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1- RESUMEN

La implantacién embrionaria se refiere a la adquisicion de una posicion fija del embrion
en ¢l utero; el embrion se une al epitelio luminal y en algunos casos penetra a distintas
profundidades de la pared uterina, esto ultimo se conoce como invasion.

Para que dicha invasion se de, la membrana basal y el estroma endometrial sufren la
actividad mecanica y fagocitica del trofoblasto, ademis de que participan algunas
enzimas proteoliticas que degradan a la matriz extracelular y que son producidas tanto
por el trofoblaste como por los tejidos uterinos activador del plasmindgeno y
colagenasas. Dicha matriz extracelular esta formada por coligena, proteoglicanos,
glicoproteinas como la fibronectina y la laminina, la interaccion que se da entre dichos
componentes culmina con la formacion de una red que ademds de servir de soporte a los
tejidos desempefia funciones importantes durante la prefiez y el desarrollo embrionario,
Para la degradacion de la matriz extracelular se requiere de la participacion de las
metaloproteasas de matriz extracelular (MMP) que se caracterizan por requerir de un
ion divalente para su actividad, en ellas se incluyen una variedad de enzimas que
degradan a la colagena. Sin embargo, inr vivo tas proteinas de la matriz no actdan en
forma aislada y la matriz extracelular difiere en composicidn entre los distintos tejidos u
organos y entre las derivadas de las células normales o transformadas. Por lo anterior,
este trabajo se traté de aislar y caracterizar una matriz extracelular que se obtendri del
endometric de ratdn al cuarto dia de prefiez, y se compararon sus caracteristicas con una
matriz extracelular comercial: el matrigel, para su posterior utilizacion, en el estudio del
desarrollo de los blastocistos del raton.

Para este propdsito se llevo a cabo la técnica de extraccion de la matriz extracelular
descrita por Armant y Kameda (1994). En la caracierizacion de dicha matriz se utilizo la
electroforesis con geles al 7.5 %, y geles adicionados con gelatina para la zimografia vy
detectar las metaloproteasas; la deteccidn de fibronectina se realizé con la técnica de
Western blot, v la colagena por medio de rojo sirio,

Los blastocistos se cultivaron con medio NCTC-135, suplementado con la matriz
extracelular en fibras o sonicada v con matrigel utilizando como control el medio
suplementado con suero.

Los resultados encontrados muestran que la matriz extracelular tiene una composicion

de laminina, fibronectina. coldgena vimentina y entactina principalmente. Se determino



la presencia de metaloproteasas tanto en la matriz extracelular como en el matrigel un
preparado comercial, las cuales son dificiles de separar de las muestras. En cuanto al
desarrollo de blastocistos se observo que ios embriones no se adhieren a las fibras de la
matriz si no a la superficie de cultivo, y cuando se sonmicé la matriz los embriones
murieron por la generacién de carbonilos en el medio lo cual se comprobo con la prueba
de MTT. En el matrigel se adhirieron al medio pero no se da una extension como tal en
el medio sino se da una penetracion al medio.

Por lo cual se puede determinar que la extraccion de la matriz extracelular fue adecuada
al encontrar las mismas proteinas que otros autores, la cual contiene metaloproteasas
estrechamente relacionadas con los componentes de la matriz y del matrigel.

El cultivo de blastocistos se da un desarrollo embrionario diferente dependiendo de los
medios de cultivo, en los cuales se da una adhesion y extension del blastocisto, y en

otros se da el rempimiento de la zona peliicida pero no un desprendimiento de ella.



IL.- INTRODUCCION

La viviparidad en los mamiferos ha producido diversas y variadas adaptaciones, que
incluyen modificaciones en el desarrollo embrionario y la adquisicion de procesos de
interaccion entre el embrion vy los tejidos maternos. En ellos el primer tejido que se
diferencia durante el desarrolio ontogenético es el trofectodermo; se le denomina asi por
estar constituido de una sola capa de células localizada en la parte mas externa del
blastocisto, este tejido ademds de que establece la interaccion con los tejidos maternos,
da origen al ectodermo del ceridn, que participa en el establecimiento de la conexién
{ntima con el endometrio y llega a ser el principal constituyente de la placenta. También
se le conoce con el nombre de trofoblasto, este término es mas genérico y se usa para el

trofectodermo y sus derivados (Gilbert, 1994) figura 1.

El desarrollo embrionario del raton antes de la implantacion, culmina cuatro dias
después de la fertilizacion con la formacién del blastocisto. En él se distinguen dos
poblaciones celulares: las det trofectodermo y las de la masa celular interna, ambas
rodean una cavidad llena de liguido, el blastocele; a todo este conjunto lo protege una
cubierta resistente, la zona pelacida (ZP). Al trofectodermo que se encuentra
recubriendo la masa celular interna (MCI) se le conoce como polar, y al que rodea al
blastocele como mural (Izquierdo,1986). De la masa celular interna se originan los
tejidos del embrién (Gilbert, 1994).



Figura 1: Estructura del blastocisto al dia 4 de prefiez. El blastocisto esia formado por
dos poblaciones celulares, la de la masa celular interna (MC1} y la del trofectodermo
(T), ambos rodean a la cavidad del blastocele (B). En su conjunto, el blastocisto esta

protegido por una cubierta de glicoproteinas, la zona pelacida (ZP).



Los blastacistos se forman después de que las morulas entran al tero, se distribuyen
uniformemente a lo largo de los cuernos uterino y se ubican en el lugar en que ocurrira
la implantacion, en los roedores el blastocisto se dirige hacia la region antimesometrial,
este evento se conoce ¢omo orientacion, y esta dado por las contracciones del miometrio

{Boving, 1971).

De manera simultinea, los blastocistos se liberan de la zona pelicida, la cual es disuelta
por componentes enzimaticos de las secreciones uterinas (Rosenfeld y Joshi, 1977).
Después de esto se implanta en el endometrio, la implantacidn del blastocisto marca por
tanto, el inicio de una asociacion estrecha entre dos tejidos de constitucion genética
distinta y es un proceso clave en los organismos que se desarrollan dentro de la madre y

cuya nutricion depende de ella (Flamigny vy col. 1991).

El proceso de implantacion en los mamiferos incluye la unién del blastocisto al epitelio
uterino seguido por la invasion de las células gigantes del trofoblasto al estroma uterino
(Armant y Kameda , 1993).

1.- IMPLANTACION EMBRIONARIA.

La implantacién embrionaria se refiere a la adquisicion de una posicion fija del embrién
en el Otero, el embrion se une al epitelio luminal y en algunos casos penetra a distintas

profundidades de la pared uterina, esto ultimo se conoce como invasion.

Los eventos asoctados a la implantacién del blastocisto en los diversos animales varian
dependiendo del grado de intcraccion de las células trofobiasticas con el endometrio
(Schiafke & Anders, 1975).

En los primeros dias de embarazo en el caso de roedores, entre la fertilizacién y el
comienzo de la implantacién, el endometrio sufre una preparacién para permitir la
implantacion embrionaria (Martin y Finn, 1968, 1969). adquiriendo Ia receptivilidad al
cmbrion, esta fase es transitoria y de corta duracion (24 h para la rata vy el raton) y sélo

durante ella el atero acepta al blastocisto y es capaz de responder a sus sefiales. Esta
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fase depende de la accidén de los estrogenos y de la progesterona sobre el utero y
también se adquiere en animales seudoprefiados (Psychoyos, 1986; Weitlaf, 1988;
Guzman-Grenfell y col., 1993).

En los roedores, para la adquisicién del estado receptivo utenino se requiere de la accion

de los estrogenos sobre un Utero previamente expuesto & la progesterona.

FASES IMPLANTACION

Segin Enders (1970} durante el proceso de implantacion pueden distinguirse las

siguientes etapas.

1) Distribucién: los blastocistos se encuentran en la luz uterina y son trasladados hacia
el lugar en el cual se lleva acabo la implantacion; para el transporte del blastocisto
se deben de dar movimientos contractiles del musculo liso del itero.

2) Orientacion: Es el proceso por el cual el blastocisto se sitia proximo a la porcién
del endometrio donde se Heva a cabo la implantacion. En ia rata y el raton, el
blastocisto se ubica hacia la parte antimesometrial del endometrio, con el polo
embrionario dirigido hacia la parte mesometrial. Durante este proceso se pierde la
zona pelicida (Psychovos, 1973).

3) Contacto o aposicion: es fa yuxtaposicion entre las superficies del trofectodermo y

¢l epitelio luminal uterino; este proceso puede ocurrir por diversos mecanismos:

a)} Por envolvimiento: el endometrio uterino se hincha y rodea al blastocisto
dandose el contacto del trofectodermo con el epitelio uterino (reaccién de
ataque epitelial), este mecanismo ocurre en la rata y el raton ( Enders, 1970,
Psychoyos, 1973).

b) Por expansion: el blastocisto se expande, aumenta de volumen y llena la luz
utering; esto ocurre en el conejo, el cerdo, animales carnivoros y algunos
monos (Psychoyos, 1973).

¢) Por acercamiento activo; esta dado por la aproximacion activa del blastocisto
a la mucosa uterina, se da en el cobayo, el chimpancé y el humano

(Psychoyos, 1973).
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En este periodo las microvellosidades del trofectodermo y del epitelio luminal uterino,
se interdigitan (Psychoyos, 1973). En e raton esto se da en el trofectodermo mural. El
blastocisto envia sefiales al endometrio, antes de unirse a él, y el Utero empieza a

experimentar cambios en respuesta a estas sefiales.

4} Adhesion: Se establece la union firme entre el trofectodermo y el epitelio
endometrial (Enders, 1970). Se establece una interaccién estrecha entre las
superficies de membrana, mediante moléculas de adhesion y desmosomas (Schiafke
v Enders, 1975; Enders, 1976).

5}  Penetracién o invasion: el trofoblasto se funde o penetra al epitelio uterino y se

introduce a capas mas profundas del endometrio.

El grado de invasion varia en diferentes especies y va desde la simple adhesion de los
epitelios, a la penetracion de capas profundas del endometrio, en algunos casos, incluso
las vellosidades coridnicas que se originan del trofectodermo quedan bafiadas

directamente por la sangre materna.

Durante la invasidn las células trofablasticas se transforman e interactiian con el tejido
materno, éstas, de una forma aplanada y con un nicleo con apariencia de huse, se
convertirin en células gigantes y poliploides (rata y raton) o formaran un sincicio

(sinciciotrofoblasto en el humano o el cobayo).

La penetracion del epitelio ocurre por tres mecanismos: Desplazamiento, fusién o

ntrusion.

a) Desplazamiento: cuando se da la adhesion se presenta ia muerte y el
desprendimiento del epitelio luminal uterino, lo cual facilita la interaccion del
trofoblasto con la lamina basal y la penetracién del estroma, ésta ha sido descrita
para la rata y el raton (Schlatke y Enders, 1975; Denker, 1990). La muerte del

epitelio es por apoptosis (Parr y col, 1985).



b) Fusién: se da en el conejo y en los rumiantes; la membrana apical del trofoblasto se
funde con la del epitelio uterino, formando una mezcla sincicial de origen materno y
embrionario (Schlafke y Enders, 1975; Denker 1990).

¢) Intrusion. se presentan pequefias prolongaciones del citoplasma del
sinciciotrofoblasto que penetran entre las células epiteliales uterinas; ademas de que
ocurren eventos de fusidn, esto se preserta en ¢l humano, el hurén y algunos
carnivoros (Schlafke y Enders, 1975; Denker, 1990).

En la penetracién de la membrana basal y el estroma endometrial se han implicado la
actividad mecanica y fagocitica de! trofoblasto, ademés de la participacidon de algunas
enzimas proteoliticas que degradan a la matriz extracelular y que se producen tanto por
el trofoblasto como por los tejidos uterinos, activador del plasminogeno y colagenasas
(Sherman y Salomon, 1975, Strickland y col., 1976; Brenner y col., 1989).

Es ademas importante la interaccion de la superficie del trofoblasto con diversas
moléculas de la matriz extracelular v con otras células presentes en el estroma del
endometrio (Guzman-Grenfell y col., 1993). En la invasion del trofoblasto las células
repetidamente se adhieren, degradan y migran a través de la matriz extraceluiar, en
forma parecida a lo que ocurre durante la invasion de tejidos por un tumor metastasico
{Yagel y cols, 1989, Shutertand, y cols 1988, Armant, y cols 1986),

El tejido endometrial participa como regulador del proceso invasivo; ya que por una
parte lo facilita al ocurrir ia regresion controlada del tejido decidual subyacente al
trefoblasto, y por otra evita que el trofoblasto vaya mas alld del estroma, debide 2 la
gran produccion de tejido decidual, asi como también por la secrecion de factores
quimicos que inhiben la invasividad del trofoblasto (Sherman y Salomon, 1975). Entre
los que se encuentra ¢l facior de crecimiento transformante § (TGFB). En estudios
recientes s¢ han encontrado glicoproteinas y proteoglicanos del epitelio uterino y del
trofoblasto, los cuales estan fuertemente relacionadas con la implantacion,

Asi también se tienen datos de la expresion de receptores para moléculas de la matriz
extracelular en el trofoblasto invasivo, se puede esperar que estos receptores jueguen un
papel funcional durante la fase de invasion, que se da después de la penetracion del

epitelio uterino.



Dichos receptores son llamados integrinas, al menos se ha demostrado la participacién
et la implantacion embrionaria de dos de estas proteinas una de ellas tiene afinidad a la

fibronectina y otra a la laminina ( Asgerally, 1997).
2- INTEGRINAS

Las integrinas son proteinas heterodiméricas localizadas en la membrana celular y que
participan en la adhesion células entre si y con la matriz extracelular. Se encuentran en
constantes cambios en el endometrio durante el ciclo menstrual de las mujeres(Lessey y
cols. 1994; Ruck y cols. 1994).

La matriz extracelular esta ligada por estos receptores que probablemente juegan un
papel importante durante la diferenciacién del endometrio para que este sea receptivo
(Asgerally,1997).

Dichas moléculas se han estudiado en primates para ver cual es el papel que
desempefian durante la cascada de eventos moleculares que estin ligados con la
implantacién; la expresion de las integrinas esta asociada con los cambios que se dan en
la matriz extracelular durante el ciclo menstrual y la prefiez (Lessey v cols. 1994; Ruck
y cols. 1994).

Recientemente se ha demostrado que la ventana de implantacion en el humano y la
decidualizacion del estroma endometrial, se asocian con cambios especificos en la
expresion de las integrinas (Lessey y cols. 1994; Ruck y cols. 1994). Los cambios en la
expresion de integrinas en el endometrio, pueden sugerir que estas proteinas tienen un
posible papel en la cascada de eventos moleculares ligados al proceso de la

implantacion,
3.- LA MATRIZ EXTRACELULAR.

La matriz extracelular (MEC), ademas de proveer de un soporte estructural a las células
también influye en sus caracteristicas basicas como su morfologia, proliferacion,
diferenciacién y metabolismo (Carnegie y Cabaca, 1993). Consiste de macromolécuias
secretadas por las células dentro de su medio ambiente, estas moléculas interactian para

formar una red insoluble que puede jugar varios papeles durante el desarrollo



embrionario y la prefiez. La MEC puede servir como el sustrato sobre el cual las células
migran y ademdis participar en la induccién de la diferenciacion de ciertos tipos
celulares. Hay dos tipos principales de matrices extracelulares; fas membranas basales y
la matriz de tipo intersticial. Las primeras estdn constituidas de dos capas, una debajo de
los epitelios; producidas por éstos, y una capa reticular o lamina reticulosa, producida
por las células del tejido conectivo. La matriz extraceluiar esta formada por colagena,
proteoglicanos, glicoproteinas como la fibronectina y la laminina; a estas dltimas se les
denomina como sustrato de adhesion molecular. La interaccion que se da entre dichos
componentes culmina con la formacion de una red que ademas de servir de soporte a
los tejidos desempefia funciones importantes durante la prefiez y el desarrello

embrionario (Gilbert, 1994).
3.1.- COLAGENA:

Las colagenas forman una familia glicoproteinas que contienen un gran porcentaje de
residuos de glicina y prolina. Es el mejor soporte estructural de casi tados los drganos
en los animales y constituye casi la mitad de las proteinas del cuerpo (Gilbert, 1994),

La colagena se encuentra agrupada en 19 tipos de ellas mencionaremos a las mas

comunes:

Tipo I: se encuentra en la matriz extracelutar de la piel, los tendones y los huesos y

constituyen un 90% de la colagena que se encuentra en todo el cuerpo.

Tipo II: Se encuentra principalmente en ¢l cartilago, pero también en la notocorda y el

cuerpo vitreo del ojo.
Tipo ILI: Se encuentra en los vasos sanguineos.

Tipo 1V: Se encuentra en las membranas basales cerca de las células epiteliales (Vuorio,

1986).

Existen otros tipos de coldgenas en el cuerpo especialmente en el cartilago. La colagena

es importante para fa formacion de la lamina basal, y esta también implicada en inducir
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la ramificacion de los tubos epiteliales en la glandulas salivales, el pulmén y otros
Organos {Gilbert, 1994).

3.2.- PROTEOGLICANOS:

Estos son tipos especificos de glicoproteinas en los cuales el peso de los carbohidratos
€s mas alto que el peso de las proteinas, la cadena lineal de los carbohidratos esta
compuesta de repeticiones de disacaridos. Usualmente uno de los aziicares de cada
disacarido estos se puede unir a un grupo amino, asi la unidad repetida es llamada
glicosaminoglicano. (Gilbert, [994).

La interaccidn de proteinas y carbohidratos forma una red propia de la matnz y en
muchos tipos celulares maviles, los proteoglicanos rodean a las células.

La constitucién de la matriz extracelular depende de la proporcion de colagena y de
proteoglicanos. En la lamina basal predominan los proteoglicanos que forman un tamiz
con la funcion de proveer un soporte estructural,

Los proteoglicanos también pueden ser importantes en la mediacion de las conexiones

entre los tejidos adyacentes de un érgano.

3.3.- GLICOPROTEINAS EXTRACELULARES:

La matriz extracelular contienen una gran variedad de moléculas especializadas como la
fibronectina, la laminina, la trombospondina y la entactina, estas grandes glicoproteinas
probablemente son responsables de la organizacion de la colagena, los proteoglicanos y

de las células para dar un orden estructural (Gilbert, 1994).

3.3.1.- FIRRONECTINA:

Es una glicoproteina grande (460 kDa), es un dimero sintetizado por los fibroblastos, los
condrocitos, las células endoteliaies, los macrofagos y ciertas células epiteliales (como
los hepatocitos y los amniocitos) una de las funciones de la fibronectina es servir como
un enlace general a varios substratos para la adhesién celular; al igual que la colagena y

los proteoglicanos, la fibronectina también organiza a la matriz extracelular. La



interaccion con las moléculas apropiadas tiene como resultado la alineacién de las

c€lulas con su matniz extracelutar (Gilbert, 1994).
3.3.2.- LAMININA:

Es el mayor componente de la lamina basal, esta formada de tres cadenas de péptidos y
como la fibronectina, puede unirse a la colagena, los glicosaminoglicanos y las células
(Gilbert, 1994),

4.- PROTEINAS QUE DEGRADAN A LA MATRIZ EXTRACELULAR

Las enzimas proteoliticas juegan un papel importante durante diversos procesos
celulares, estas enzimas degradan por la hidrdlisis total o parcial a las proteinas,

Para la clasificacion de las proteasas se utilizan tres criterios que son:

¢ Tipo de reaccion catalizada.
¢ Lanaturaleza quimica del sitio catalitico.

¢ Evolucidn y relacion del sitio de accion en referencia a su estructura..
Utilizando el segundo criterio se dividen en cuatro grupos, que son:

e Metaloproteasas.
e Serin-proteasas.
* Cistein-proteasas.

¢ Asparto-proteasas.

Las metaloproteasas de matriz extracelular (MMP) se caracterizan por requerir de un
ion divalente para su actividad, elle incluyen una variedad de enzimas que degradan a la
coldgena. Entre los iones que se requieren para su activacion estan el Zn™?, el Mg'? y el
Ca'?

Los activadores del plasmindgeno (AP), la plasmina y las metaloproteasas, intervienen

en la degradacion de las matrices extracelulares. Por lo tanto, en los procesos que
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implican la remodelacién de la matriz extracelular o su penetracion. Estas enzimas
actian en forma cooperativa {Pardo y Selman, 1996).

El trofoblasto invasivo, tiene la capacidad para producir enzimas que degradan a las
matrices extracelulares.

Las MMP se subdividen segun su habilidad para degradar algunos de los componentes
de las matrices extracelulares como la coligena, la gelatina, la fibronectina, la laminina,
o los proteoglicanos. Por lo general se secretan como proenzimas inactivas (Pascal y
col., 1987).

Los activadores fisiolégicos potenciales de las MMP, incluyen a otras proteasas como la
plasmina, la catepsina B v G, v la elastasa de los neutrofilos (Tabibzadesh y Babaknia,,
1995).

Algunos miembros poseen la habilidad adicional de activar formas latentes de otras
metaloproteasas, por ejemplo: ia MMP-3 que es una estromelisina, activa a la: MMP-1,

una colagenasa y a la MMP-9, una gelatinasa (Tabibzadesh y Babaknia., 1995},

La actividad de las MMP en los tejidos, es regulada por inhibidores endogenos, los
ilamados inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs), producidos. localmente
como el TIMP-1, 2 y 3. El TIMP-3 se ha identificado en el ntero y la decidua peri-

implantaciGnal en el ratén (Lala y Hamilton., 1996).

Los activadores del plasminogeno pertenecen a las serin-proteasas; ya que en su sitio
activo se presento un residuo de serina, indispensable para su actividad catalitica.
Degradan al plasminégeno para formar plasmina 'y aunque ja plasmina actia
ditectamente sobre las proteinas de la matriz extracelular, su actividad sobre ellas es
limitada y participa principalmente como componente de la cascada proteolitica, que

activa la forma latente de las metaloproteasas ( Harvey y cols., 1995).

Localmente también se producen inhibidores de los activadores del plasmindgeno el

PAI-1 y el PAI-2 que regulan la actividad de estas enzimas (Lala y Hamilton., 1996).



Ill.- ANTECEDENTES

Los blastocistos de raton cultivados in vifro experimentan una serie de camb?os
similares a los que le ocurren en el itero durante la implantacion. -Son capaces de
romper la zona pelicida, adherirse a diferentes substratos por medio del trofoblasto
mural, ademas, las células trofobldsticas migran, crecen en extension y originan células
gigantes poliploides. .

Las células del trofoblasto polar, a diferencia de fo que ocurre en el Gtero, se separan de
la masa celular interna (MCI), migra sobre el cultivo y se sitGian entre-el crecimiento
trofoblastico y la MCI, permanecen diploides vy no aumentan de tamaiio, mientras, que
los derivados de la MCI1 quedan como un grupo de células sobremontadas en el centro
(Wilson y Jenkinsen,1974; Sherman y Salomon, 1975; Gonda y Hsu, 1980).

Ei destino de la MCI es variable; prolifera creciendo como una masa desorganizada de
células y solo en algunos casos se forman cuerpos vesiculares con ecctoblasto y

endoblasto (Wilson y Jenkinson,1974; Shernan y Salomén, 1975; Gonda y Hsu, 1980).

Se han establecido ya las condiciones basicas del cultivo para las distintas fases de la
implantacién in vitro. Para que se lleve acabo la adhesion y sea maés estable, y que
ocurra la extension del trofoblasto, €s necesario complementar el medio de cultivo con
aminoacidos y suero de bovino fetal (SBF) (Gwatkin, 1966a). Este enriquecimiento con
suero puede ser sustituido por el co-cultivo con otras- células (Salomon y Sherman,
1975; Sherman y Salomon, 1975) o por la adicion de proteinas de la matriz extraceluiar
( Wilson y Jenkinson, 1974; Armant y col., 1986a; Armant, 1991) o por el empleo de
fetuina (Gwatkin, 1966b, Rizzino y Sherman, 1979, Sellens y Sherman, 1980).

Los blastocisios son capaces de implantarse in vitro sobre monocapas de diversos tipos
celulares, derivados del raton y del humano, del criceto y de la rata; sean o no de tejido

uterino ( Salomon y Sherman, 1975; Sherman y Salomon, 1975).



La accion del SBF es en gran parte debida a que contienen fibronectina; ya que
anticuerpos contra ella inhiben la extensién del trofoblasto en cultivos en presencia de
suero (Baiza, 1994).

El trofectodermo adquiere la capacidad de adherirse y extenderse a superficies cubiertas
con proteinas de la matriz extracelular {Wilson y Jenkinson, 1974; Jenkinson, 1977
Sherman y Atienza-Samols, 1978; Armant y col, 1986a). Esto sucede por la
adquisicidn de moléculas que interactian con la matriz extracelular como integrinas
(Armant y col., 1986b;, Sherman y col, 1988; Armant, 1991) 0 protecglicanos de
heparan sulfato (Farach y col., 1987).

Durante el proceso de adhesion y extension, el trofoblasto se diferencia y expresa
diversas proteinas como: la fosfatasa alcalina (Sherman, 1972a); la esterasa A
(Sherman, 1972 b), la A*3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (38 HED) (Chew y
Sherman, 1973 y 1975; Sherman y Salomon,1975), el activador del ptasmindgeno
(Strickland y col., 1976; Sherman, 1980), la B-glucuronidasa (Sellens y Sherman, 1980),
y la subunidad A de la lactato deshidrogenasa (L.LDH) (Sellens y Sherman, 1980);
también se modifica el patron de sintesis de proteinas de secrecion (Nieder, 1990, Baiza,
1994},

Durante la penetracion del endometrio el trofoblastc entra en contacto con matrices
extracelulares de distinta composicion y es posible que su diferenciacion: sea influida
por esta interaccion, esto es factible; yva que las matrices extracelulares no sdlo son un
factor fisico al que se anclan las células de los tejidos, sine que muchos de sus
componentes interactiian con receptores de Ia superficie celular y a través de elios
afectan la caracteristicas metabdlicas del trofoblasto (Sutherland, vy cols 1988, Armant.
1986 a).

Diversos componentes de la matriz extracelular son sintetizados durante la
decidualizacion (Wewer v cols 1986; Kisalus y cols 1987), donde se producen a las
proteinas fibronectina, colagena tipo 1V, laminina, entactina y proteoglicanos de sulfato

de heparina.



También las proteinas de la matriz extracelular (fibronectina, laminina, colagena tipo
IV, vitronectina, entactina) promueven y favorecen la adhesion y extension de
blastocistos de raton in vitro aun sin el empleo de suero (Armant y col 1986 a, b;

Carson, y cols., 1988; Sutherland y cols., 1988; Yelian y cols.,1993).

La matriz extracelular obtenida del endometrio, utilizada en forma de fibras sostiene la
adhesién del trofoblasto y es penetrada por éste (Armant y Kameda, 1994); sin
embargo, en este sistema es dificil la observacion de los blastocistos, por lo que se
pretende en este trabajo emplearla de una manera que pudiera permitir un mejor manejo

del sistema de cultivo.
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IV.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

Debido a que la implantacién en los mamiferos es un proceso complejo in vivo, y
pricticamente inaccesible para el control de los experimentos, se han establecido
sistemas para el estudio del desarrollo del trofoblasto en cultivo, lo que nos permite
estudiar la respuesta de este tejido a distintas variables experimentales.

En el estudio de la accion de la matriz extracelular sobre las células se han empleado
proieinas componentes de la misma como la fibronectina, la laminina y la colagena, o
preparados de la membrana basal derivadas del sarcoma de Engelbreth Holm — Swarm
del raton o matrigel. Sin embargo, in vive las proteinas de la matriz no actian en forma
aislada y la matriz extraceluiar difiere en composicidn entre los distintos tejidos u
organos y entre la derivada de células normales o transformadas.

En este trabajo se pretende aislar y caracterizar una matriz extracelular que se obtendra
del endometrio de ratén al cuarto dia de prefiez. y se compararan sus caracteristicas con
una matriz extracelular comercial; el matrigel. Para su posterior utilizacién en forma de
gel o de fibras, en el estudio del desarrollo de los blastocistos del ratén, se tratara
asimismo de hacer un preparade mas homogéneo mediante el empleo de Iz técnica de
sonicacton.

Se ha demostrado que diferencias en la composicion de los substratos de adhesion para
cultivo de células influyen en la morfologia y la migracion celular; debido a ello es que
se trata de utilizar como substrato a una matriz compleja obtenida del endometrio, al

tiempo en que el Urero es receptivo.



V.- OBJETIVOS

General:

Estudiar el desarrollo de blastocistos de ratén cultivados sobre una matriz extracelular

obtenida del endometrio.

Particulares:

1.-Aislar la matriz extracelular del endometrio de raton de cuatro dias de prefiez.

2.-Caracterizar la matriz extracelular obtenida y compararia con el matrigel en cuanto

a:

a) Patron electroforético de las proteinas que o constituyen.

b) Presencia de gelatinasas.

3.-Observar ¢l desarrollo de blastocistos de ratén sobre la matriz extracelular obtenida.

a) Analizar la forma mas adecuada de preparar a la matriz para su uso en el cuitivo.

b) Evaluar el desarrollo de los blastocistos sobre la matriz del endometrio en cuanto a ;

-Ruptura de la zona pelicida.
-Adhesidn y extension al susirato.

-Colapso de la cavidad del bilastocele.



VI.- METODOLOGIA

L- Obtencién de los blastocistos y del endometrio de raton.

Se utilizaron ratonas de la cepa CD1, las cuales se inducieron a superovular por medio
de la administracion via intraperitoneat de 5 UT de gonadotropinas del suero de yegua
prefiada (PMSG), seguida 48 h después por la administracion de 5 Ul de gonadotropina
coriénica humana (hGC). Se aparearon con machos de la misma cepa y al dia siguiente
se reviso la vagina para detectar la presencia del tapon vaginal, que indica el primer dia
de prefiez.

Al cuarto dia entre las 17 y 18 h se extirparon los Gteros y después se obtuvieron los
embriones mediante el lavado de los cuemos uterinos con medio de Biggers. Los uteros
se cortaron longitudinalmente, colocindolos en papel filtro con la parte interna hacia
arriba, s¢ congelaron a — 70 °C, y posteriormente se liofilizaron en una liofilizadora
marca LABCOF. El endometrio se obmvo por medio de un raspado con agujas de
27X13 mm con la punta doblada (Esquema 1)

2.- Obtencidén de la matriz extracelular.

Para obtener la matriz extracelular del endometrio, se hicieron extracciones sucesivas
por el procedimiento descrito por Armant y Kameda (1994). El endometrio liofilizado
se suspendio en Nonidet P40 al 0.5 % més unz mezcla de inhibidor de proteasas (PIC)

(NPAO—PiC}’ en una or

a
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cidn de 10 mg/mL de tejido seco. Bl PIC esta formado por
aprotinina 25 mg/mL , leupeptina 1 mg/mL , antipaina 2 mg/mL, benzamidina 10
mg/mL , quimiostatina 1 mg/mL y pepstatina 1 mg/mL. El PIC que se utiliza al
principio para salubilizar el endometrio, también contuvo P-metilsulfonil fluoruro
(PMSF) 0.3 mg/mL.

Se centrifugd por 10 minutos a 1000 rpm, el procedimiento se llevé a cavo en cuatro
ocasiones y la pastilla se dejé incubando con NP40 - PIC durante toda la noche a 4 °c,
al dia siguiente se centrifugo a 11 000 rmp resuspendid la pastilla en 2ml de

amortiguador de acetato de sodio 25 mM a un pH de 5.0, Mg:S0; 5 mM y 200 U/mL
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de DNAsa tipo I, y se incubd por 3 horas, a temperatura ambiente. Después de
centrifugar el sedimento de resuspendié con NaCl 1.0 M con PIC, se lavé y resuspendid

Esquema Metodolégico Generat 1

Ratonas CDI

Superovulacién’

Y

Aparcamiento

A 4

4 Dias dc Prefiez

Obtencién de

Blastocistos
Endometrio
iz Extracelul izaci
lMamz Ext ular _!_ > Caracterizacion

Cultivo de
Blastocistos

Patron electroforético
Zimografia-Gelininasas
Rojo sirio

<Cinética
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Esquema de 1z obtencion de Ja Matriz Extracelular 2
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en NaCl 1,0 M en 3 ocasiones mas, enjuagando posteriormente con agua destilada en 5
ocasiones y la matriz obtenida se almacené con agua destilada a-20 °C hasta su uso

Esquema 2 {Armant y Kameda, 1994).
3.- Anilisis electroforético y zimografia.

Para el analisis electroforético de las proteinas que constituyen a la matriz obtenida se
utilizaron geles de poliacrilamida al 7.5 % en presencia de SDS al 10 %, se corrieron
alicuotas de 10 pL de la matriz obtenida, después de disolverse en un amortiguador de
muestra 2X y quedando una proporcién de tejido liofilizado de 30 mg/mlL, y una
cantidad igual de matrigel (matriz comercial de membrana basal). Se empleo un
estandar de proteinas con pesos moleculares conocidos. Los geles se tifieron con azul de
Comassie al 10 %.

La misma cantidad de muestra, fue utilizada para la prueba de zimografia para
gelatinasas, la cual se elabord con PAGE-SDS al 7.5 %, copolimerizados con gelatina al
0.1%, en condiciones no reductoras; después del corrimiento electroforético, los geles se
incubaron por 30 minutos con Triton X-100 al 2.5% a 37 °C; luego se lavaron y se
incubaron en un amortiguador de Tris 1.0 M, mds cloruro de sodio 0.15 M, clorure de
calcio al 0.1 mM, y azida de sodio al 0.02%, con un pH de 7.4, por 48 horas, al cabo de
este tiempo, se tifieron con azul de Comassie al 10 % por dos horas. Las bandas claras
indica la presencia de proteasas que degradan gelatina, otras geles procesados se
incubaron paralelamente con EDTA 40 mM, para discriminar las proteasas que

requieren de metales para su actividad.
Y .
4.- Eliminacion de Vieiaioproieasas.

Se trato la matriz extracelular con tres diferentes scluciones para la eliminacion de las
metaloproteasas: a) cloruro de calcio 5 M, b) clorure de calcio 5SmM, vy ¢) una mezcla de
cloruro de calcio 5 mM mas urea 6M. se utilizaron 10 mg de la matriz, en 2 mL de la
solucién, los cuales se dejaron incubar durante 2 h y se lavaron con agua destilada en

una centrifuga refrigerada a 4°C a 11000 rmp por 5 min.
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5.- Deteccidn de fibronectina por “Western blot”.

Después del corrimiento electroforético el gel se colocd en un aparato de
electrotransferencia, en el cual se utilizo una hoja de pape! de nitrocelulosa del tamaito
del gel y ambos se colocaron sobrepuestos en una solucion de transferencia previamente
enfriada, y se sometieron durante toda la noche a una corriente eléctrica de 45
miliamperes, para que se transfirieran las proteinas del gel al papel, posteriormente se
1ifié con rosa de Ponceau para observar la presencia de bandas de proteinas, al cabo de
esto se cortd el papel de nitrocelulosa en carriles para hacerles la deteccion
inmunohistoquimica, la cual consiste en lavar la banda de papel con una solucion de
Triton X100 al 2.5 % y leche Sveltti descremada al 5 % mas PBS durante una hora a
37°C y en agitacion, posteriormente se lavé con PBS-Triton X100 al 1%, y luego se
coloco el primer anticuerpo antifibronectina en una dilucion de 1/ 400 (10 pl del
anticuerpo en 15 m) de leche), este anticuerpo fue obtenido en el laboratorio en un
conejo Nueva Zelanda usando fibronectina de suero de cobayo como antigeno y se
incubo por 1 h a 37° C en agitacion, luego se lavd con PBS-Tritdn, y a continuacion se
adiciono el segunde anticuerpo 1/10000 (6ul de! anticuerpo en 15ml de leche),
incubandose durante una hora a 37° C, posteriormente se lavo con PBS y luego con un
amortiguador de fosfatos 50 mM a pH 7.4, y después se le adiciono el substrato de
diaminobenzidina (0.5 mg/mL) mas cloruro de niquel (0.3mg/mL) y cloruro de cobalto
{0.3mg/mL), se incubd por 10 minutos y luegd se reveld en la misma mezcla mas

perdxido de hidrogeno al 0.005%.

6.- Deteccion de coligena.

Después de ia electroforesis, el gel fue fijado durante 30 minutos con una solucién de
acido tricloroacético, pasado este tiempo se lavé con agua destilada en o las que fieran
necesarias hasta que se removiera el exceso de acido. Entonces se procedio a teiiir el gel
durante | h con una solucidn de rojo sirio F3BA, preparada en una solucion acuosa de
acido picrico saturado. Al cabo de la hora se lavd con una solucién de acido acético,

metanol, y agua, en una proporcion de 7:30:63 respectivamente, hasta que no quedara
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rastro del colorante, y se conservo en agua destilada a 4 C. En estas condiciones puede

durar hasta 60 dias.

7.- Procesamiento de la matriz para su utitizacién en los cultivos.

La matriz extracelular se empleo en forma de fibras para el cultivo de blastocistos o se
proceso de la siguiente manera. i
Fragmentos de 20 mg de la matriz extracelular obtenida fueron sonicados durante 40
segundos en un tubo Eppendorf con 1 mL de agua en un sonicador Branson Sunifiel
250, de esta muestra se¢ tomd la mitad del volumen para ser centrifugado durante 2
minutos 2 11 000 rmp en una micro centrifuga Eppendorf para sedimentar las fibras
insolubles de la matriz, obteniendose posteriormente el sobrenadante y el precipitado.
Se probaron diferentes formas de cubrir las cajas de cultivo con la matriz sonicada:

a) Cubierta por secado: Del sobrenadante y la suspension se tomaron 10ul de la
muestra v se celocaron en una caja Falcon dejando secar por 2 horas para que se
forme una capa en la superficie de la caja, después se lavaron en 5 ocasiones, con el
medio de cultivo NCTC-135 suplementado con antibidticos.

b) Gelificacion bajo aceite mineral: En cajas de cultivo se colocaron gotas de 20 ul del
sobrenadante o de la suspension procesada, y se incubardn por 4 h a 37

°C,posteriormente se lavaron 5 veces con el mismo medio de cultivo.

Preparacion de la cubierta de matrigel: Sobre la caja de cultivo se colocaron gotas de
10uL de matrigel concentrado que tiene una concentracion de proteinas de 12-mg/ mL,
en medio de eultive NCTC-135, y asi observar como es ei desarrollo de los embriones
en dichas capas, estos medios se incubaron por 4 h a 37 °C, y posteriormente se lavaron

en cinco ocasiones con el medio de cultivo a emplear.
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8.- Cultivo de blastocistos,

Los blastocistos se cultivaron en medio de Biggers conteniendo alblmina de suero de
bovino (BSA) al 0.4% y antibibticos (penicilina G 100 U/mL, estreptomicina 100
pe/mL y kanamicina 100ug/mL) en gotas de 20 uL en cajas Falcon bajo aceite mineral
y se incubaron a 37 °C durante 24 horas, posteriormente los blastocistos fueron
transferidos a los medios de cultivo experimentales en gotas de 20 ul de medio NCTC-
135 suplementado con BSA y antibidticos a las concentraciones ya indicadas. Estos
blastocistos se cultivaron en grupos de 10 en gotas bajo aceite mineral, sobre las
cubiertas de la matriz extracelular obtenida o de matrigel, y se incubaron a 37 °C en una
atmosfera hiimeda vy con 5 % de CO;, en una incubadora Revco. Las cajas para el
cultivo fueron pre-equilibradas minimo por 4 horas antes de adicionar los blastocistos,
Adicionalmente y como control, se cultivaron blastocistos en meddio Nete-135
suplementado con SBF al 10%.

Los cultivos se observaron diariamente en un microscopio estercoscopico para
establecer el porcentaje de blastocistos con ruptura de la zona pelGcida, con adhesion y
extensién al sustrato y que posean blastocele aparemte con respecto al numero de
blastocistos cultivados segin el procedimiento de Sherman (1978) durante un periodo
de 4 dias. Para determinar los blastocistos que estuvieron adheridos se agit6 la caja de
cultivo para observar cuantos blastocistos se encuentran atn libres, después de 4 dias de

cultivo

9.- Determinacién de grupos carbonilos en la matriz extracefular sonicada.

Se tomaron fragmentos de 2.4mg de la matriz extracelular obtenida anteriormente, se
suspendio en 0.5mL de agua y se procesaron en un sonicador Brandoson Sonifieer 250
durante 20 segundos, en un tubo eppendorf de 0.5ml, en presencia de manitol 0.5mM, o

sin el.

La posible modifigacion oxidativa de las proteina debida a la sonicacidn se evalido por ia
reaccion de la 2,4 dinitrofenilhidrazina, para determinar los grupos carbonilo de las

proteinas oxidadas acorde con Levine y col. (1990), con el siguiente procedimiento.
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A tubos de microcentrifuga se les adicionaron 0.5 mL de la matriz sonicada o sin
sonicar (2.4mg/0.5mL) de matriz mas 0.5ml de 2,4 dinitrofenilhidrazina 10mM en HCI
2M, se dejaron reposar por una hora a temperatura ambiente, se mezcld en un vortex y
s¢ agitd cada 10 a |5 minutos y posteriormente se les adiciond 5ml de dcido
tricloroacético al 20% y se centrifugd a 11,000 g por 3 minutos en una microcentrituga
Eppendorf y se tird el sobrenadante. El sedimento de la proteina se disolvid en 1ml de
solucion de guanidina 6M en 20mM de fosfato de sodio monobasico a pH de 2.3
(ajustado con HCI) incubando por 30 min a 37° C y se removié el material insoluble
centrifugado a 11 000 g por 3 minutos. Posteriormente se leyo en el espectrofotdmetro a
una longitud de onda de 327 nm, para hacer et calculd de la concentracién de los grupos

carbonilos se empleo el coeficiente de absorcion molar de 22.000 M cm™.
10.- Andlisis estadistico.

Se analizaron los datos de la cinética de los cultivos por analisis de varianza de 2

factores seguida de la prueba de Tukey.

Se empleo el método estadistico de ANOVA utilizado una prueba para concluir con una
probabilidad de P<0.05.

Los datos en porcentaje fueron transformados a su arcoseno antes del analisis

estadistico.



VIL.- RESULTADOS

Después de la obtencion de la matriz extracelular del endometrio por medio de la
técnica de Armant y Kameda, se procedié a realizar la caracterizacion de dicha muestra,
por medio de electroforesis, en la cual se detectaron diversas bandas de proteinas, que
corresponde con el patron electroforetico encontrado por los mismos autores y que
podrian pertenecer a las comrespondientes a la matriz extracelular; ya que su peso
molecular se encuentra oscilando en el rango correspondiente a la proteina la

fibronectina, la laminina, la coligena tipo 1V y la entactina, entre otras (figural).

Figura 1
PATRON ELECTROFORETICC DE PROTEINAS PARA LA MATRIZ EXTRACELULAR DEL
ENDOMETRIO (Carril C} Y DEL MATRIGEL {Carril B).
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11 patrdn observicko para matrogel corresponde al encontrado por otros autares. ¥ esta compuesto por: Lemiting (a3,
[ibronectma (). coligena tipo IV (c). la presencia de fibrorecting se comprobd por “Western blat™, Se utilizé una
mezcli de proteines estindie de los siguientes pesos moleculures203 (: miosma ). |16 (gulactosidasa), 97 (fosforitasa

1), 66 talbtamving bovina), 45 ¢albumina de huevo), v 29 kDa (anhidrsa carbonrca),
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La composicion de la matriz obtenida se dedujo del patron electroforético de las

proteinas y de lo reportado por Armant y Kameda (1994) y se presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Composicién de proteinas de la matriz extracelular del endometrio.

MATRIZ EXTRACELULAR
Nombre PM (kDa)
Laminina 300

Fibronectina 250y 230

Colagena 146

Vimentina 42

En Iz tabla se muestran las proteinas obtenidas de la matriz extracelular del endometrio por medio de Is técnica de
Armant y Kameda. Encontréndose la presencia de laminina, dos bandas de fibronecting, colégena, v vimentina.

Para confirmar que algunas de estas bandas pertenecen a la fibronectina y a la coligena,
se llevaron a caba dos diferentes técnicas ya antes mencionadas;, Una de ellas fue la de
“Western blot” con un anticuerpo de conejo contra fibronectina sérica de cobayo.

Dando una reaccién positiva en la banda de 250 kDa (datos no mostrados).

La presencia de colégena se corrobord por medio de fa coloracion con rojo sirio F3BA,
esta técnica es selectiva para esta proteina (Rodkin, 1994). En la muestra de la matriz
extracelular obtenida del endometrio y en el matrigel la tincion con rojo sirio se
encontrd positiva, para el primer caso en la banda de 146 kDa, y en el segundo en las
bandas de 255, 221, 146 y 97 kDa. La coloracién mas intensa fue detectada en la banda

mas gruesa (figura 3).



Figura 3: Determinacion de coligena en la matriz extracelular del endometrio.
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En la figura 3 se observa en e carril (A), el patron electroforético del matrigel y en el carril (B) al de la
matriz extracelular del endometrio, las bandas méas obscuras se tifieron con rojo sirio por ko que contienen
coldgena.

En cuanto 2 la zimografia, se encontraron gelatinasas tanto en la matriz extracelular del
endometrio como en el matrigel. Estas fueron detectadas como bandas claras, debido a

la accidn proteolitica sobre la gelatina atrapada en la trama de la poliacrilamida.



Tanto en la matriz obtenida del utero de ratén como en el preparado comercial, €l
matrigel,

se observa la presencia de tres bandas claras con pesos moleculares de alrededor de los
255, 221 y 97 kDa en ambos casos la banda con el peso molecular de 97 kDa es la de
mayor intensidad, y es aun mds intensa en el matrigel (figura 4).Por medio del
tratamiento con EDTA se mostro la desaparicion de estas bandas, lo que corrobora que

son metaloproteasas.
Figura 4.-Deteccién de gelatinasas en la matriz extracelular del endometrio.
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En la zimografia se muestra a las gelatinasas presentes cn la matriz extracelular del endometrio (carril A)
v ¢l matrigel (carril B). Se realizd en geles de poliacrilamida al 7.5 % con SDS v copolimerizados con
gelatina como se indica en material y métodos. S¢ observan en ambos carriles 3 bandas de peso molecular
de 255, 221 v 97 kDa, la ultima es la més abundante v posiblemente corresponda a la precursora de la
MMP9 (flechas),



Las proteasas presentes en la matriz extracelular del endometrio no se pudieron extraer
con ninguno de los siguientes tratamientos, a) cloruro de calcio 5 mM mis urea 6M, b)
cloruro de calcio 5M, ¢) cloruro de calcio 5mM. Con ninguna de ellas se pudo extraer
las gelatinasas presentes en la muestra de matriz extracelular. Solamente se observé una
disminucién de la intensidad en el color de la banda cuando la muestra fue tratada con

cloruro de calcio 5 molar (figura 5).

Figura S: Extraccién de metaloproteasas de la- matriz extracelular del endometrio.
L]

A B C E D

La zimografia se realizé despuds de la extraccion de las metaloproteasas con diferentes tratamientos de la matriz
extracelular del endometrio, sin tratamienta {carril A), matriz extraida con con cloruro de calcio § mM més pren 6M
(carril B), Cloruro de caleio 5M (carril C), y cloruro de calcio 5 mM (carril D).

Las proteinas de ta matriz extracelular del endometrio se disolvieron parcialmente en
acido acético al 2.5 % a 4°C cuando esta se extrajo toda la noche. Con SDS al 1 % a
37°C no se disolvieron en la figura 6 se observan bandas de proteinas cuando se corrié

la electroforésis del extracto con acido acético, no asi con el extracto con SDS.
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Figura 6: Aislamiento de las proteinas de matiz extracelular con dcido acético y
SDS.

Figura 6 Se muestra la aislacion de las proteinas se la matriz extracelular del endometrio, €n of caril (A) se muestra
¢l tratzmtento con dcido acético, en el carril (B) se observa la muestra tratada con SDS, v ¢l caril (C) se observa una
inuestea de inaingel.



2.- Cultivo de bastocistos de ratén.

En las diferentes condiciones de cultivos que permitieron, los cambios que se
observaron a nivel morfolégico en los blastocistos fueron simitares.

En este trabajo se emplearo condiciones de cultivo, incluyendo: un medio rico en
nutrientes, cNCTC-135 adicionado con SBF al 10%4, en los otros casos se sustituyo el
suero por BSA al 0.4%, utilizando 1a matriz extracelular en fibras, sonicada, el matrigel.
En términos generales, en el cultivo en presencia de suero que sirve como control
positivo, los blastocistos en los dos primeros dias de cultivo rompen la zona peliicida
haciéndole una pequeiia muesca y se liberan de ella (figura 7).

Entre e! segundo y tercer dia de cultivo los blastocistos se adhieren al sustrato (figura 8
a) durante este proceso generalmente se colapsa la cavidad del blastocele; del segundo
al cuarto dia de cultivo las células del trofoblasto forman una monocapa de células con
nucleos prominentes (células gigantes),. Mientras que la masa celular interna permanece
sobremontadz en la superficie del crecimiento trofoblastico un dia después, 2 las 96 h de
cultivo las caracteristicas del conceptus son similares a tas descritas para el dia 4 (figura
8b).

Cuando los blastocistos se cultivaron en la matriz extracelular sonicada en sus distintas
formas que fueron la matriz sonicada total, el sobrenadante y la suspencion del
sedimento; cuando se sonicd y se lavd en PBS o medio de cultivo los blastocistos
murieron durante el cultivo, sin llegar a romper la zona-pelucida. Pero por le contrario,
cuando la matriz extracelular utilizada en fibras sin sonicar fue lavada con medio de
cultivo NCTC-135 suplementado con BSA, y dejado incubar durante 24 h, 1a adhesion y
extension ccurrid de dos maneras. La primera la observamos en la figura 9a, en la que
los blastocistos se adhirieron a la superficie de cultivo, y a la matriz extracelular.

El otro caso se representa en la figura 9 b, en ella observamos al blastocisto adherido y
extendido solo a la superficie de cultivo. En ambos casos se observa a la masa celular
interna, vy el crecimiento trofoblastico con la formacidn de células gigantes, con un
desarrollo similar al observado en los cultivos con suero (figuras 8 b, 9a y 9 b).

Cuando los blastocistos se cultivaron en matrigel se pudo observar la adhesion de estos
a la capa de matrigel, pero la extension del trofoblasto fue mds limitada, observandose

pocas células del trofoblasto que se alejan de la masa celular interna. v se extienden



pero ocupan un area mucho menor que la que ocupo el crecimiento trofoblastico en
presencia de suero (figura 10 a).

Otra condicton observada en los cultivos sobre matrigel fue que los blastocistos
rompian la zona pelicida pero no se liberaban completamente de ella, y la adhesion se
llevaba a cabo por medio de prolongaciones del trofoblasto que salian por la abertura en
la zona peliicida y penetraban en la capa de matrigel {figura 10 b),

En vista de que algunas de las condiciones de cultivo los blastocistos no rompia la zona
pelicida y el citoplasma tendia a tener, en ocaciones una apariencia dispersa, para
detectar si estos se encontraban en buen estado se procedi6 a realizar la técnica de MTT,
para determinar la viabilidad de los mismos. En la figura 11 se muestra un blastocisto
muerto, no viable en un cultivo sobre la fraccion completa de ia matriz extracelular
sonicada, esto se determino por la ausencia del color del derivado de formazan del MTT
dentro de la célula, todos los cultivos sobre la matriz extracelular sonicada se
observaban de la misma forma. Cuando la matriz extracelular en fibras se lavo en medio
NCTC-135 y se dejo incubar por 4 h, los blastocistos solamente llegaron a romper la
zona pelucida, y no fueron viables (figura 12 a).

Los blastocistos que se encuentran viables se observan en las figuras 12 b,13, y 14 estos
se encuentran ¢n etapas diferentes de desarrollo, pero la presencia de cristales de color

obscuro dentro de la célula indica su la viabilidad.
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Figury 7.- Desamola dn vitre de blastocistos de raton Ruptura v liberacion de Ta zona pelikida, Los hlastoctstos
ahtenidos de la cepa C1al 4 dia de prefies. conservan adn fa zona pelicida (a) despucs dol primer dia de enitivo
muchos lo Ban woto (b)+ se diberan de ella (o) B Blastocele, M, nasa celular interma, 1. tolectodenas Bnagen

observada o 230 mumentos
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Figura 8- Desarrollo dv vitro de blastocistos Jde raton: adhesion ¥ extension sobre el sustrato. Al segunde dia Jde

cuttive se han adhendo al sustato (a) vl cuarte dia las eétulas del trefoblasto se kan estendido tormande eshilos
wgartes con ailicle prommente thi C edlukas del trofobkaste polar que han formado uia e<iuelura simkar ol cong
cetoplacentario: M. masa celular interia, G, eapa de eéfalas trofoblisticas Slgaties



D 9 - Desarrolto de Blastocistes cuflnaados sobre lawatng estaceiular del endometiio. Daspues de 96 b de
ailtva les blastoaistos: presentaron adhesen v extension sobre L superticw de cultnsda), sohre L suprries de
callive, con uua ot mthenda g las $ibras de Tomatns thy mostamdes Ta mesa cebula terna (M3 s Las celulas
prgmies del Gedublasto d Ty Con o anmerio de 230
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Frgura 10 - Desarollo de Blastocistos sobre nitrige) Se obwrva ol desamolio del blastoctsto adhertdo u la superficie
del matngel o se libera de La 2o pelueida G o p o permaneeen et ellia chy, e observa con pova extension g
commarmcion de s otros cultivos con s o <obre Tas Tbras de o matnz estracelular del andomelrio [itiigen a1 230

dAumenios



Figura - Bvaluacion de la visbididad co cuitives sobre Is matriz extracelulae sonicada: Se realizo la prieha de
viathilicdied del M Se muesitn an blistocisio ne viable, por no presentar colonicion debide o la acumulacion Je
tormazan desvado del MTT en sus eélulis. no tlego o romper ki cona pelierda ¢ 13, 0 das %6 hde cullive Se observy

s aamenlo de 230N



brgura 12« Blastoctsto cultnade en Tibras de maliy estacelufr evaluzdos con M1

11 blastociste presenta

auptura de & soma peluads a Lis = b per no se libero Je ellie v nio se encontraa viahle (i, se ubsersan ez

Blastoctstos que no rompicion b aa pebaoda pere vables o Ineasgen a 2300 ammmentos



Figura 15 - Blastocislo evaluados con M1, sobre matngd Blastocisio adherido por medio Je prolongacicnes de
teicko, s hiberarse de la zoma peluesda (Z°), se aneventra viable al presentar ana coloracion obscura con 96 Tt de

cultiva Aumentos de 230
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bigura 14 - Cultive de blastocistos en medio NCTC-133 mids suero, evaluado con MTT S Muestra u blastocisto
adhendo y extendido a lx superticie de cultivo a Ins 96 h, al cabo del cual e viable a t prucha del MTT. Imagen
prosentada a 250 awnentos,
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2.1.- Cinética de los cultivos

En la figura 15 se observa la evolucion que tuvieron los blastocistos en el medio NCTC
suplementado con SBF al 10%. Hasta las 72 h se observo la adhesion de los blastocisto
en un porcentaje del 45% aproximadamente, este aumenta a las 96 horas observandose
un 60% de blastocistos adheridos. A las 72 h se observd que el 40% de los blastocistos
estaban extendidos, lo que aumento a las 96 h hasta un 50%. En cuanto a la perdida de
ta zona pelicida se observa que la las 96 h un 80% de los embriones la habian perdido.
En cuanto a la cinética de los cultivos sobre la matriz extracelular del endometrio, fue
variable dependiendo de la forma en que se preparé la matriz, cuando esta se lavé en
agua destilada y en PBS, y cuando se equifibro con medio de cultive NCTC-135 durante
4 h, los blastocistos no legaron a sobrevivir mas de un dia de cultivo, incluso no
rompieron la zona peiicida. Cuando la matriz fue sonicada utilizando la suspencion
completa, el sobrenadante, el sedimento los blastocistos no sobrevivieron. En cambio
cuando las fibras de la matriz extracelular se lavaron con el medio NCTC-135 mas BSA
y se dejaron toda la noche en refrigeracion se obtuvieron resultados favorables,mismos
que podemos observar en la figura 16, en ella se observa la cinética del cultivo sobre la
matriz extracelular del endometrioen estas condiciones:, A las 72 h los embriones se
adhirieron pero en un porcentaje menor al 20%, para las 96 h solo el 20% de los
embriones se habian adherido, estos datos son iguales para el caso de la extension. A
partir de las 72 h ya habian perdido la zona pelicida un 40% de los blastocistos,
manteniéndose asi hasta el fin del cultivo.

Con referencia a la cinética de los cultivos sobre el de matrigel se observo que cuando
se realizaron empleando diluciones del matrigel, los embriones no llegaron a
desarrotlarse y murieron al poco tiempo, solo sobrevivieron y se desarrollaron aquellos
que se cultivaron en el matrigel concentrado. Los datos se presentan en la figura 17, a
partir de las 48 h se noto la perdida de la zona pelicida en un 20 % de los embriones,
llegando a un 30% a las 72 h y manteniéndose de esa manera hasta el final del cultivo.
Se observo que el porcentaje de los embricnes adheridos para las 72 h era de menos del
20%, aumentando hasta un 30% a las 96 h. Pero para la extension tenemos que

solamente se obtuvo un 20 % de embriones extendidos a las 96 h.



Figura IS: Cinética del cultive de blastocistos en medio ¢<NCTC Y Suero.
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Figura 15 - S¢ muestran ¢l porcentaje de embriones que rompieron la zona pelicida (S/NZ.P), con cavidad (CAV),

adheridos (ADH) ¢ extendidos (EXT) a distintos tempos de cullivo, siendo datos agrupados de 3 experimentos

realizados por duplicado cada une con 10 blastacistos.
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Figura 16 : Cinética del cultivo sobre la matriz extracelular del endometrio.
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Figura 16.- Se muestra Ia cinética de los cultivos sobre las fibras de matriz extracelular equilibradas 24 h en medio de
cultive, de un grupo de 4experinientos realizados por duplicndo cada uno con 10 blastocistos blastocistos en cada
uno. En los cuales se evalué la ruptura s la zona peltcida (S/NZ:P), ta cavidad del blastacisto (CAV), la adhesién
(ADH), y la extension( X



Figura 17:Cinetica de los cultivos sobre matrigel.
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Figura 17.- Se muestra la cinética de los blastocisios cultivados en matrigel concentrado, presenlando los datos
agrupados de 7 experimentos. cada una con 10 blastocistos blastocistos en Yos cuales s¢ evalod la rupiwe se ia zona
pelicida (SYNZ:P), la cevidad del blastocisto {CAV), 1a adhesién (ADH), y la extensidn(EXT).
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2.2.- Efecto de la sonicacién sobre el contenido de grupos carbonile en la matrix

extracelular del endometrio.

Para tratar de explicar por que se morian los blastocistos al culiivarlos sobre la matriz
sonicada, se procedid a la determinar la concentracion de los grupos carbonilo en la
matriz, como un indicador del grado de oxidacion de las proteinas que la forman

obteniendo los siguientes resultados.

Tabla 2: Oxidacién de proteinas de la matriz. extracelular por efecto de Ia

sonicacion.

TRATAMIENTOS " { GRUPOS CARBONIEOQ .
DEEA.MEC + - {nanomoles/mg de MEC)
NINGUNO 0.58 +0.07

SONICACION 1.73 £ 0.26*

" SONICACIONEN 076 0,30

PRESENICA DE
MANITOL

Se evalud el contenido de grupos carbonilo, por ¢l metodo de ia dinitrofenilhidrazina ( Pinamon ) en la
matriz extracelular (MEC) con y sin sonicacién y cuando se sontca en presencia de manitol S0mM. Se

presenta la media v la desviacién estandar ( X £ D.E ) de 5 experimentos.

*Fue significativamente diferente con respecto a los demis datos { P<0.05),

La mayor concentracion de grupos carbonilo se presentd en {a matriz sonicada, la que
fue 3 veces mayor & la que se observé para la matriz sin sonicar (P<0,05) vy en la matriz
sonicada en presencia de manitol se tuvo una concentracion de grupos carbonilo

estadisticamente igual a aquella de la matriz sin sonicar (P>0.03).
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VIIL- DISCUSION

En la matriz extracelular obtenida del endometrio de ratén se encontraron
predominantemente proteinas que pertenecen a la matriz extracelular tipo membrana
basal, las cuales pueden ser laminina, fibronectina, y colagena, tipo IV entre otras, esto
en base a que sus pesos moleculares corresponden a los de estas proteinas, ademas de
que el patron electroforético corresponde con el encontrado por Armant y Kameda
(1994), elios indican que la laminina y la fibronectina se encuentran cerca de la region
de 205 kDa aproximadamente, y la colagena tipo IV entre 116 y 205 kDa. Nosotros
confirmamos que una de estas bandas correspondia a la fibronectina por la prueba de
“Westen blot”, y la presencia de colagena se reafirmé por la tincién con rojo sirio. La
presencia de diversas bandas proteicas del matrigel positivas al rojo sirio puede deberse
a que hay una union muy estrecha entre todos sus componentes y no se disocian
compietamente. Por ello la coligena puede permanecer unida a otras proteinas de

matrigel, ya que se encontro la colagena asociada con diversas bandas.

Se detectaron gelatinasas de peso molecular similar tanto en el matrigel como en la
matriz extracelular obtenida por nosotros, la mas abundante en ambos casos fue la de 97
kDa, muy probablemente corresponda al precursor de la MMP 9 o gelatinasa B ya que
tiene un peso molecular similar a su precursor, la PRO-MMP9 y es producida por el
ftero en el dia de la prefiez en que se obtuvd la matriz extracelular.

Aunque en el matrigel se han detectado gelatinasas y factores de crecimiento
fuertemente unidos a las proteinas de la matriz extracelular (Mackay vy col, 1993),
cuando esta se obtiene de disiintos Organos este aspecto practicamente no se estudia.
Armant y Kameda (1994) consideran que la matriz extracelular que ellos obtienen esta
practicamente purg, sin embargo en la matriz extracelular obtenida por el procedimiento
descrito por ellos, observamos que no es asi, debido a que encontramos gelatinasas
fuertemente unidas a esta.

La matriz extracelular empleada como pura en distintos estudios contiene enzimas que
pueden degradarla incluyendo los preparados comerciales de membrana basal. En el
preparado de matrigel se han encontrado las proteasas MMP-2 y MMP-9 (Mackay y
col, 1993).
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Esto apoya la propabilidad de que la banda de 97 kDa que nosotros encontramos en
muestra matriz sea la MMP-9.
Estas proteasas se encuentran intimamente asociadas con la matriz extracelular y no se
pudieron eliminar con los procedimientos empleados. Solo encontramos resultados
parcialmente favorables con el tratamiento con clorure de calcio 5 M, en el que se
encontré una disminucion en cuanto a la intensidad de las bandas de geletinasas, esto io
atribuimos a que estas proteasas son dependientes de iones divalentes y el calcio es uno
de estos, y que al encontrarse en altas concentraciones en ¢l medio pudo permitir la
disociacién de las proteasa de la muestra de matriz de manera parcial y no de forma
total. Podemos concluir que estas proteasas son practicamente componentes de la matriz
extracelular. Por lo cual resulta dificil su eliminacion.
Es importante sefialar que la presencia del precursor de la gelatinasa B en la membrana
basal del epitelio uterino permite que las células puedan rapidamente activaria cuando
se requiera la degradacion de la matriz extracelular, como ocurre un dia después de que
obtuvimos a la matriz y el blastocisto se adhiere primero al epitelio uterino y
posteriormente degrada a la membrana basal y penetra al endometrio.
Con lo referente a la cinética de los cultivos podemos determinar que el bajo porcentaje
de adhesion y extension que se obtuvo en los casos de matrigel y matriz se debieron a
qQue en el Oltimo caso, no se llego a dar la unién de los embriones con las fibras de la
matriz, debido a que el medio no contaba con la proporcion de componentes que
requerian los biastocistes. y se adhirieran cuando se dejo equilibrar por 24 h con medio
NCTC-i35 BSA posiblemente por que la matriz logrd desprender parte de sus
componente. dichos componentes, los cuales se agregaron al medio permitiendo su
adhesion a la superficie de cultivo; ya que en los casos que no fue asi los blastocistos
permanecieron viables hasta el final del cultivo.
En lo que respecta al cultivo sobre matrigel el porcentaje de adhesion fue mayor con
respecio a los cultivos sobre la matriz extracelular, pero en el caso de el rea de
extension no fue asi debido a que el embrién formo prolongaciones hacia adentro del
gel de matrigel que se formo en la base de la caja, también en estos cultivos se observd
que muchos de los embriones no se liberaron por completo de la zona pelucida; esto
pudo ser debido a que la al adherirse el embrion con unas cuantas células al matrigel
fue mas que suficiente para que este comenzara su proceso de invasion.
B IR IR ST N S
ESTA THSLS 10 SALE
DE 7.4 BIBAUYE L
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En cuanto a la cinética de los cultivos con suero fue la que ya esperabamos debido a que
esta condicidn ha sido ampliamente usada experimentalmente y sabemos que cuenta con
los nutrientes necesarios para el desarrollo de los embriones, dando una buena extension
y adhesién con porcentajes mayor o cercano al 80%.

Debido a los resultados que encontramos en la cinética de los cultivos se procedio a
hacer [a prueba del MTT que sirve para evaluar la viabilidad de los embriones y con ello
determinamos si estos se encontraban vivos al terminar el cultivo o no. Esta técnica nos
permitié tener una imagen mas completa de como se estaba comportandc nuestro
cultivo; ya que contaba con los nutrientes necesario$ para sostener vivo a un embrion.
En el caso de la matriz sonicada en la cual los embriones no sobrevivian ni por 24 h
después de la transferencia, nos dimos cuenta que era debido a la sonicacion; ya que
este procedimiento provocaba la acidificacién del medio tornandolo amarillo, siendo
que su color normal deberia ser naranja. Se determiné que fa sonicacién inducia la
formacion de grupos carbonilos en lag proteinas de la matriz extracelular. Indicando que
este procedimiento inducia un marcado dafio oxidative de la matriz extracelular.

Lo que concuerda con lo encontrado por otres autores de que la sonicacion de medios
de cultivo induce la generacidn de especies reactivas de oxigeno (Pinamon, 1994).

En apoyo a lo anterior se encontré gue el manitol, un compuesto que apaga algunos
radiales libres de oxigeno protegia la matriz extracelular de la accion oxidante de Ia
sonicacién. Es posible que algunas proteinas o mezclas de proteina sean mas sensibles a

la accién de la sonicacion.

Por lo anterior podemos concluir que el empieo de una la matriz sonicada puede ser
perjudicial para el desarrollo de los blastocistos, debido a la formacion de grupos
carbonilo que proveea un medio inesiable para su crecimiento, aun cuando se utilizo la
matriz sonicada en presencia de manitol fos embriones no fueron viables, lo que indica
que no fue suficiente el manitol para proteger del dafio oxidativo a la matriz
exiracelular, Este compuesto apaga principalmente radicales oxhidrilo, aunque es
probable que pueda formarse otros radicales como el superoxido, los que inducen dafios

a la matriz extracelular y que afectan la viabilidad de los embriones.
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IX.- CONCLUSIONES

Se aislo y caracterizé la matriz extracelular tipo membrana basal del endometrio de

ratones al cuarto dia de prefiez.

Se detectd la presencia de diversas proteinas constituyentes de la matriz extracelular y
de gelatinasas en la muestra de matriz y matrigel. Se requiere del disefio de otros
procedimientos para tratar de quitar las gelatinasas presentes en la matriz y matrigel.

La gelatinasa que se encuentra en forma mas abundante y con un peso molecular de 97
kDa pueden corresponder al precursor de la metaloproteinasa MMP-9, por ser inhibida

por el EDTA y tener un corrimiento electroforético similar

El aislamiento de la matriz extracelutar resultd exitoso, faltan mas estudios y su patron

electroforético de proteinas corresponde con los ya establecidos por otros autores.

El empleo de la matnz extracelular para el cultive de blastocistos no fue exitoso para
establecer condiciones para el uso mas adecuado de la matriz extracelular del
endometrio para el cultivo de blastocistos.

La sonicacién ocasiond un aumento en [a concentracion de grupos carbonilo en la MEC.
El manitol ejerce un efecto de proteccion parcial de la MEC a la accion oxidativa de la

Se considera que se requieren otros experimentos con ofros antirradicales como

protectores.
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