agitacidn, durante 1 h.
Después la membrana se incubd en 10 ml de una solucién de albumina
sérica bovina al 1%Z en PBS TritéenX-100 (1%), conteniendo el
anticuerpo (anti-—-fibronectina) en una dilucién de 1:2000, durante
3 horas. El exceso de anticuerpo se laveéd con  amortiguador PBS
Tritén X—100 durante 30 min, realizando 3 cambios del amortiguador
vy se incubd durante 1 horas en 10 ml de BSA al 1% en amortiguador
PBS tritén X-100 (1 %), conteniendo el segundo anticuerpo (anti-y
globulina de conejao, obtenido de cabra, conjugado con la
peroxidasa (HyClone) en una dilucién 1:5000.

Se hicieron tres lavados con amortiguador de PBS tritén X—100
(1%), tres con PBS (0.15 M) y tres con amortiguador de fosfatos
50 mM pH 7.4. Posteriormente se revels la actividad de peroxidasa
empleando como sustratos Hzoz y 3, 3’ diaminobencidina (DAB),
intensificando la reaccién con NiCl y CoCl de la siguiente maneraj;
el papel de nitrocelulosa, se incubd en una solucidn de DAB 5
mg/ml, NiCl 1 mg/ml y CoCl 1 mg/ml en amortiguador de fosfatos G50
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mM pH 7.4 durante 10 minutos. Posteriormente se incubé otros 10
minutos en la misma solucidn a la que se agregd H:Dz al 1%, se

lavé en agua destilada y se secd para su observacidn.

EXPUESTA A SUERO POR TINCION INMUNDGUIMICA.

Cajas de cultivo de plastico Falcon (3001) de 35 mm, se
expusieron a gotas de 20 pl de las siguientes soluciones de
proteinas: suero de bovino fetal al 10 7 en cNCTC—-135,
fibronectina 50 pg/ml, laminina 100 .g9/ml y BSA al 4%, las tres
tltimas se disolvieron en PBS 0.15 M pH 7.4, se incubaron durante
4 h a 37°C, en una atmésfera humeda coﬁ S%4 de CUz; las gotas
estaban cubiertas con aceite mineral. Posteriormente la
superficie se lavé cinco veces durante 10 minutos con PBS 0.15 M
pH 7.4 v se procedid después a la deteccidn de fibronectina acorde
al siguiente procedimiento.

Las superficies expuestas se fijaron con formaldehido al 1.5%
en PBS durante 30 min, se lavaron tres veces con PBS por 5 min.
Posteriormente se incubaron 15 min con NH‘CI 50 mM diluido en PBS,
y se hicieron tres lavadaos con PBS de S5 min cada uno.

Se incubs con el anticuerpo anti—fibronectina diluido 1:2000
en PBS conteniendo albumina al 3 % durante 1L h a 37°C, se hicieron
tres lavados con PBS de 10 min cada uno. Se 1llevé a cabo la
incubacion con el anticuerpo de cabra contra y—globulina de conejo
marcado con peroxidasa (HyClone) diluido 1:5000 en PBS—albumina al
3 %. Se lavéd con tres cambios de PBS de 10 min cada uno y dos en
una solucidén amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7.4.

Las muestras fueron incubadas en una solucién que contenia
diaminobencidina (DAB) 5 mg/ml, NiCl 1 mg/ml, CoCl 1 mg/ml en
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4. Durante 10 min.

Posteriormente se incubaron 15 min en la misma solucidn, pero
conteniendo Hzoz a upa concentracion de 1%.

Se lavé 4 veces con el amortiquador de fosfatos 50 mM a pH
7.4 por 5 min cada uno.y se llevé a cabo su observaciséon. Se
realizaron controles en los que se omitié el primer anticuerpo.
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4) .PRODUCCION Y QUL TIVO DE EMBRIONES
a).Preparacidn de los animales:

Se utilizaron ratones hembras virgenes de la cepa CD1 de 2-3
meses de edad, a las que se les induié a superovular por medio de
la inyeccidén intraperitoneal de S UI de gonadbtrofina de suero de
yegua prefada (PMSG), y después de un periodo de 45 horas, la
administracién de 5 Ul de gonadotrofina coridnica humana (hCG).
FPosteriormente se hizé el apareamiento con machos fértiles, de 1la
misma cepa, haciendo la revisién del tapé&n vaginal al dia

siguiente, la presencia de éste indicé primer dia de prefiez.

b). Obtencicn y cultivo de embriones.

La coleccidn de blastocitos se llevé a cabo al 40. dia de
prefiez, entre las 12 y 14 horas, para ello se hizé el lavado de
los cuernos uterinos con medio de Biggers sin albumina (8). Los
embriones fueron cultivados bajo aceite mineral en gotas de 20 ul
de medio de Biggers suplementado con albumina (4 mg/ml) vy
antibisticos (penicilina 6 100 U, estreptomicina 100 ug/ml vy
kanamicina 100 wug/ml) durante un periodo de 17 h (9).
Posteriormente los blastocistos se transfirieron en grupos de 10 a
diferentes medios y condiciones de cultivo:

a) Medio cNCTE 135 (Sigma) suplementado con suero de bovino
fetql al 10%Z (inactivado con calor) y antibidéticos (penicilina 6
100 U, estreptomicina 100 g/ml y kanamicina 100 pg/ml) (90).

b) Medio cNCTC-135 sin suero, suplementado con BSA al 0.4%Z
sobre una superficie que fue expuesta por 4 horas a suero de
bovino fetal al 107 en cNCTC-135 y lavada previamente con cinco
cambios de PBS.

c) Medio ecNCTC sin suero, suplementado con BSA al 0.4% sobre
una superficie que fue expuesta a fibronectina 50 umg9/ml en PBS
por 4 horas y lavada previamente con FBS.

En todos los casos se cultivaron 10 blastocistos en gotas de
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20 ul de medio bajo aceite mineral (Sigma) en cajas de cultivo de
plastico Falcon (3001) de 35 mm. Se incubaron a 37°C en una
atmésfera humidificada y con 5% de CDz, 957 de aire, en una
incubadora de COz de flujo continuo NARCO.

5).CINETICA DEL CULTIVD Y EVALUACION DEL. CRECIMIENTO
TROFOBLASTICO.

Los cultivos fueron observados cada 24 horas durante un
periodo de 4 dias, a través de un microscopio invertido con
contraste de fase Karl Zeizz para eséablecer la proporcién de
blastocistos con ruptura de la zona peldcida, que se han adherido
y extendido sobre el sustrato ¢ que conservan la cavidad del
blastocele (37, 41).

A las 96 horas de incubacidén se tomaron fotografias con un
microscopio invertido a traveés de una camara Contax RTS, para
posteriaormente evaluar el 4area de extensidn de 1los embriones
implantados. Siempre se emplec un objetivo de 25X, un ocular de
10X, ¥ un aumento de la foto 4X.

6) .EVALUACION CUANTITATIVA DEL AREA DE EXTENSION.

3

Se evalud el irea de extensién en forma cuantitativa usando
las fotografias de los implantes tomadas a las 96 horas de
cultivo, utilizando una plantilla de doble cuadricula: cuadros
grandes de 1.2 X 1.2 cm ¥y cuadros chicos de 0.3 X 0.3 cm = 9 mm'.

La plantilla se sobrepuso a 1la fotografia y se contéd el
namero de puntos localizados en el centro de cada unidad de area
de muestreo (9 mmz) que quedaban incluidas dentro del crecimiento
trofoblastico. De ello se estimo el area ocupada por el
trofoblasto en la fotografia (Ar)'

Para 1la abtencién del Airea de extension se empleoc la
siguiente férmula (Doghenweiller, 1990):
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Donde: A= 4area de extensién del trofoblasto en
el cultivo.
A = area de extension del trofoblasto en
la fotografia.

a’= cuadrado del numero de aumentos.

7).EFECTO DEL ANTICUERPO ANTI-FIBRONECTINA SOBRE LA CINETICA DEL

Para evaluar el efecto del anticuerpo anti-fibronectina se
manejaron dos grupos uno control y otro problema, en el grupo
problema se agregd anticuerpo (anti~fibronectina) en diferentes
diluciones 1:1000, 1:500, 1:250, 1:125 si se expresan como la
concentracion de la proteina equivalen a 0.0044, 0.0088, 0.0176,
0.0352 mg/ml respectivamente) en medio cNCTC-135 suplementado con
suera de bovino fetal al 10% (inactivado por calor) y con
antibisticos (penicilina 6 100 U, estreptomicina 100 ug/ml vy
kanamicina 100 pg/ml). El grupo control se hizd con el solvente
del anticuerpo TRIS fH—Glicerol 1:1 dilufdo 1:125 en medio
€NCTC-135 suplementado con suero de hovino fetal y antibiéticos.

Se colocaron gotas de 20 gl de los medios control y problema
en cajas de cultivo de plastico Falcon (3001 de 35 mm, baio
aceite mineral (Sigma) en ellas se cultivaron los blastocistos
cultivados previamente por 17 h en medio de Biggers—BSA,
posteriormente se transfirieron a las diferentes condiciones en
grupos de 10 durante un periodo de 79 horas a 37°c. Se seguié la
cinetica de los cultivas durante los 4 dias de incubacid¢n tomo se
indicd. Evaluando los porcentajes de blastocistos adheridos vy
extendidos, con ruptura de 1la zona pelucida, y con cavidad

blastaocélica. Se tomaron fotografias a las 96 horas de
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incubacién, para hacer una valoracidn cuantitativa de las areas de
extensidon del trofoblasto. Las fotografias siempre se taomaron
empleando obietivaos de 25 X y un ocular de 10 X con una cémara
Contax RTS adaptada al microscopio. Se procedié a evaluar el area
de extensidn de los implantes siguiendo la metodologia mencionada

para este objetivo.

8) .TINCION INMUNOQUIMICA PARA FIBRONECTINA DE LOS BLASTOCISTOS

CULTIVADOS

Después de los 4 dias de cultivo los embriones cultivados en
medio cNCTC—-135 suero con diversas diluciones del anticuerpo se
procesaron para la deteccidn inmunohistoquimica de fibronectina.

L.a tincién se realizé sobre la superficie de cultive, en
gotas, bajo aceite mineral, 1los embriones se lavaron I veces
durante 10 minutos con PBS 0.15 M pH 7.4, Se fijaron con
formaldehido al 1.5% en PBS durante 30 minutos, se lavs tres veces
con la PBS por 3 minutos. Posteriormente se incub®d 135 minutos
con NH‘CI 50 mM diluido en PBS, para apagar 1los aldehidos
presentes, lavando tres veces con PBS durante de § minutos cada
uno.

Se llev®d acabo 1la ‘permeabilizacién de las muestras con
metanol a —-4°C durante 15 minutos. inmediatamente se lavd con
amortiguador de fosfatos 350 mM pH 7.4, realizando cambios de S
minutos.

La incubacidén con el primer y segundo anticuerpo y la
deteccidn de la actividad de peroxidasa se realizé como se
descibid para la deteccion de fibronectina en la superficie de
cultivo. Por otra parte también se inactivé la peroxidasa
endédgena.

tina vez concluida la tincidn, se removiéd el aceite mineral vy
los tejidos fueron lavados extensivamente con PBS, las bases de

las cajas de cultiva fueron cortadas con una navaja de bisturit
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calentada a la flama y sobre los tejidos se monto un cubrenobjetos
con PBS—gliceraol 1:1, sellando los bordes con esmalte transparente
de ufias.

Se tiferon simultineamente controles en que se omiti¢ al
anticuerpo contra fibronectina.

Los tejidos fueron observados vy fotografiados en un

fotomicroscopio Zeizz FOMIT III.

9).ANALISIS ESTADISTICOS.

Por lo general 1os resultados se analizaron por la prueba de
analisis de varianza (ANOVA) de un factor, seguida por la prueba
de comparaciones multiples de Scheffe (17), los datos de
porcentaje fueron convertidos previamente a su arcoseno.

En relacisén a las cinéticas de los cultivos en presencia de
distintas concentraciones del anticuerpo anti-fibronectina, se
llevé a cabo el anadlisis de varianza (ANOVA) de dos factores,
seguida por la prueba de comparaciones multiples de Scheffe. Aqul
se tomaron como factores, el tiempo de cultivo y la concentracidn
de anticuerpo.

Se empled el analisis de t de Student para muestras
independientes para comparar las Areas de extensién de los
blastocistos a las 96 horas de cultivoe en cNCTC-suero con los

cultivados sobre la cubierta dejada por el suera.
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V. RESULTADOS

Para determinar la pureza de la fibronectina obtenida se llevo
a cabo el corrimiento en geles de poliacrilamida-SDS en una
dimension al 7.5 %, en la figura 2 se presenta el patron
electroforético de la muestra de fibraonectina purificada.
Se observa uUnicamente una doble banda con peso molecular de
220 Kba, peso correspondiente a las unidades monaméricas de la
fibronectina. Practicamente no se observan otras bandas por lo
que la proteina que obtuvimos tiene un buen grado de pureza.

Se comprobd que era fibroectina por la técnica de inmunoblot.

Se obtuvé un suero anti-fibronectina en conejo. Para
purificar al anticuerpo, el suero libre de material particulado se
paso a través de una columna de afinidad de sefarosa
4B—-fibronectina.

Se obtuvé una concentracidén de proteinas de 4.4 mg/ml en la
solucidén obtenida de anticuerpos.

Los anticuerpos anti-fibronectina aislados reaccionaron con
fibronectina, por la prueba de ELISA. La dilucidn de anticuerpo,
que indico el titulo de éste fue de 1:35000 donde 1l1la absorbencia
fue de 1.

DETECCION DE FIBRONECTINA EN EL SUERO DE BOVIND FETAL.

En el suero se encontrd una concentracidn de proteinas de
40.88 mg/ml.

Se realizdé el corrimiento electraoforeético de las proteinas
del SBF en geles de poliacrilamida-5DS al 7.5%Z en una dimensidn,
cargando de 25-100 g de proteina por carril, simultaneamente se
l1levé a cabo el corrimiento de proteinas pretefiidas de peso

molecular conocido y de una muestra de fibronectina comercial, en
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este caso se cargs 1 ug de muestra. En el patrén electroforético
del SBF se encontraron diversas bandas de proteinas (figura 5,
carril C), siendo la mias notable la correspondiente a la albumina
con un peso molecular cercano a 66 KDa, también se presenta una
banda con peso molecular semejante a la fibronectina comercial de
220 KDa. La fibronectina comercial empleada presenta cierto
grado de degradacion, ocurrido durante su transporte, por 1lo que
presenta varias bandas, todas cercanas a 220 KDa, la de PM mas
alto puede corresponder a la fibronectina sin degradar.

Fara determinar con exactitud la presencia de fibronectina en
el suero de bovino fetal, se llevé a caho la detecciéon de
fibronectina por western—inmunoblot. Las proteinas séricas
separadas en el gel de acrilamida fueron transferidas a papel de
nitro celulosa, una vez realizada la transferencia se llevé a cabo
la inmunotincidn para la deteccidn de fibraonectina. Para lo cual
se empleo el anticuerpo anti-fibronectina, previamente aislado por
nosotros, agregando posteriormente un segundo anticuerpo
(anti-p~globulina de conejo) conjugado con peroxidasa, revelando
la actividad de la peroxidasa con HzDz’ diaminobencidina, NiCl V4
CoCl.

De las proteinas séricas sélo la banda correspondiente a un
peso molecular de 220 KDa dié una tincidn positiva (figura 5§
carril E).

Se demostré¢ asi{ la presencia de fibronectina en el suero de
bovino fetal. Por otra parte se comprob®d 1la especificidad de
nuestro anticuerpo contra fibronectina ya que no reconocié otra
banda de proteina presente en el suero.

DETECCION DE FIBRONECTINA EN LA SUPERFICIE DE  CULTIVO
EXPUESTA A SUERQ.

Para analizar si la fibronectina del suero se deposita en la
superficie de cultivo, se expusieron las cajas de cultivo a medio
cNCTC-135-SBF al 10%Z, albumina sérica de bovino al 0.4 %,
fibronectina 50 ug/ml y laminina S0 pg/ml durante 4 horas a 37°C,
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lavando posteriormente con cNCTC-135-B5A Y realizando la
inmunotincién para fibronectina, utilizando el anticuerpo contra
fibronectina en una dilucidén 1:2000 y como segundo anticuerpo el
anticuerpo de cabra anti-y-globulina de conejo marcado con
peroxidasa (1:5000). Se hicieron grupos control en todos los
casos omitiendo el primer anticuerpo.

La reacciédn de detecciédn para fibronectina fue positiva en la
superficie expuesta a suero de bovino fetal al 10 4 en cNCTC-135
(figura 6), lo cual demuestra que la incubaciédn por 4 horas es
suficiente para que la fibronectina que esta presente en el medio
de cultivo empleado, se pueda depositar en 1la superficie de
cultivo, esta reaccién fue también positiva, en la superficie
expuesta a fibronectina (tabla 2) y negétiva cuando la caja de
cultivo se expuso a laminina y albumina séria de bovino al 0.4%Z
(tabla 2) ¢ en todos 1los casos cuando se omitid al primer
anticuerpo (figura 6, tabla 2).

CONDICIONES OPTIMAS DEL CULTIVO DE BLASTOCISTOS.

En vista de que al cultivar blastocistos obtenidos de ratonas
de la cepa €D1 al cuarto dia de preflez directamente en el medio
cNCTC-135 caonteniendo suero, ni el 50% de ellos alcanzan a romper
la zona pelacida, adherirse y extenderse. Para mejorar la
eficiencia de los cultivos decidimos probar cultivarlos
previamente por 17 h en un medio mas simple, utilizado para el
cultivo de embriones preimplantacionales (medio de Biggers
suplementado con BSA 4 mg/ml). Antes de transferirlos a un medio
rico en aminoacidos ¥y otros nutrientes con suero (cNCTC-13353-suero)
& sobre la cubierta de suero.

Cuando se lleva a cabo el cultivo previo por 17 h en medio
mas simple se mejora la adhesion y extensidn del trofoblasto asi
comn liberacion de la zona pelucida, cuando los blastocistos se
cultivan después en cNCTC-135-suero ¢ sobre la cubierta dejada por
el suero (figura 9, tabla 3).

Estadisticamente seé observa que hay diferencias significativas
con una P € 0.01 entre estas condiciones de cultivo figura 9.
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DESARROLLO DE LOS BLASTQCISTOS EN CULTIVO.

En distintas condiciones de cultivo que permi ten la
“"implantacién in vitrp" los cambios morfolégicos experimentados
por los blastocistos fueron similares.

Dentro de las condiciones seffaladas, estuvieron el cultivo en
un medio rico en nutriente (cNCTC-135) con la adicidn de SBF al
10%, en otros casos el suero fue sustituido por BSA y una cubierta
de fibronectina & el depésito dejado por el suero en la superficie
de cultivo.

En términos generales, los blastocistos durante los primeros
2 dias de cultivo se expanden, rompen la zona peldcida haciendole
una pequefia muesca y se liberan de ella (figura 7).

Posteriormente, entre el segundo y tercer dia de cultivo los
blastocistos se adhieren al sustrato (figura 8a) y permanecen
pegados a la superficie, cuando se agita la caja de cultivo ¢ se
les aplica una corriente de medio de cultivo. Durante este
proceso en la mayoria de los blastocistos la cavidad del
blastocéle tiende a colapsarse (figura 8a). Del segundo al cuarto
dia de cultivo, las cé#lulas del trofoblasto mural se extienden
sobre el sustrato formando una monocapa de células, no
refringentes y con ntcleos prosinentes (células gigantes del
trofoblasto). La masa celular interna permanece en su superficie
externa, en muchas ocasiones esta unida al crecimiento
trofoblastico por un grupo de células pequeffas y redondeadas
correspondientes al trofoblasto polar, ha esta estructura se ha
homologado can el cono ectoplacentario (figura 8b).

54610 en pocos casos observamos la diferenciacion de 1la
masa celular interna en epiblasto e hipoblasto.
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EVOLUCION DEL CULTIVO DE BLASTOCISTOS SOBRE LA CUBIERTA
SERICA.

Con el fin de comprobar si la cubierta sérica era capaz de
sostener la adhesidn y extensidn del trofoblasto después de las 17
horas de cultivo en medio de Biggers—BSA, los blastocistos fueron
transferidos a diferentes condiciones de cultivo en grupos de 10
como se indicéd en materiales y métodos.

En el medio cNCTC-135 con suero, a las 24 horas de cultivo el
207 de los blastocistos se presentaba sin zona pelucida (figura 10
C) vy a las 48 horas el 307 de ellos va estan adheridos vy
extendidos, logrando a las 96 huras- un porcentaje total de
blastocistos implantados de 94.44 * 1.6 7.

La evolucién del cultivo sobre la cubierta de suero y de
fibronectina es similar. A las 48 horas los blastocistos se han
implantado en un 30% sobre la cubierta de fibronectina (figura 10)
Yy en un 207 sobre la cubierta de suerc (figura 10), logrando a las
96 horas un porcentaje total de blastocistos implantados de 96.62
+ 0.08 Z en el segundo caso y de 92.22 * 2.7 7 en el primer caso.

Esto se aprecia mejor cuando se compara el tiempo en que el
50% de los blastocistos se han adherido, extendido, perdido la
cavidad blastocé¢lica ¢ han roto la zona pelucida, referido como
T50 (tabla 4) as{i la T50 paré la adhesidn en cNCTC—-135—suero fue
de 57.6 t 1.0 h; sobre la cubierta de suero de 58.2 % 0.7 h vy
sobre la cubierta de fibronectina de 54.4 * 2.2 h.

Comparando las T5° para estas tres condiciones de cultivo por
analisis de varianza (ANOVA) de un factor, seguida por 1la prueba
de comparaciones multiples de Sheffe, podemos apreciar que el T50
de adhesidn, extension y de ruptura de 1la zona peltcida fueron
significativamente menores en los cultivos sobre la cubierta de
fibronectina respecto a las otras dos condiciones de cultive (P =
0.05) (tabla 4). 8Sin encontrar diferencias entre los cultivos con
suero y aquellos sobre la cubierta sérica (P > 0.05).

Con respecto a la.perdida de la cavidad blastocélica, no hay
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diferencias significativas en las tres condiciones (P > 0.05).

Cuando se compara la frecuencia maxima de implantacidn
observamos diferencias significativas entre los cultivos sobre 1la
cubierta de fibronectina con respecto a los de cubierta de suero
(P < 0.09). Pero entre cNCTC-135 suero y la cubierta de suero la
frecueﬁcia maxima de implantacidén es similar (tabla 4).

EVALUACION CUANTITATIVA DE LAS AREAS DE EXTENSION

A las 96 horas de cultivo de los blastocistos sobre 1la
cubierta de suero y el cNCTC—-135 suern, se evalus el 4drea de
extensisn del trofoblasto de 1los blastocistos implantados.

En el analisis estadistico de t de Student revela que no hay
diferencias significativas entre ambas condiciones (P > 0.05),
por 1o qQue el grado de extensidn del trofoblasto en estas
condiciones es igual (figura 11).

Con lo anterior se demuestra que la cubierta seérica en 1la
superficie de cultivo es capaz de sostener la adhesién y extensidn

del trofoblasto, de manera similar al suero.

EFECTO DEL ANTICUERPO ANTI—FIBRONECTINA SOBRE LA IMPLANT N in
vitro EN MEDIO cNCTC—135.

FPara estudiar la participacién de 1la fibronectina en el
desarrollo in vitro de los blastocistos de ratén de la cepa CD1,
se realizaron cultivos en medio cNCTC-1353 suero al que se le
agregaron cantidades crecientes de anticuerpo contra fibronectina,
io anterior después de un periodo inicial de cultivo por 17 h en
medio de Biggers-BSA. En ellos se estudio la cinética del cultivo
y se evalud a las 26 h el area de extension del trofohlasto, como
se indicd en materiales y métodos.

El anticuerpo tuvé un efecto sohre el desarrollo de los
blastocistos en cultivo, el cual fue mas pronunciado a las

concentraciones mas altas de anticuerpo empleadas.
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Después de 946 h de cultivo en el grupo control la mayoria de
los blastocistos se han adherido y el trofoblasto se ha extendido
formando una capa de células gigantes (figqura 12 a), a las
concentraciones mas altas de anticuerpoc muchos blastocistos no
rompen la zona peldcida, otros se adhieren sin extenderse (figura
12 b)), en otros la extensidon es mas reducida (figura 12 cy d) ¢
la cavidad del blastocele se conserva, incluso expandida, aun
cuando las células del trofoblasto se extiendan (fiqura 12 b, ¢ vy
d).

Se detectd que hay un efecto del anticuerpo sobre la
cinética de los cultivos que es dependiente de la dosis.

En el grupo control (sin anticuerpg), el porcentaje total de
blastocistos que se libera de la zona pelucida es del 90.19%Z, .el
987 de ellos ha perdido la cavidad blastocélica y el 89.21% se han
adherido y extendido después de 96 h de cultive (figura 13).
Mientras que cuando se agrega el anticuerpo a diferentes
concentraciones (0.0044, 0.0088, 0.0176, 0.0353 mg/ml) la
proporcién de embriones que se adhieren va disminuyendo conforme
aumenta la dosis. Siendo del 851.72%Z en la concentracién mas alta
de anticuerpo (0.0333 mg/ml), mientras que sdélo el 29.88%7 se
extienden y solamente #1 52.87% se ha 1liberado de 1la zona
pelucida. Es de seffalar que a 1la concentracidn mas alta de
anticuerpo un mayor porcentaje de los blastocistos mantienen la
cavidad blastocélica (52.87i) (figura 13), mientras que en el
grupo control se observa que 2 las 96 horas el 98%Z de ellos ha
perdido la cavidad blastocélica.

A la concentracién mas baja de anticuerpo ©0.0044 mg/ml, el
cultivo presenta un comportamiento similar al control con respecto
a la perdida de la zona pelucida, ya que su T50 se alcanza a las
51.6 * 2.2 horas (tabla 6) vy a las 9% horas el 94.27% de los
blastocistos cultivados ha perdido la cavidad blastocélica. En
relacién a la adhesion y extension hay un aumento en el tiempo
para que el 50 % de los blastocistos se implante, para la adhesién
es de 10 horas mas y para la extensién de 20 horas mdés , ya que
hasta las 82.6 + 1.8 horas el 507 de los blastocistos se bhan
extendido (tabla &4).
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Estadisticamente el analisis de varianza (ANOVA) de dos
factores .(concentracién de anticuerpo y tiempo), indica que hay un
efecto significativo del anticuerpo con un P =< 0.01. El
porcentaje de blastocistos que se adhieren, extienden y rompen 1la
zona pelucida es menor, a medida que aumenta la concentracién de
anticuerpo (tabla 5) (figura 13). Demostrandose que hay un efecto
del anticuerpo sobre la ruptura de la zona peldcida, la adhesion y
extensidn de los blastocistos, estos parametros son inhibidos en
forma dependiente a la concentracién de anticuerpo.

Con respecto a la cavidad blastocélica, se observa un efecto
inverso, ya que a medida que aumenta 1la concentracidén de
anticuerpo se mantiene ésta por mas ;iempo, y muchos de los
blastocistos a la concentracidn mas alta de anticuerpo, a las 96
horas de cultivo, la siguen manteniendo (figura 12). Habiendo
diferencias significativas a las concentracidnes de anticuerpo de
0.0088, 0.0176, 0.0352 mg/ml con respecto al contral con una P =
0.01, vy en relacidén a la concentracidén de anticuerpo 0.0044 mg/ml
no hay diferencias significativas con respecto al control (P >
0.05).

EFECTO DEL. ANTICUERPQ CONTRA FIBRONECTINA SOBRE EL AREA DE
EXTENSION DEL TROFOBLASTQ

Comparando el 4rea de extensién del trofoblasto de los
blastocistos del grupo control Eon el Area de los cultivados con
anticuerpo a las concentraciones de 0.0174 y 0.0352 mg/ml, a las
94 horas de cul tive, se encontré que hay diferencias
significativas del control con respecto a la concentracién mas
Flta de anticuerpo (0.0352 mg/ml) con una P £ 0.01 (figura 14).
Demaostrandose que a la concentracién de anticuerpo 0.0352 mg/ml se
reduce el Area de extension del trofoblasto.

En relacién a la concentracién de anticuerpc 0.0176 mg/ml,
con respecto al control no se observan diferencias significativas
(P > 0.05). El area de extension media de 1los blastocistos en

estas condiciones es similar. Sin embargo la disperciéon de los
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datos es mas alta, habiendo una mayor heterogeneidad de los datos.

TINCION INMUNOQUIMICA DE LOS BLASTOCISTOS IMPLANTADOS EN LAS
DIFERENTES CONDICIONES DE CULTIVO.

Fara determinar 1la presencia de fibronectina en los
blastocistos cultivados en cNCTC-135-suero y con anticuerpo se
llevo a cabo la tincidén inmunoquimica a las 96 horas de cultivo.

En los cultivos en cNCTC-135—-suero no detectamos fibronectina
en los embriones (figura 15) mientras que en presencia de
anticuerpo 1a tincidn fue positiva, localizandose la fibronectina
en forma de fibras gruesas en la masa celular interna ¢ rodeando
al cono ectoplacentario. Cuando se 'mantiene la cavidad del
blastocele 1la fibronectina se dispone bajo el trofoblasto,

rodeando esta cavidad (figura 15).
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Fiqura 4.— Electroferograma de la fibronectina purificada de
suero de cobayo. La fibronectina de suero de cobayo purificado
por cromatografia de afinidad en una columna de gelatina-sefarosa
4B de 3 ml, fue analizada por electroforesics en geles de PAGE-SDS
al 7.5% en una dimensién. En el carril (B) se presenta una doble
banda con peso molecular de 220 000 daltones que corresponderia a
las subunidades de fibronectina. En el carril (A) se presenta un
estandar de protefnas de peso molecular (PM) conocido: miosina
(200 KDa), f3~galactosidasa (116.25 KDa), fosforilasa B (97.4 KDa),
albumina de suero de bovino (66.2 KDa) y ovoalbumina (45 KDa).
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Figura 5.~ Demostracién de la presencia de fibronectina en el
suero fetal de bovina. Por la separacién electroforetica en geles

unidimensionales de poliacrilamida-SDS al 7.5 7. de las proteinas

del suero de bovino fetal carril (L), donde se aprecia umna banda

(flecha) de proteina con peso molecular similar a la fibronectina

comercial carril (B). En el carril (A) se observa el corrimiento

de prot?inas estandares de PM conocido:oz macroglobulina (180
Kba), p-galactosidasa (116 KDa), fructosa—~béb-fosfato cinasa (84
Kba). piruvato cinasca (58 KDa), fumarasa (48.5 KDa),
deshidrogenasa lactica (36.5 KDa) y triosafosfato isomerasa (26.6
KDa).

Después de la transferencia de las proteinas de los geles

a
papel de nitrocelulosa, se tiferon inmunoquimicamente para
fibronectina del suero de bovino fetal carril (E); fibronectina
comercial carril (D). Se detecta en el suero una banda que se

tiKe para fibronectina.
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Figura 6.~ Inmunotincién para fibronectina en una superficie
expussta a suero. Se expusieron pequefas areas de la superficie
de cultivo a suero fetal de bovino al 104 en medio ¢NCTC-135
durante 4 horas a 37°C. Se lavaron con PBS varias veces y se hizo
la tincién inmunoguimica. En (A) la reaccién fue positiva (suero
de bovino fetal), en (B) se omitié el primer anticuerpo contra
fibronectina como mantrol, siendo la reaccién negativa.
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TABLA 2

DETECCION DT FIDRONSCTINA EN LA SUPERTICIE DE CULTIVO DXPUESTA

A DISTINIAS PROTEINAS
D@OSICION A: TINCION MW FIBNNECTING =
——————————————————
FIBNNECTING 5B 0\ | +
CACTC-135-SB7 AL 18 x +
LANININA 5B o\ -
ALBUMINA SERICA D BOVINO -
AL 8.4
\

La superficie do cultivo fue oxpuesta a gotas do 28 ,; dol medio do
cultivo ¢ soluciones de las distintas peotefnas por £ h 2 37°C. Dospuds
fueron lavadas varias veces con PBS ¢ inmunotelidas para fibronectina. En
todos los casos la reacciom fue megativa cuando se omite al anticuerpo -
contra fibronectina,



Figura 7.~ Desarrollo jn vitrg de blastocistos de ratén:
ruptura y liberacién de la zona pelucida. Blastocistos obtenidos

de ratonas de la cepa CD1 al cuarto dia de preffez, conservan aun

la zona pelucida (a) despuis del primer dia de cultivo muchos 1la
han roto (b) vy se liberan de ella entre el primero y
de cultivo (c).

segundo dia

B. blastocele; M, masa celular interna: T, trofectodermo.
Microscopia de contraste de fases. Barra: 10 um.
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Figura B.— Desarrollo in yitrp de blastocistos de ratdén:
adhesidn y extensisn sobre el sustrato. Blastocistos de ratén
obtenidos al cuarto dia de prefez y cultivados en medio
CNCTC-133-suero, al sequndo dia de cultivo se han adherido al
sustrato (a) y al cuarto dia las ceélulas del trofoblasto se han
extendido formando células gigantes con nucleo promsinente. c,
células del trofoblasto polar que han formado una estructura
similar al cono ectoplacentario; M, masa celular interna 3 G, capa
de células trofoblasticas gigantes. Microscopia de contraste de
fases. BDBarra igual-a 10 m,

70






Figura 9.—-Efecto de un periodo inicial de cultivo en medio de
Biggers sobre la cinética del cultivo de blastocistos en cNCTC—-135
suero. Blastocistos obtenidos al cuarto dia de prefiez de ratonas
de la cepa CD1I fueron cul tivados directamente en medio
cNCTC—-135-suero (A) ¢ después de el cultivo inicial por 17 h en
madio de Biggers—~BSA (B). Evaluando a distintos tiempos de
cultivo el porcentaje de embriones con ruptura de 1la 2ona
peldcida, con adhesién y extensidn al sustrato.

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.01) en estas
condiciones. La grafica representa datos agrupados de S
experimentos separados, realizados por duplicado con 10 embriones

cada uno.
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TABLA 3

EFECTO DE UN PERIODO INICIAL DE CULTIVO EN MEDIO DE BIGGERS-BSA
SOBRE LA FRECUENCIA DE INPLANTACION.

CONDICION DEL PONCINTAJE DE BIERIONES
QULTIW INPLANTADOS
cNCTC-135-SUERO “2* 42

BEGRERS-BSA
cNCTC-135-SUERD %309

cACTC-135-880
CUBIERTA DE SUZNO 9.6* 0.7

e E———
RICRERS- 150
ACIC-135- B9 %2* 15
CUBIERTH DE SUEWO

In la tabla 38 compara ol porcentaje do eabriones implan-
tados, obtenidos a laz 9 h. de cultivo. Todos los blastocistos
fueron de ratoms de la cepa (01, Obeorvamcs que hay diferencias
significativas con una (P < 0.81), cuando se cultivan los enbeio-
nes por 17 h en modlo do Biggers—BSA, con respecto a loe cultiva-
dos directanents en medio cNCIC-135 con suero d sobre cubierta 9~
rca, Ss presenta la modia y la desviacidn estindar do 5 experinen
tos realizados por duplicado cada uno con 10 esbriones (X ¥ D.B.),



Figura 10.—- Cinética del]l cultivo de blastocistos sobre la
cubierta sérica, de fibronectina y con suero. Blastocistos
obtenidos de ratonas de la cepa CD1 el dia cuarto de preflez, fueron
cultivados por 17 h en medio de Biggers-BSA y posteriormente en
cNCTC~135-BSA sobre una cubierta sérica (A) 6 de fibronectina (B)gj
otros se cultivaron en cNETC-135-suero (C).

Se evalué a distintos tiempos porcentaje de blastocistos sin
zona polﬂéida, adheridos, extendidos 6 con cavidad del
blastocele. Se representan datos agrupados de 5 experimentos
separados realizados por duplicado.
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TABLA 4

TIENPO ¥ FRECUENCIA DE IMFLANTACION DE BLASTOCISTOS CULTIVADCS SOBRE UMA CUBIERTA

SERICA, DE FIEROMECTING 0 CON SUERO,

CONDICION DE Ty tems) PORCENTATE
CHLTIv DE DARRIONES
MR X PR | IeLamaes
7o piLucpe | ADMESION | EXTRNSION |
CAUIDAD
a ab ab ab
NCIC-135 3%86 | st6*09)eac*o6luarrn]ouris
UM
a a a a
mosmate | 6% 09 | s2rteslerstesfurrar|wet s
U
b b b b
mommmre | 0% 34 | satz2lm2r olazr 12|zt
PIINONECTI

In la tabla so comparan los tiompos en que el 58% de Jos embriones cultivados (1)), se li-
beran de la zoma pelicida, se adhieren, extienden o pierden la cavidad del blartocele, asi cono el
porcentaje total de blastocistos inplantados, despuds do % h. de cultivo. Todos los blastocistos

fueron de ratomas do la copa CM, fueron cultivados por 17 h, en nedio de Biggors-BSA y posterior-
nente en los sedios indicados.
So presenta la media y desviacion estandar de 5 experinentos realizades por duplicado con 18
enbriones cada w0 (X * D.B).

Los grupos homogtmeos de datos se indican con las distintas letras (P 0.5,




Figura 11.— Efecto de la cubierta sérica sobre el area de
extensién del trofoblasto. Blastocistos obtenidos de ratonas de
la cepa CD1 al cuarto dia de prefiez se cultivaron por 17 h en
medio de Biggers-BSA, después por otras 72 h en cNCTC-135-BSA
sobre una cubierta sérica 4 en cNCTC-135-suero. Se avalud el Area
de extensién del trofoblasto como se indica en materiales vy
métodos. Las mediciones se realizaron en 3 experimentos
separados, y con una N de 18 por cada condicién experimental.
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Figura 12.- Desarrollo jn vitro de blastocistos de ratén:
efecto del anticuerpo antifibronectina. Blastocistos de la cepa
€Dy, fueron cultivados por 17 h en medio de Biggers—-BSA,
posteriormente por 72 h mis en medio cNCTC-135-suero expuesta a
distintas concentraciones de anticuerpo contra fibronectina: 0.00
(a), 0.033 (b y c) y 0.01756 (d) mg/ml. M, masa celular internaj;
G, crecimiento trofoblastico; Z, zona peldcida; B, blastocele.

Microscoplia de contraste de fases. La barra indica 10 um.
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Figura 13.—- Efecto del anticuerpo contra fibronectina sabre
la cinética del cultivo. Blastocistos de la cepa CD1 obtenidos el
cuarto dia de prefiez se cultivaron por 17 h en medio de
Biggers—-BSA, posteriomente en cNCTC—135-suero expuesto a
diferentes diluciones de anticuerpos contra fibronectina: sin
anticuerpo control 0.00, 131000, 131500, 131250, 1:125. A distintos
tiempos de cultivo se evalud el porcentaje de embriones sin zona
pelacida (A), adheridos (B), extendidos (C) & con cavidad
blastocélica (E). En las graficas se presentan datos agrupados de
8 experimentos independientes, realizados por duplicado, cada uno
con 10 blastocistos.

La prueba de ANOVA de dos factores indica que todos los
parametros estudiados fueron dependientes de la concentracidn de

anticuerpo v el tiempo de cultivo (P = 0.01).
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TABLA 5

EFECT0 DEL ANTICUERPO ANTI-FIEROMECTINA SOBRE LA FRECUENCIA DE IMPLANTACION.

— -
CONCENTRACION PORCIENTO DE ENBRIONES
3
e prmomes | sivcue | S
PELUCIDA
ng/nl
9.80 87%94%] 7% 94 w3*208% 915*80?
i_
b 2
0.0044 ?9%55 | M9*ss5 fHus*es | morss
b,c] bﬂ
5.0068 9847 | 4*43 Je37*21 | m7%sa
b
694 8.9

So compara e} porcentaje do blastocistos que so adhieren, extiendem, pierden la
cavidad d ¢o Man liberao de la zona policida después do 96 h do cultivo. Blastocis-
tos do ratowas de la cepa (91 fuzron cultivados por 17 h en nedio de Biggers-BSh y -
posteriorments on nedio cNCTC-135-susro expuasto a distintas concentraciones de anti-
cuerpo, Las letras distintas indican qrapos de datos homogéneos a una P < B.81.

Ss hicieron 8 experinentos independientss (X * D.D).




TABLA 6

EFECT0 DEL ANTICUERPO ANTI-FIBRONECTINA SOBRE EL TIEMPO DE IMPLANTACION

-
CONCENTRACION Ty, (Horas)
B
PERDIDA D PERDIDA
ANTICUERR) | oo pEucion | eSO prosion | DELA
/ol CAVIDAD
8.8 514+ 74 | sta* 74 |e2orae | cratas
a b
9.0044 s6%29 | 610*19 Jeze*18 | 65218
a a b b
90069 28%62 | 548 |Baras ]| sar2
m
a a b b
9% 62 | 694*38 |us* 19 | o162t
b b b
8,032 %2 186 | 616 103 * %5* 3.3
_ _

Se comparan los tiempos en que el 58 de los endriones cultivados (I.,), se li-
beran de la zoma peldcida, se adhieren, extienden d pierden la cavidad blastocélica,
despues de 9 horas de cultivo, Blastocistos de ratomas de la cepa (B fueron culti-
vados por 17 h. en nedio de Biggeers-BSA y posteriorments en nedic cNCIC-135-suero -
expuesto a distintas concentracioner de anticuerpo. a y b indican diferencias esta-
disticanents siguificativas respecto al grupo control (sin anticuerpo) con una P<0.85
y < 0.81 respectivanente. Se hicieron 8 experinentos independlentes.

% indica quo o se alcamza la 1, do extensidn durants ol cultivo.
1,, de extensicn durante el cultivo.



Figura 14.- Efecto del anticuerpo contra fibronectina sobre
el area de extensién del trofoblasto. Blastocistos obtenidos de
ratonas de la cepa CD1 al cuarto dia de prefiez fueron cultivados
por 17 h en medio de Biggers—BSA y posteriormente por 72 h mas en
medio cNCTC-135-suero expuesto a distintas concentraciones de
anticuerpo contra fibronectina: 0.00 (control), 0.0176 (dilucién
1:250) v 0.035 (dilucién 1:125) mg/ml. Al final del cultivo se
evalué el area de extension del trofoblasto como se indicéd en
materiales y métodos. La mediciones se hicieron en 3 experimentos
independientes con una N de 25, 17 y 123 siguiendo el mismo orden
de las concentraciones de anticuerpo.

Las areas de extension a la dilucidén de anticuerpo 1:125 son
diferentes significativamente a las del grupo control (P < 0.01).
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Figura 15.~ Efecto del anticuerpo anti-fibronectina sobre 1la
distribucisn histoquimica de fibronectina. Blastocistos de
ratonas de la cepa CD1 obtenidos al cuarto dia de prefiez fueron
cultivados por 17 h en medio de Biggers-BSA y posteriormente por
72 h en medio cNCTC-133 sin (a) ¢ con distintas concentraciones de
anticuerpo contra fibronectina 0.0088 (b) y 0.035 (c) mg/ml,
después se tifieron para fibronectina como se indica en materiales
y métodos.

En (a) no sSe observa tincién debido a 18 ausencia del
anticuerpo contra fibronectina no se detecta ésta, en presencia de
anticuerpo (b) esta se localiza en la masa celular interna, en (c)
v {d) la fibronectina se localiza en la membrana trofectodermal,
asi como manchones en la masa celular interna.

M, masa celular interna; C, cono ectoplacentarios G,
crecimiento trofoblasticos B, cavidad del blastocele. La barra

indica 10 pm.
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VIi. DISCUSION

Debido a que la implantacién de los embriones de mamiferos es
un proceso muy complejo in yivg e inaccesible para el control
experimental se han establecido modelos para el estudio del
desarrollo del blastocisto jin vitro.

Sin embargo, el estudio in vitro adolece de algunos defectos
propios de este tipo de técnicas. EIl principal es que se pierde
la interaccion con una estructura tridimensional, comp ocurre en
el utero, por lo que el blastocisto interactua mas bien con una
superficie plana bidimensional, lo que a su vez conduce a un
cambio en la arquitectura propia del embridn en desarrollo,
perdiendo éste su forma esférica y aplanandose sobre la superficie
de cultivo. Quiza en parte a esto ¢ a 1la falta de factores

maternos, in vitro por lo general la masa celular interna casi no

se desarrolla y predomina el desarrollo del trofoblasto.

Blastocistos de ratén cultivados en un medio apropiado que
contiene suero adquieren propiedades anilogas a las que se
observan durante el periodo peri—implantacional en el dudtero (54,
94). Entre estas esta la habilidad de 1los blastocistos de
liberarse de la zona peldcida y la adquisicidn de una superficie
adhesiva y propiedades invasivas y migratorias de las células
trofoblasticas. .

Sin embargo se ha establecido que la liberacién de 1la zona
peldcida, adhesién y crecimiento, no es necesaria para la
expresion de algunos marcadores de diferenciacién par los
blastocistos cultivados (6, 87, 88), dentro de estos marcadores se
encuentran, el activador del plasminégeno y la 3 glucoronidasa.
Sin embargo el trofoblasto durante su desarrollo in(eractﬂa coan
proteinas de matriz extracelular y es posible que estas 1lo
influyan.

Se ha determinado que proteinas de matriz extracelular
(fibronectina, laminina, colagena tipo IV) promueven y favorecen
la adhesidn y extensién de blastocistos de ratsdn in vitro (4, 95).

Se piensa que dentro de 1los factores que regulan el
metabolismo embrionario, asi como la adhesiéon y diferenciacion del
trofoblasto se encuent;an secreciones uterinas y del trofoblasto
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(19, 32, 44) y algunos factores séricos, en base a é4sto se llevd a
cabo esta investigacién para estudiar a la fibronectina como un
factor sérico que favorece la adhesion y extensidn de blastocistas
cultivados in vitro.

DETECCION DE FIBRONECTINA EN EL SUERO DE BOVIND FETAL.

Hay pocos estudios de los componentes del suero que favorecen
la adhesién y extensidn del trofoblasto in vitrg, Tachi, C. en
1992 hizo una caracterizacion parcial de los factores séricos vy
encontré que una fraccion de pesp molecular (PM) entre 30 y 100
KDa es capaz de inducir el inicio de la extensidn del trofoblasto
y otra fraccidn mayor a 100 KDa induce una mayor extension y el
desarrollo de la masa celular interna. Por estos antecedentes
nosotros llevamos acabo la deteccién de fibronectina en el suero
de bovino fetal.

Determinamos el contenido total de proteinas presentes en el
suero, por el método de Lowry (460). Encontramos una concentracidén
de 40.88 mg/ml.

La deteccidn de fibronectina en el suero se logro a través de
un corrimiento electroforético unidimensional en geles de
poliacrilamida-SDS al 7.5%, presentandose en el suero una banda
proteica con peso molecular similar a la fibronectina comercial
usada como control (figura 3).

Posteriormente, comprobamos por la técnica de inmunoblot e
inmunotincién que ésta banda de proteina corresponde a
fibronectina.

Anteriormente se habia establecido que la fibronectina es un
componente del suero de diversas especies, y le l1lamaron
"glabulina insoluble en frio” (41, 1046).

DETECCION DE FIBRONECTINA EN LA SUPERFICIE DE CULTIVD
EXPUESTA AL SUERO.

Se detectsé la presencia de fibronectina en una superficie de
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cultivo expuesta a suero de bovino fetal al 10% (SFB),
demostrandose que la fibronectina se deposita en las cajas de
cul tivo cuando se expanen al suero.

En otras células en cultivo como las células de rifion de
criceto recien nacido la adhesidn y extensidn requieren la
presencia de componentes del suero que se absorben a la superficie
del sustrato, as{ como iones de ca"™ en el medio.

La adhesién celular a un sustrato ocurre por diversos
mecanismos tanto en ausencia como en presencia de suero. Se ha
postulado que las diferencias dependen de la adsorcidn de
proteinas del suero a la superficie de cultivo en el cual ilas
células empiezan adherirse a las proteinas del suero adsorbidas
(12, 13, 14).

Se ha demostrado que la adsorcidn de los componentes del
suero ocurren muy raipidamente en segundos (19), se adsorben a 1la
superficie como una capa de moléculas (20 ) ¥y forman un mosaico
heterogéneo de proteinas adsorbidas.

También se ha demostrado la adsorcién de fibronectina del
plasma humano (40) a superficies hidrofdébicas e hidrofilicas, 1la
unidn de la fibronectina es mayor en superficies hidrofdbicas que
hidrofilicas. Por otra parte la absorcién a la superficie de la
fibronectina presente en el suero depende de la concentracidén de
suero, ya que a bajas concentraciones de suero {(0.01%) el depdsito
de fibronectina que se forma es mayor y a medida gque aumenta la
concentracisn (10%) la absorcidn de la fibronectina es menor, lo
cual puede deberse a que otros componentes del suero compiten por
los sitios de absorcién de la fibronectina.

El suero de bovino fetal a uha concentracidn del 107 deja una
cubierta que contiene fibronectina en la superficie de cultivo
expuesta a él. Nuestra deteccidn fue especifica ya que la
reaccion es negativa cuando se omite al primer anticuerpo contra
fibronectina, & cuando la superficie de cultivo se expone a otras
proteinas como la albumina ¢ la laminina (tabla 2, figura 6).

La metodologia empleada por Grinell y Feld para demostrar el

depdsito de fibronectina sobre la superficie de cultivo, se basa
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en el mismo principio que la nuestra, es decir, en la captacién
por la fibronectina adsorbida de un anticuerpo contra ella, lo que
ellos evaltan empleando un segundo anticuerpo radiomarcado vy
midiendo la radiocactividad, después de unida a la superficie
después de removerla con tripsina 1 mg/ml y NaOH 1 M.

El método que nosotros utilizamos, es mas cualitativo, aunque
puede adaptarse para propésitos cuantitativos vy no emplea
radioactividad, sino un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa,
lo que nos permitié detectar a la fibronectina directamente sobre
la superficie de cultivo. No encontramos que ecste procedimiento
se haya empleado con el mismo fin, consideramos que es un método
sencillo para identificar a las proteinas que se adsorban en la
superficie de cultivo, provenientes del suero & de las secreciones
de las ceélulas cultivadas.

CULTIVO PREVIO DE EMBRIONES.

Se demostré que el cultivo previo en medio de Biggers
favorece el rompimiento de la zona pelucida y 1la implantacién
sobre la cubierta sérica & en presencia de suero (figura 9), va
que cuando esto no se realiza el porcentaje de blastocistos
adheridos y extendidos no alcanza el 50%Z (figura 9).

Se ha dicho que la maduracién de los blagtocistos parece ser
necesaria para que se de la implantacion in wvive (Mintz, 1971).

Similarmente in vitro la adhesion y extensidn de los blastocistos

son dependientes de la maduracién temporal de su superficie
externa vy la adquisicién. de 1a capacidad de romper 1la zona
pelucida (93, 104). Poar lo que creemos que el cultivo previo en
medio de Bigger favorece la maduracién de nuestros blastocistos
que les permite romper la zona pelucida en mayor proporcidn
lograndose un porcentaje de dimplantacidn mayor, cuando son
transferidos en los mediaos de cultive utilizados (cNCTC-135-suero
y precubierta de suero) (figura 9)

Cuando cul tivamos los blastocistos directamente en

cNCTC-135-suero observamos que el grado de madurez que presentan
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es bajo, ya que sélo el 44.2 * 1,2 7 se adhieren y extienden vy no
llegan a alcanzar el Tso ruptura de la zona pelucida, después de
96 h de cultivo (tabla 3). Por tanto los blastocistos de la cepa
CD1 requieren de un periodo inicial de cultivo en un medio menos
rico en nutrientes, sin suero (Biggers—-BSA); a fin de que, al ser
transferidos al medio con suerp, la mayoria pueda implantarse
(tabla 3, figura 9).

Otros autores han utilizado, también este periodo inicial de
cultivo para sincronizar los blastocistos y méjarar la eficiencia
de cultivo (9). Es posible que la exposicién prematura de 1los
blastocistos a los componentes del suero evite que completen su
maduracién. HNieder (1990) propone que la mejor maduracion de los
blastocistos depende, mas bien, de su exposicidon por mas tiempo a
un contaminante de la fraccién V de la albumina sérica de bovino,
sin embargo cuando cultivamos blastocistos de la cepa CD1 recién
obtenidos en medio cNCTC—-135-BSA, sobre 1la cubierta sérica, la
proporcién de embriones que se implanta, también es baja y aumenta
cuando se cultivan primero en el medio de Biggers-BSA (tabla 3,
figura ). Por 1lo que reforzamos nuestra idea de que la
exposicion prematura a un medio rico - en aminoaAcidos y otros

nutrientes evite la maduracién de los blastocistos.

EVOLUCION DEL CULTIVO SOBRE LA CUBIERTA SERICA.

Muchos sistemas de cultiva de blastocistos requieren la
adicién de suero & de fracciones del suero para que ocurra la
adhesisn y extensisén del trofoblasto, se ha sugerido que estan
implicados componentes macromoleculares del suero, aun no
conocidos.

Si la cubierta sérica es capaz de sostener la implantacion
in vitro entonces uno o varios de los componentes del suero que la
forman corresponden a los factores involucrados en éste proceso.

Se demostré que el depésito dejado por el suero sobre la
superficie de cultivo, conserva la actividad bioldégica de

favorecer la adhesidn y extension del trofaoblasto, en forma
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similar al suero; ya que 1la proporcion de embriones que se
adhieren y extienden, el tiempo en que 1o hacen y el 4area de
extensidn del trofoblasto después de cuatro dias de cultivo, no
presentan diferencias significativas entre los cultivos scbre 1la
cubierta de suero, la cubierta de fibronectina y con suero (tabla
4 figura 10).

Como 1la fibronectina es uno de 1los constituyentes del

depésito dejado por el suero y esta proteina purificada es capaz

de sostener la implantacién in vitro es por tanto factible que
esta proteina sea uno de los factores séricos implicados, aunque
otros componentes de este depdsito podrian también participar.

Por otra parte se ha determinado que proteinas de matriz
extracelular (fibronectina, laminina, colagena tipo IV), promueven
y favorecen la adhesidn y extensién de blastocistos de ratén in

vitro (4, ?5). Asimismo, el blastocisto expresa receptores para

proteinas de matriz extracelular en su superficie celular.

En otras células como fibroblastos humanos, células de
coriocarcinoma se ha observado la produccidén activa de moléculas
de matriz extracelular como laminina y fibronectina, igual que en
el trofoblasto. Lo que indica que 1la fibronectina celular
producida por los blastocistos favorece también la adhesidn vy
extension y algunos factaores séricos podrian actuar estimulando la

liberacisn de fibronectina del trofoblasto.

EFECYO DEL ANTICUERPO ANTI-FIBRONECTINA SOBRE EL CULTIVO DE
AST TOS .

Se realizaron cultivos en presencia de diferentes
concentraciones de anticuerpos anti~fibronectina '(0.0044, 0.0088,
0.,0176 y 0.0352 mg/ml) en el medio de cultivo °~ cNCTC-135
suplementado con el suero de bovino fetal al 107 y antibidéticos.

Hay un efecto del anticuerpo a medida que aumenta su
concentracién, sobre la cinética de los cultivos, ya que el grado
de adhesidn se ve disminuido, alcanzando sélo un S51.72 7 en la
concentracion mas alta de anticuerpo figura (13) y solamente el

96



23.88 7 del total de blastocistos cultivados se han extendido,
mientras que en otros estiA totalmente inhibida (fiqura 14). Se
observé también una disminucién de los blastocistos que han roto
la zona pelucida (52.67 7%Z). Sin embargo se ve un efecto inverso
con respecto a la cavidad blastocélica ya que un 52,8772 de 1los
blastocistos la siguen manteniendo, no se sabe cual es el
significado fisidlogico 6 la importancia de la perdida & presencia
de la cavidad blastocélica de los blastocistos que se desarrollan
in vitro.

FPor lo que concluimos gque hay un efecto de 1la dosis de
anticuerpo sobre la adhesidén y extensién de los blastocistos
(tabla 5), ya que se inhiben los parametros cinéticos evaluados al
estar presente el anticuerpo anti—fibronectina.

A una dilucién de anticuerpo de 1:1000, 1:500 todos 1los
blastocistos que rompen la zona pelucida se adhieren y extienden
lo cual nos indica que no fue bloqueada totalmente la
fibronectina. Por otra parte, puede implicar que se libere
fibronectina celular por los blastocistos durante su implantacidén.
Por lo tanto el anticuerpo puede estar actuando, también sobre
fibronectina producida por el blastocisto.

Estos resultados refuerzan la idea de que 1la fibronectina
puede ser uno de los factores séricos que favorecen la extensidn
del trofoblasto. Ademas sugiere una importante participacidén de
la fibronectina en el desarrollo peri-implantacional.

Nosotros consideramos que 1a fibronectina es uno de los
factores séricos, aunque no el dnico, que sostiene 1la extension
del blastocisto in vitro; vya que comg sefalamos anteriormente,
esta contenida en el SBF y el depdsito dejado por el mismo sobre
la superficie de cultivo, es capaz de sostener la adhesién vy
extensison del trofoblasto con la misma eficiencia con que lo hace
el suero & una cubierta de fibronectina. Por otra parte 1los
anticuerpos contra fibraonectina inhiben en alta proporcién la
extensién, pero no la adhesién a la superficie de blastostocistos
que han roto la zona pelucida, en presencia de suero, por lo gue

consideramos que en la adhesiéon, intervengan otros factores
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séricos.

Tachi presenta evidencias de otro u otros factores séricos de
peso molecular menor de 100 KDa. Por otra parte se conoce gque en
el suero hay otra proteina que también es constituyente de 1la
matriz extracelular, 1la vitronectina (58) 1la que en forma
purificada sostiene la adhesisn vy extensién del trofoblasto in

vitro (5). Sin embargo el peso molecular de ésta es de 140 KDa vy

no corresponde con lo encontrado poar Armant y col (3, 4) de que la
mayor actividad promotora del crecimiento trofoblastico, se
encuentra en una fraccién cercana a 250 KDa, lo que corresponde
mas a la fibronectina.

La participacién de la fibronectina también podria ser la de
unir otras moléculas, como factores de crecimiento y de esta
manera facilitar su accién sobre el blasteciste y no solamente de
proporcionar un sustrato a la extensién.

Encontramos por primera vez que los anticuerpos contra
fibronectina inhiben la ruptura de la zona pelucida, misma que es
inhibida aun cuando los blastocistos ya tenian un dia de cultivo
en medio Biggers—BSA, antes de exponerlos al anticuerpo lo que
favorece su ruptura. No sabemos como participe la fibraonectina en
la liberacion de 1la zona peluacida, pero pueden haber varias
posibilidades para ello, por una parte al interactuar con el
trofoblasto podria favorecer la liberaciédn de una proteasa que
intervenga en la ruptura de la zona pelucida < por proporcionar
una matriz externa y por tanto puntos de anclaje al trofoblasto,
facilitaria ondas de contraccidn y expansidn, observadas en el
blastocisto en esta etapa, que podrian contribuir a la ruptura de
la zona pelucida (73).

La conservacién de la cavidad blastocélica de los
blastocistos en presencia de anticuerpo, aun implantados, tal vez
se deba, en parte a que la interaccion del trofoblasto con 1la
superficie de cultivo sea menos fuerte, sin embargo en 1los
blastocistos que no rompen la zona peldacida y que se cultivaron en
suero sin el anticuerpo la cavidad también se pierde, lo que no
ocurre en presencia de .anticuerpo contra fibronectina.

A
98



Esto nos indica que la participacién de 1la fibronectina es

clave en el desarrollo pre y post-implantacional en mamiferos.

DISTRIBUCION INMUNOGUIMICA DE LA FIBRONECTINA EN LOS
EMBRIONES IMPLANTADDOS EN PRESENCIA DE ANTICUERPD  CONIRA
F1BRONECTINA

En cultivo en medio cNCTC-135-suera, no se presenta
fibronectina en los embriones implantados (figura 15), va que la
tincidén inmunoquimica para fibronectina en 1los blastocistos
cultivados bajo esta condicién fue negativa, mientras que en
presencia de anticuerpo la de tincidn fue positiva.

Lo que indica que la presencia de anticuerpo modifica también
la localizacién histoguimica de fibronectina, a concentraciones
altas de anticuerpo (0.0176 y 0.0352 mg/ml) se presentan fibras
gruesas abajo del trofoblasto y rodeando la cavidad del
blastocele, ésta distribucioén es similar a la que presentan los
blastocistos antes de adherirse, pero mucho mas intensa (figuras
15), también ésta distribucién se observa in vivoe, en donde se
forma la membrana de Reichert, debajo del trofoblasto. A
concentraciones bajas de anticuerpo (0.088 mg/ml) la fibronectina
se localiza como fibras alrededor del cono ectoplacentario y en la
masa celular (figura 15).

Es posible que la fibronectina desempefie una funcion
importante en la organizacién tridimensional del blastocisto en
desarrollo, ya que a concentraciones bajas de anticuerpo el
trofoblasto mural se extiende pero 1los derivados de 1la masa
celular interna y del trofoblasto polar (cono ectoplacentario)
permanecen mas organizados que en el cultivo sin anticuerpo.

En los cultivos en el medio cNCTC-135-suero, la fibronectina
podria ser producida por los blastocistos y liberada al medio sin
almacenarse por lo que no se detecta fibronectina en los implantes
cultivados en esta coqdicién. Mientras que en presencia de
anticuerpo esta fibronectina tal vez se este almacenando 6 su
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secrecién sea dirigida a la parte basal del trofoblasto por lo que
origina una membrana basal.

Otros estudios han confirmado la presencia de fibronectina en
los blastacistos de rata cultivados en un medio 1libre de suero,
Carnegie, J. 1991, estableciendo que 1la distribucién de ésta
proteina esta asociada a la membrana trofoectodermal en los
blastocistos preadheridos y que después de 48—~946 horas de cultivo
sobre laminina , el citoplasma de 1las ceélulas trofaoblasticas
gigantes contienen fibronectina organizada como una malla
granular.

En el ratédn la fibronectina esta presente en la parte interna
del trofectodermo de blastocistos pre—-implantados, (102, 108) y se
ha sugerido que proporciona un sustrato para la migracién de las
celulas del endodermo cuando estas forman un forro a 1la cavidad
del blastocele..

En otros estudios hemos encontrado que 1la distribucion de
fibronectina durante la implantacién in vitro es modulada por la
composicién del sustrato. Cuando se cultiva sobre fibronectina se
localiza como una malla citoplasmica y se concentra en los bordes
y prolongaciones de las células gigantes del trofoblasto, esta
distribucion es diferente a la observada en cultivos con suero o
sobre la cubierta sérica, en la que comp sefalamos, no se detecta
fibronectina histoquimicamente en 1los blastocistos implantados.
Esto indica que el suero ¢ en 1la cubierta sérica hay otros
factores ademas de 1la fibronectina que influyen sobre el

trofoblasto.
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1).

2).

3).

4).

S.

6).

VII.CONCLUSIONES

Se detectd una banda con peso molecular de 220 KDa
en el suero de bovino fetal por electroforesis en
geles de poliacrilamida-SDS al 7.5%
que correspondié a la subunidad monomérica de 1la
fibronectina, lo que se confirméd por

inmunotransferencia e inmunotincidn.

La exposicisdn de la superficie de cultivo a suero
fetal de bovino al 104 por cuatro horas deja
una cubierta que contiene fibronectina, detectable

por inmunotincidén.

Se demostré que el cultivo previo de los blastocistos
en medioc de Biggers por 17 horas, favorece
su maduracién, permitiendo que un mayor porcentaje
de ellos se liberen de la zona peltcida, se adhieran
y extiendan al ser transferidos a un medio de cultivo
que permite la implantacion.

Los blastocistos cultivados en cNCTC-135-BSA al
0.47Z sobre 1la cubierta dejada por el suero se
adhieren y extienden en una proporcitn similar a
aquellos cultivados en presencia de suero fetal de
bovino (SFB) al 1074 & sobre una cubierta de

fibronectina.

El area de extensidn de los blastocistos cultivados
en medio cNCTC-135-suero es iqual a la de los
cultivados sobre la cubierta de suero, después de 96

horas de cultivo.

La presencia de un anticuerpo contra fibronectina
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ar

8).

9).

inhibe la ruptura de la zona pelucida y la extensidn
del trofoblasto, ademis de retardar la desaparicion
de la cavidad del blastocele. El efecto del
anticuerpo sobre la cinética de 1los cultivas fue
dependiente de la dosis empleada.

Por 1o que es posible que la fibronectina sérica ¢
la producida por el blastocisto, desempeffien una
funcidn importante en la ruptura de la zona
peldcida, en la extensidn del trofoblasto y en 1la
organizacién tridimencional del conceptus in vivo e

in vitro.

La concentracidn mas alta del anticuerpo
antifibronectina empleada reduce notablemente el
Area de extensién de los blastocistos en cultivo
con respecto al cultivo en cNCTC~135-suero.

La distribucion de fibronectina en los blastocistos
implantados depende de 1las condiciones de cultivo.
Demostrandose que la presencia de anticuerpos
contra fibronectina modifica la localizacién
histoquimica de esta, ya que ha concentraciones
altas del anticuerpo se presenta en forma de
fibras gruesas abajo del trofoblasto y rodeando 1la
cavidad del blastocele vy a bajas concentraciones se
localiza alrededor del cono ectoplacentario y en 1la
masa celular interna. En cultivos en presencia de
suero la fibronectina no se detecta

inmunohistoquimicamente.
ta fibronectina posiblemente sea uno de 1los factores

séricos que contribuyen a la adhesién y extension del
trofoblasto in vitro.
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