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RESUMEN

Se evalué la funcion termoprotectora del IGF-1 en embriones de hamster de 4
células donde la cadherina-E fue relocalizada (compactados). Se emplearon 30
hembras nuliparas jévenes de hdmster sirio dorado, con una edad promedio de
2+0.5 meses y peso promedio de 128+0.35 g, las hembras fueron mantenidas a
30 °C, con fotoperiodo de 14 horas luz/10 de oscuridad y alimentadas a libre
acceso. Las hembras fueron sacrificadas a las 65 h poscoito. Se obtuvieron
embriones de 4 células (N= 180), que fueron distribuidos en dos grupos: grupo
experimental (compactacion inducida, n= 90), incubados con 0.6 mM de 6-DMAP

durante 6 h/37 °C/ 5 % CO2 y testigo (no compactados, n= 90), sin 6-DMAP. La

localizacion de la cadherina-E se evallo a través de microscopia confocal. Los
embriones compactados mostraron una mayor intensidad en los sitios de
adhesion celular, en comparacion con los no compactados. Ambos grupos de
embriones fueron incubados en medio suplementado con100 ng/ml de IGF-1

durante 6 h a 37 °C, 5 % CO2, sometidos a un estrés caldrico por 9 h (41 °C, 5

% CO2)y 15h (38.5 °C, 5 % CO2). Al término del periodo de cultivo se determino

la tasa de desarrollo y apoptosis. La proporcién de los embriones que alcanzaron
la etapa de 6 células fue mayor (p<0.05) en los embriones compactados que en
los no compactados (63 % vs 38.5 %). La intensidad de anexina V (apoptosis)
fue significativamente menor en los embriones compactados de 4, 6 y 8 células
en comparacion con embriones no compactados (23, 25 y 18 vs 36, 34, 30,
p<0.05). Se concluye que la funcién termoprotectora del IGF-1 aumenta con el
cambio en la localizacion de la cadherina-E.

Palabras clave: cadherina-E, hamster, embriones, estrés calorico, apoptosis,
IGF-1.
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ABSTRACT

Thermoprotective function of IGF-1 in hamster embryo cells 4 where E-cadherin
was relocated (compacted) was evaluated. 30 young nulliparous female Golden
Syrian hamster were used, with an average age 2 + 0.5 months and average
weight of 128 + 0.35 g, females were maintained at 30 °C, photoperiod 14 h light
/10 dark, fed ad libitum. Females were sacrificed at 65 h post-coital. Embryos 4
cells (N= 180) were obtained, which were distributed in two groups: experimental
group (with induced compaction, n= 90), incubated with 0.6 mM 6-DMAP for 6 h/
37 °C /5 % CO2 and witness group: (uncompacted, n= 90), without 6-DMAP.
Location of E-cadherin was evaluated by confocal microscopy, compacted
embryos showed greater intensity in sites of cell adhesion, compared to
uncompacted. Both groups were incubated in medium supplemented with100 ng/
ml of IGF-1 for 6 h at 37 °C, 5 % COg, subjected to heat stress for 9 h (41 °C, 5
% CO2) and 15 h (38.5 °C, 5 % COz2). At the end of the culture period the rate of
development and apoptosis was determined. The embryos that reached stage 6
cells was higher (p<0.05) in the compacted embryos than uncompacted (63 % vs
38.5 %). Annexin V intensity (apoptosis) was significantly less in embryos
compacted of 4, 6 and 8 cells compared to non-compacted embryos (23, 25 and
18 vs 36, 34, 30, p<0.05). It is concluded that IGF-1 thermoprotective function

increases with the change in location of E-cadherin.

Keywords: E-cadherin, hamster embryos, heat stress, apoptosis, IGF-1.

XV



1 INTRODUCCION

El uso de la reproduccién animal asistida, ha promovido grandes avances en la
produccién animal; sin embargo, técnicas como la produccion in vitro de embriones,
presentan problemas en cuanto a su eficiencia. Una probable causa que ha sido
estudiada es el estrés calorico. Rivera et al. (2004), reportaron una tasa de desarrollo
hasta blastocisto de 27.5 %, cuando los ovocitos son sometidos a estrés calorico in
vitro. De la misma forma, Jousan y Hansen. (2004) reportaron un aumento del5 %
en el numero de células apoptoticas en blastocistos de bovino, cuando son

sometidos a estrés caldrico.

El IGF-1 ha sido empleado para tratar de reducir los efectos del estrés calorico
bajo condiciones in vitro (Jousan et al., 2008). Jousan y Hansen. (2004) reportaron
una tasa de apoptosis del 6 %, cuando los embriones son sometidos a estrés
caldrico (41 °C) en presencia de IGF-1. Se ha establecido que el mecanismo de
accion, por el que el IGF-1 funciona, involucra la activacion de algunas vias de
sefalizacion (Spanos et al., 2000). Bonilla et al. (2011), encontraron que el efecto
del IGF-1 es dependiente de la etapa de segmentacion, asi, durante las etapas de
2 a 4 células, este efecto no es observado, mientras que, en embriones de 8 células,

morula o blastocisto si se observa este efecto.

La cadherina, pertenece a una familia de moléculas de adhesion, cuya actividad
es dependiente de calcio (Goodwin y Yap, 2004) y se ha establecido que su
distribucion, varia con la etapa de la segmentacion. En etapas de 2 a 4 células, su

distribucion es principalmente citoplasmatica, mientras que en embriones de 8



células, se acumula en los sitios de adhesion (Trejo et al., 2006; Trejo et al., 2008).
Este cambio en la distribucion de la cadherina-E, esta asociado con el aumento en
el numero de sitios de adhesion, requeridos durante la compactacion celular (Li et
al., 2009). Ademas de su funcion adhesiva, la cadherina-E esta involucrada en la
activacion de algunas vias de sefializacion; Hale et al. (2008), establecieron que la

via de sefalizacion PI3K, es activada a través de cadherina-E.

No se ha establecido, si existe una relacion entre la localizacion de la cadherina-
E y la actividad diferencial del IGF-1 entre embriones de 4 células y embriones de
mas de 8 células. Por lo tanto, el objetivo de este estudio, fue evaluar la actividad
termoprotectora del IGF-1 en embriones donde la localizacién de la cadherina-E fue

alterada (embriones de 4 células compactados).



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Fertilizacion

La fertilizacion es un proceso fisiolégico que comprende la interacciéon
intercelular a 3 niveles del espermatozoide con el ovocito: 1) la membrana
plasmatica, 2) zona pelucida (ZP) y 3) células del cumulo. Inicia con el
reconocimiento de receptores especificos a nivel de membrana de ambos gametos
y culmina con la fusion de los cromosomas paternos y maternos (Evans, 2002)

(Figura 1).

Los espermatozoides, previo a la etapa de fertilizacion, sufren un proceso de
capacitacion, en el tracto reproductivo de la hembra, el cual, da origen a cambios en

la composicion y en las propiedades de la membrana plasmatica (Evans, 2002).

Posteriormente, durante la interaccion del espermatozoide con la zona pellcida
del ovocito, ocurre la reaccion acrosomal; que consiste en la vesiculacion de la
membrana plasmatica y por accién enzimatica, el espermatozoide penetra las
distintas capas de la ZP hasta fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito

(Wassarman et al., 2005).

Al penetrar el espermatozoide la membrana vitelina, el ovocito es activado,
completa la meiosis y expulsa el primer y segundo cuerpo polar en el espacio
perivitelino e inmediatamente después se reanuda la actividad meidtica ovocitaria,
que da lugar a la primera estructura embrionaria de una célula, llamado cigoto

(Storey, 1995).



Figura 1: Esquema del proceso general de la fertilizacion. Modificado de

Naoko et al. (2012).

2.2 Desarrollo embrionario preimplantacional

Se define, como el periodo comprendido desde la formacion del cigoto, hasta
la implantacion del blastocisto en el endometrio (Schultz, 2002). El cigoto,
aumentara el numero de sus ceélulas a través de una serie de divisiones mitéticas,
proceso conocido como segmentacion (Gilbert, 1994). También ocurren cambios
metabolicos sumamente complejos y bien regulados que incluyen la activacion del

genoma embrionario y el inicio de la diferenciacion celular que produciran cambios



morfolégicos importantes en el embribn como la compactaciéon embrionaria, la

formacién de la mérula y el blastocisto (Fleming et al., 2001).

2.2.1 Proceso de segmentacion
Consiste en una serie de divisiones por mitosis que da como resultado un

incremento del nimero de células o blastbmeros (Galina, 2006).

La segmentacion modifica las caracteristicas de las células, conforme avanza
el estadio de desarrollo. Una caracteristica importante de las primeras divisiones
mitGticas es su sincronia y se pueden encontrar embriones de 2, 4 y 8 células, esto
se debe a que el ciclo celular es corto, sin embargo conforme aumenta el nimero
de blastémeros, el ciclo celular se alarga y dura hasta la etapa previa al proceso

conocido como compactacion (Galina, 2006).

Existen dos tipos de segmentacion: la total (holoblastica) y la parcial
(meroblastica). La primera se basa en la cantidad y localizacién del vitelo, lo cual
determina la velocidad con que las células se dividen, mientras que en la segunda
la segmentacién es mas rapida en las zonas donde no hay vitelo, pero en zonas
donde si hay vitelo, la segmentacién es mas lenta o no se lleva a cabo (Gilbert,

1994).

2.2.2 Activacion del genoma embrionario

Es un evento importante, que permite la transicién del control genético materno
hacia el desarrollo del propio genoma del embrion (Latham y Schultz, 2001).
Depende en gran manera del ARNm, asi como de las proteinas de origen materno

almacenadas de manera inicial en el ovocito, ya que éstas van a sufrir cambios



durante su transcripcion por parte del embrion (Schultz, 1993).

En mamiferos, de manera general, la activacién del genoma ocurre durante
alguna de las fases de la segmentacion (Latham y Schultz, 2001) y en dos etapas,
es decir, una activacion limitada ocurre entre las 18 y 21 h post-fertilizacion y una
activacion principal ocurre entre las 26 y 29 h post-fertilizacion (Flach et al., 1982).
El momento de activacién es especifico de especie, por ejemplo, en raton la
activacion del genoma ocurre durante el estadio de 2 células (Bellier et al., 1997) y

en el caso de los bovinos en el estadio de 8-16 células (Wee et al., 2006).

Aunque se sabe, que el primer signo, de una mayor actividad transcripcional
por parte del embrién para adquirir su genoma, aparece durante la etapa de 2
células, una medicion mas sensible, realizada en embriones de 1 célula, ha
sugerido que la activacion del genoma embrionario puede iniciar desde esa etapa

(Ram y Schultz, 1993).

Sin embargo, a raiz de lo mencionado anteriormente, se sabe que durante las
etapas iniciales del desarrollo embrionario, la maquinaria transcripcional del cigoto
es silenciada (Minami et al., 2007), lo cual representa una etapa critica ya que el
embridon es vulnerable a cambios agresivos en su medio, debido a la falta de
sintesis de proteinas que le ayuden a soportar efectos poco favorables, como

las altas temperaturas (Rivera y Hansen 2001).

2.2.3 Compactacion embrionaria
Generalmente, cuando el embrion se ha desarrollado hasta etapas especificas

de 8-16 células en el caso del ratdén, de 16-32 células en bovinos, 10-18 células en



humanos y de 34-64 células en conejos, los blastbmeros presentan un aumento de
superficie de contacto célula-célula, debido a la formacidén de uniones adherentes.
Este proceso marca el inicio de la compactacién embrionaria (Mayor e lzquierdo,
1994) y transcurre durante el proceso de divisién celular hasta que los bordes entre

blastomeros son poco perceptibles (Figura 2).

Figura 2: Proceso de compactacion embrionaria. Modificado de Fleming.
(1992).

Los contactos celulares que se desarrollan durante esta etapa, son debido a la
presencia de una CAM, conocida como cadherina-E, la cual se distribuye
progresivamente del citoplasma, a la membrana celular produciendo contactos
celulares, especialmente uniones estrechas conforme se va compactando el

embrion (Trejo et al., 2008).



La compactacion embrionaria, se caracteriza porque de manera natural, ocurre
un aplanamiento mecanico de los blastbmeros que cambian la organizacion de las
membranasy el citoplasma, originando otra caracteristica importante, la polarizacion

celular.

La compactacion embrionaria, esta considerada entre los eventos iniciales de
diferenciacion celular embrionaria (Pratt et al., 1982). El proceso de compactacion
embrionaria origina 2 tipos celulares, las externas o polares, destinadas a la
formacién del trofoectodermo y que posteriormente daran origen a la placenta y las
células internas o no polares, destinadas a la formacion de la masa celular interna

(Fleming et al., 2001).

2.3 El 6-DMAP y la compactacion embrionaria inducida

El 6-DMAP, es un inhibidor de la cinasa Serina-Treonina (Néant y Guerrier,
1988) que ha sido empleado para inducir la compactacion quimica en embriones de
desarrollo temprano (Aghion et al., 1994). También es usado como un agente
efectivo, en el proceso de activacion partenogenética en ovocitos (Gémez et al.,

2009).

Este farmaco como tal, no produce una compactacion celular completa, sino
trabaja en el proceso de aceleracion de la compactacion, por medio de la induccién
del aplanamiento celular mecanico prematuro, en blastomeros de embriones

tempranos (Aghion et al., 1994).

Aghion et al. (1994), utilizaron el 6-DMAP y lograron inducir de manera quimica

la compactacion de embriones tempranos de ratas, descubriendo que durante el



proceso de compactacion, el 6-DMAP soélo producia aplanamiento de los
blastémeros, proceso por el cual, la cadherina-E cambié su localizacion de
pequefias concentraciones en el citoplasma, hacia la membrana plasmatica y origin

sitios de uniones tipo GAP entre blastomeros.

2.4 Moléculas de adhesion celular

Participan en una amplia serie de procesos fisiolégicos, por ejemplo en la
organizacion de las células animales durante el desarrollo embrionario mediante su
diferenciacion, migracion y localizacion en 6rganos y tejidos, para favorecer la union

intercelular y de las células con la matriz extracelular, entre otros (Macias, 2004).

Actian como receptores, a nivel de la membrana y participan en el
reconocimiento de proteinas que se adhieren a la membrana plasmatica (Gonzéales
y Sanchez, 1999) y por medio de sefalizaciones intracelulares, dan lugar a
condiciones moleculares especificas y necesarias como la expresién génica,
cambios fenotipicos de induccién, adhesion celular y expresion de determinadas

moléculas en la membrana (Mackay y Imhof, 1993).

Ademas, forman estructuras de unién celular e intercelular a nivel de membrana,
donde participan en funciones de fijacion, sujecion, resistencia, compresion y
estiramiento de las células a la matriz extracelular o a otras células (Halbleib y
Nelson, 2006). Los tipos de adhesion que generan estas moléculas se presentan en

la Figura 3.

Las uniones de oclusion, unen las células formando una barrera impermeable.

En cambio, las uniones comunicantes, permiten el intercambio de moléculas entre
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las células con las uniones de anclaje y estas ultimas, unen las células entre si, para

dotar al epitelio de resistencia mecanica.

Figura 3: Tipos de adhesién celular. Modificado de Alberts et al. (2002).

2.4.1 Tipos de moléculas de adhesion celular
Existen varios grupos de moléculas de adhesion celular: Las selectinas, las

integrinas, las inmunoglobulinas y las cadherinas (Gonzéles et al., 1999).

Las selectinas, poseen un extremo amino terminal, secuencias consenso, asi
como un dominio parecido al EGF y una estructura citoplasmatica en el extremo
carboxilo terminal, son receptores de adhesion expresados en los leucocitos,

plaquetas y células endoteliales o en endotelio, sélo ejercen su funcion a nivel
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vascular y pueden formar uniones hetero y homotipicas, transitorias y especificas

(Tedder et al., 1995).

Se han identificado tres miembros de esta familia, que corresponden a los
antigenos de diferenciacion leucocitaria L-selectina, P-selectina y E-selectina; estas
tres moléculas reconocen y se unen, a través de su dominio tipo lectina a diversos
oligosacaridos, los cuales, estan usualmente conjugados con proteinas

transmembranales (Hynes, 1994).

La selectina L, se expresa constitutivamente en la membrana de granulocitos,
monocitos y la mayoria de los linfocitos de sangre venosa periférica, que al ser
activados mediante un mecanismo enzimatico, generan una forma soluble de esta

molécula por la que es liberada al medio extracelular (Jutila et al., 1989).

La selectina P, se expresa constitutivamente, pero es almacenada en granulos
intracitoplasmicos de plaquetas y cuerpos de Weibel-Palade de células endoteliales;
al activarse estas células, la selectina P es translocada a la membrana plasmatica,

permitiendo la interaccion con sus ligandos (Mackay y Imhof, 1993).

La selectina E, no se expresa en células endoteliales, debido a que se encuentra
bajo control transcripcional, como consecuencia de la induccion de la expresion del
gen correspondiente durante la activacion celular; esta induccion, es generalmente
consecuencia del efecto de lipopolisacéaridos bacterianos, o de citosinas tales como

interleucina 1, o factor de necrosis tumoral alfa (Rothe y Falanga, 1992).

Las integrinas, son una super-familia de glicoproteinas, que, por medio de

receptores de membrana, participan mayormente en la unién de las células con la
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matriz extracelular y el citoesqueleto intracelular, para mediar la migracion celular y
la adhesién, aunque hay algunas que también participan en la unién célula-célula
(Hynes, 1994), todos los tipos celulares expresan en su superficie una 0 mas

integrinas (Hemler, 1998).

Las moléculas, se componen de dos cadenas glicoproteicas a y B y forman
heterodimeros que se unen de forma no covalente. Las cadenas a, contienen
aproximadamente entre 1000 y 1200 residuos, en cambio las cadenas 3, tienen

entre 760 y 790 residuos (Hemler, 1998).

Se han descubierto hasta el momento, 14 cadenas a y 9 3, que en conjunto
pueden formar unas 20 integrinas conocidas y 24 dimeros diferentes, resultantes de
la combinacion de las subunidades a y [ identificadas (Horwitz, 1997).
Fundamentalmente son receptores de membrana, algunos reconocen fibronectina 'y
laminina, que son componentes mayoritarios de la matriz. Algunas de estas
integrinas pueden ser especificas para una sola molécula, pero en cambio hay otras

que pueden reconocer diferentes ligandos (Hynes, 1994).

Las integrinas, también desempefian un papel fundamental en la adhesion
celular de los leucocitos al endotelio, cuando estos migran hacia un foco de
inflamacion, intervienen en la regulacion de los leucocitos, permitiendo su paso a

través del endotelio, (Ferguson et al., 1996).

Las integrinas, ademas de traducir sefiales celulares, también son responsables
de la interaccion entre células y de conectarlas con la matriz extracelular, situacion

gque es de vital importancia en procesos bioldgicos y fisiolégicos, como la
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diferenciacion celular desde la formacion de capas germinales, hasta en estructuras
complejas como oOrganos Yy tejidos, ademas participan en la regulacion y
mantenimiento de la homeostasis, inflamacion, coagulacion sanguinea, cicatrizacion
de heridas, respuesta inmune, maduracion celular, crecimiento, metéstasis

tumorales y desarrollo embrionario (Horwitz, 1997).

La superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSF), comprende un gran grupo
de glucoproteinas de superficie celular, que estdn implicadas en procesos de
reconocimiento. Su actividad principal, es establecer uniones de adhesién entre

células (Aplin et al., 1998).

Las moléculas de esta superfamilia, se identifican por la presencia de un niamero
variado de dominios relacionados y rasgos estructurales con las inmunoglobulinas.
La estructura molecular tipica de esta familia, posee un dominio extracelular largo,
conocido como dominio o plegamiento inmunoglobulina y un dominio citoplasmatico

(Aplin et al., 1998).

Entre los miembros de la IgSF, se incluyen receptores de antigenos en la
superficie celular, correceptores y moléculas de coestimulacion del sistema
inmunitario, moléculas implicadas en la presentacién de antigeno a los linfocitos,
moléculas de adhesion celular y ciertos receptores de citosinas, habitualmente estan

asociadas con funciones del sistema inmunitario (Hamers-Casterman et al., 1993).

Finalmente, otras moléculas de importancia relevante, dentro de la superfamilia

de las inmunoglobulinas son las de clase | y II.
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2.4.2 Cadherinas

Son moléculas monoméricas, (constituidas por cadenas simples de
aminoacidos), que constituyen receptores homofilicos (que tienen afinidad con
proteinas similares) que se unen a cadherinas idénticas expresadas en células

heterotipicas (células de tipos distintos) para establecer contacto célula-célula.

Las acciones de las cadherinas son importantes en un tipo de unién celular
llamado adherente, que se asocian a través de proteinas citoplasmaticas con los
filamentos de actina (Takeichi, 1991), lo cual, permite la adhesion celular y la
estructura de los tejidos, la persistencia de los espacios intercelulares, el desarrollo

embrionario, la implantacion de los blastomeros y la morfogénesis (Takeichi, 1991).

Se han identificado 3 tipos de cadherinas, la cadherina-E, la P y la N,
nombradas dependiendo del tejido donde se descubrieron; la cadherina E se localizo
inicialmente en las células epiteliales, la cadherina P en placenta y la cadherina N

en neuronas (Nollet et al., 2000).

Segun Suzuki. (1999), de acuerdo a caracteristicas funcionales y homologia de
secuencia, las cadherinas se clasifican en tres grandes subfamilias:
protocadherinas, cadherinas desmosomales y cadherinas clasicas. Ademas de las
cadherinas clasicas, se han establecido los siguientes grupos: cadherinas atipicas,

desmogleinas, desmocolinas y cadherinas flamingo (Halbleib y Nelson, 2006).

2.4.3 Cadherina-E
Son las moléculas de adhesion celular del grupo de las cadherinas clasicas mas

estudiadas en la actualidad. Hasta la fecha, existen mas de 100 miembros de la
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familia de las cadherinas identificadas y clasificadas de acuerdo al grado de similitud,
relacionado al grupo de cadherinas llamadas clésicas, ya que fueron las primeras

gue se descubrieron (Shapiro et al., 1995).

Desde que se identificé la Cadherina-E, se sabe que es la responsable de

mantener unidas a las células epiteliales (Gumbiner, 1996).

Actualmente, es conocido que la cadherina-E no es exclusiva de células del
epitelio, sino que también se expresa en las células germinales (ovocitos y
espermatozoides) y en la superficie de los blastomeros durante las etapas

tempranas del desarrollo embrionario (Bloor et al., 2002).

2.4.3.1 Caracteristicas estructurales
Una molécula de cadherina, esta constituida por tres regiones o dominios. El
extracelular con un grupo amino-terminal, el transmembranal y el intracelular

con un grupo carboxi-terminal (Ivanov et al., 2001) (Figura 4).

2.4.3.1.1 Dominio extracelular

Todo el grupo de las cadherinas, comparte una caracteristica estructural
importante, conocida como dominio extracelular, que esta compuesto por un nimero
de 3-5 aminoacidos extracelulares de cadherina, llamadas ECs, dependiendo del

tipo de cadherina (Nollet et al., 2000).

Las cadherinas clasicas, se clasifican en cinco subfamilias de acuerdo a la
estructura base de sus dominios y organizacion genémica, el dominio extracelular o
amino-terminal (N-terminal), estad formado por 5 subdominios nombrados desde EC-

1.
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Figura 4: Estructura de la cadherina-E. Modificado de Sigma-Aldrich. (2015).

Localizado en la parte distal de la membrana, hasta EC-5 ubicado en la parte

proximal (Harrison et al., 2005).

Se sabe que el domino extracelular, presenta un arreglo proteinico en forma de
red, debido a que la conformacion de sus extremos amino y carboxilo terminal se

encuentran en puntos opuestos de los repetidos ECs (Shapiro et al., 1995).

Una caracteristica importante de este dominio, es la que ocurre en el subdominio
EC1, ya que de manera funcional posee una secuencia de aminoacidos, que esta
muy relacionada con el mecanismo de union entre cadherinas a nivel celular y brinda

la capacidad para establecer uniones celulares homotipicas (Shasby, 2007), dicho
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dominio es llamado HAV, debido a que esta construido por los aminoéacidos:

histidina, alanina y valina (Nose et al., 1990).

Otra caracteristica importante del dominio extracelular, son los sitios de union al
calcio ya que estabiliza los ECs interactuando con los residuos del extremo amino
de ECs adyacentes, fundamental en la estabilidad de las uniones adherentes
dependientes de cadherinas y de ello depende el funcionamiento de la adhesion

dependiente de esta CAM (Overduin et al., 1995).

2.4.3.1.2 Dominio intracelular

El dominio citoplasmatico, contiene un grupo carboxi-terminal (C-terminal), una
caracteristica importante de este dominio, es su alto grado de conservacion entre
los diferentes subtipos de cadherinas (Halbleib y Nelson, 2006), el cual interactia
indirectamente con los filamentos de actina, por medio de un grupo de proteinas de
anclaje intracelular llamadas cateninas, por lo que esta interaccion es esencial para

la eficiencia de la adhesion célula-célula (Figura 4).

La mayoria de las cadherinas, funcionan como proteinas de adhesion
transmembranal, que unen indirectamente los citoesqueletos de las células que

adhieren (lvanov et al., 2001).

2.4.3.2 Caracteristicas funcionales

2.4.3.2.1 Adhesion celular
La formacion de uniones adherentes de las cadherinas, fue la principal funcién
gue se descubrid y, por lo tanto, es la mas conocida hasta ahora. Esta actividad

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

cadherina y no entre cadherinas de otros subgrupos (Gumbiner, 1996).

A su vez, se sabe que la cadherina-E, es una molécula de adhesion celular que
promueve la sefializacién celular (Levy et al., 1999) y activa la via PI3K (Hale et al.,

2008).

La capacidad de adhesion celular de las cadherinas, se ha visto de manera
bastante clara en etapas especificas del embridn, a pesar que la distribucion de la
cadherina-E en el embridn, varia con la etapa de segmentacién, es decir, en etapas
de 2 a 4 células, la distribucion es citoplasmatica y por lo tanto poco activa, mientras
gue en embriones de 8 células en adelante, la cadherina-E es funcional cuando se
acumula principalmente en los sitios de contacto celular (Trejo et al., 2006), durante

el proceso de compactacion embrionaria.

2.4.3.2.2 Uniones de anclaje
Las uniones de anclaje, brindan una estabilidad mecanica a grupos de células

epiteliales y hace que estas funcionen como una unidad (Niessen, 2007).

Las uniones de anclaje se clasifican en dos grupos:

a) uniones de anclaje en los que intervienen los filamentos intermedios.
b) uniones de anclaje en los que intervienen los filamentos de actina.
Las uniones de anclaje donde intervienen los filamentos intermedios, se clasifican

en dos grupos: los desmosomas y los hemidesmosomas.

Los desmosomas, estan constituidos por las proteinas desmocolina y

desmogleina, que a diferencia de las cadherinas clasicas si pueden establecer
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interacciones heterotipicas y conectan a la red de filamentos intermedios entre

células adyacentes (Kowalczyk et al., 1999).

En el caso de los hemidesmosomas, las proteinas transmembranales que se
encuentran en este tipo de adhesion son principalmente integrinas. Este tipo de
union conecta a la red de filamentos intermedios con la matriz extracelular (Turnery

Burridge, 1991).

Las uniones de anclaje a través de los filamentos de actina, se clasifican en dos
grupos: las uniones adherentes y los contactos focales. Los contactos focales, une
a la red de filamentos de actina de una célula con la matriz extracelular. En los
contactos focales interviene como molécula de adhesion, las Integrinas y como

ligando en la Matriz, la fibronectina (Liu et al., 2000).

Las uniones adherentes: intervienen en la unién de la red de filamentos de actina

entre células adyacentes.

2.4.3.2.3 Sefalizacion

Algunos estudios, sobre la estructura de las cadherinas, demostraron que
cambios de concentracion del calcio intracelular, generaban la activacion de
proteinas G y tirosinas cinasas, lo que dio pie a establecer una funcién importante
relacionada con el dominio intracelular: la sefializacién intracelular (Takeichi, 1991).
Lo anterior, est4 fundamentado en estudios donde encontraron distintas moléculas
gue pertenecian a receptores de sefalizacion celular, a nivel de las uniones célula-
célula en células epiteliales (Tsukita et al., 1999). Por otra parte, se establecié que

era factible usar como sefalizadores celulares, a las uniones celulares, a las uniones
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celulares generadas por cadherinas, debido a la presencia de una tirosina
cinasa de la familia SRC, ubicada en el complejo de adhesion con el citoesqueleto,
durante el proceso de adhesion célula-célula (Takeichi, 1991). A partir de este
conocimiento, se tienen identificadas las moléculas de sefializacion que interactian

con cadherinas, como catenina 3, RTK, enzimas GTP, entre otras (Nelson, 2008).

De manera general, se conoce que existen tres vias a través de las cuales, las

células transmiten sefales intracelulares dependientes de cadherina:

1. A través de la familia Rho de pequefias GTPasas.

2. A través de la via de sefializacion Wnt.

3. A través de receptores tirosina-cinasa.

2.5 Factores de crecimiento

Son proteinas con un peso molecular inferior a los 30,000 daltons, sintetizadas
por varios oOrganos Yy tejidos, cuyas funciones involucran diversos procesos
celulares, que van desde la proliferacion celular ya que poseen una funcién
mitogénica, procesos fisioldgicos complejos, como la inflamacion y la cicatrizacion
de tejidos, incluyendo también el desarrollo de tejidos, entre otros (Josso y Di

Clemente,1997).

Particularmente se liberan inmediatamente después de su sintesis, en los
organos donde se producen y ejercen una funcion de tipo endocrina y autocrina.

(Rothe y Falanga, 1992).

Los factores de crecimiento se dividen en 5 familias, siendo las mas conocidas

20



y estudiadas las siguientes:

El factor de crecimiento insulinico (Insulin growth factor, IGF), el factor de
desarrollo epidérmico (Epidermal growth factor, EGF), el factor de crecimiento
transformador (Transforming growth factor, TGF) y el factor de crecimiento derivado

de las plaquetas (Platelet-derived growth factor, PDGF) (Block, 2007) (Cuadro 1).

2.5.1 Factor de crecimiento parecido ainsulina (IGF-1)
El IGF-1, es sintetizado y secretado principalmente por el higado, aunque
también se expresa en varios tejidos reproductivos, como el ovario, oviducto, utero

y el embrién (Rhoads et al., 2008).

Es un péptido de 70 aminoacidos, relacionado estructuralmente a la insulina (50
% de homologia en la secuencia) y al factor de crecimiento similar a la insulina tipo
2 (IGF-Il) (70 % de homologia). Es normalmente considerado como una hormona
metabdlica, la cual media varios de los efectos anabdlicos de la hormona de

crecimiento (Duan, 2002).

2.5.1.1 Funciones del IGF-1 a nivel celular
Las acciones del IGF-1 incluyen: progresién del ciclo celular, proliferacion,
diferenciacion, regulacion de la funcién y de la muerte celular (Kim y Fazleabas,

1999).

Los niveles de expresion del IGF-I son diferentes en las etapas consecutivas del
desarrollo (Figura 5). El transcrito de IGF-I, ha mostrado estar presente en la
preimplantacion del embrién de ratéon y un aumento en los niveles de ARNm ha sido

observado en etapas de blastocisto (Handwerger, 2003).
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Cuadro 1: Tipos, fuente y funciones de factores de crecimiento: Rothe y

Falanga. (1992).

Factor de
crecimiento

Fuente

Funciones

PDGF

TGF-B

EGF

TGF-a

KGF

IL-1

FGF

TNF- a

IGF-1

IFNs

Plaguetas, macrofagos, células
endoteliales y células dafadas.

Macrofagos, plaquetas, neutrofilos,
linfocitos, fibroblastos, células
epiteliales y endoteliales.

Plasma, Macréfagos, células
epiteliales, plagquetas,

Macréfagos activados,
Macréfagos, células epiteliales.

Fibroblastos.
Macro6fagos.

Macroéfagos, Fibroblastos, células
endoteliales.

Macroéfagos, Linfocitos T.

Plasma, higado, fibroblastos.

Linfocitos, fibroblastos

Quimiotaxis, Proliferacion de
fibroblastos, produccién de

colagenasa.

Proliferacion de fibroblastos,
Quimiotéaxis, metabolismo de
colageno.

Proliferacion de células
epiteliales.

Proliferacion de células
epiteliales.

Proliferacion de células
epiteliales.

Proliferacion de fibroblastos.

Proliferacion de fibroblastos,
contraccion de heridas.

Proliferacion de fibroblastos.

Sintesis de proteoglicanos
sulfatados y colageno,
Proliferacion de fibroblastos.

Inhibicién de fibroblastos,
Proliferacion y sintesis de
colageno.
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Figura 5: Funcion del IGF-1 a nivel celular, modificado de Yang y Kumar.

(2010).

Numerosos reportes, han descrito la presencia de bajos niveles de proteina y
ARNmM de IGF-I, durante las ultimas etapas de embriogénesis y su modo de accién
en las etapas embrionarias, es generalmente considerada como autocrina/paracrina

(Mandl, 2002).

Por otra parte, en un estudio realizado por Jousan y Hansen. (2004), estudiaron
el efecto del estrés calérico en embriones de bovino, incubados en IGF-1,
encontraron una tasa de desarrollo del 58 % en embriones de 16 células, sometidos

a 41 °Cy atribuyeron al IGF-1 una funcion termoprotectora.

Finalmente, Bonilla et al. (2011), realizaron una investigacién similar a la de
Jousan y Hansen. (2004) y determinaron que el efecto termoprotector del IGF-1 es
dependiente de la etapa de la segmentacion en la que se encuentran los embriones,
en embriones de 2 a 4 células no observaron este efecto protector, en tanto que, en

embriones de 8 células, mérula y blastocisto si se evidencio.
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Numerosos reportes, han descrito la presencia de bajos niveles de proteina
y ARNm de IGF-Il, durante las ultimas etapas de embriogénesis y su modo de
accion en las etapas embrionarias, es generalmente considerada como

autocrina/paracrina (Mandl, 2002).

Por otra parte, en un estudio realizado por Jousan y Hansen. (2004),
estudiaron el efecto del estrés calorico en embriones de bovino, incubados en
IGF-1, encontraron una tasa de desarrollo del 58 % en embriones de 16 células,

sometidos a 41 °C y atribuyeron al IGF-1 una funcién termoprotectora.

Finalmente, Bonilla et al. (2011), realizaron una investigacion similar a la de
Jousan y Hansen. (2004) y determinaron que el efecto termoprotector del IGF-1
es dependiente de la etapa de la segmentacion en la que se encuentran los
embriones, en embriones de 2 a 4 células no observaron este efecto protector,

en tanto que, en embriones de 8 células, mérula y blastocisto si se evidencio.

2.6 Termoproteccién celular

Es el proceso fisiologico en el cual, la célula, al exponerse a condiciones
estresantes de temperatura, es capaz de adaptarse a la exposicion de una
temperatura mas severa (Heredia et al., 1997).

Diversos estudios han demostrado, que el IGF-1 actia como un factor de
sobrevivencia en embriones de preimplantacibn de bovino, cuando son

expuestos a un choque térmico en condiciones in vitro (Jousan y Hansen, 2004).

Por ejemplo, Jousan y Hansen. (2004), mostraron que al incubar embriones

de bovino de 16 células en IGF-1 y después someterlos a un estrés térmico inicial
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de 38.5 °C en condiciones in vitro, se incrementaba la resistencia térmica de los
embriones, cuando fueron expuestos a estrés calorico de 41 °C. Es decir, los
embriones adquirieron termorresistencia, al soportar una temperatura ain mas
agresiva de 41 °C. A partir de este método dichos autores obtuvieron una tasa
de desarrollo del 58 % en embriones que se desarrollaron del estadio de 16
células a blastocistos, durante la etapa de desarrollo de la produccion in vitro de

embriones.

2.7 Lavia PI3K/AKT (Via Fosfatidilinositol 3 cinasa/Proteina cinasa B)
El estudio de la ruta de la PISK/AKT, es de vital importancia para el
conocimiento de eventos celulares implicados en la proliferacion, crecimiento y

sobrevivencia celular (Hiles et al., 1992).

La via de la PISK/AKT, es estimulada fisiolégicamente como consecuencia
de la activacion de RTK, como los factores de crecimiento, que en el caso del
IGF-1, autofosforilan el sustrato del receptor de insulina (IGF-1R) y también

fosforila la subunidad p85 de la PI3K (Dupont y Holzenberger, 2003) (Figura 6).

La fosforilacién de la subunidad p85, conduce a un cambio conformacional
de dicha proteina, que promueve la unién de la subunidad catalitica (p110) y

activa la ruta (Hennessy et al., 2005).

La PI3K activa, también fosforila el fosfatidilinositol 3,4 difosfato (PIP2),
convirtiéndolo en el segundo mensajero fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3),
el cual, corriente abajo, conduce a la activacion de la proteina AKT (Hennessy et

al., 2005).
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Figura 6: Esquema general de la via PI3K/AKT. Adaptado de Olivares

y Arellano. (2008).

La AKT tiene multiples blancos, responsables de los efectos de la activacion
de la via, sin embargo, la activacion anormal de esta via, conduce a una
respuesta proliferativa y antiapoptética que se relaciona con el desarrollo de
multiples tipos de cancer; por esto, su estudio es parte crucial para el

entendimiento de los procesos de carcinogénesis (Davies et al., 2000).

2.7.1 Cadherina-E y lavia PI3K
La ruta PI3K es activada por estimulos celulares, como los de regulacion de
la proliferacion celular, motilidad, diferenciacion y sobrevivencia, sin embargo,

también se ha visto que es activada por estimulos celulares, que favorecen la
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adhesion celular y esto se ha evidenciado, porque esta ruta también participa en
cambios de conformacion del citoesqueleto y movilizaciones intracelulares (Osaki

et al., 2004).

Por el momento, se sabe que la cadherina-E a través de su dominio
intracelular, tiene una participacion importante en la activacion de vias de
sefalizacion intracelular, que estan relacionadas con la proliferacion, crecimiento

y sobrevivencia de las células, tales como la ruta PI3K/AKT (Levy et al., 1999).

Ademas, existe evidencia de que la PI3K podria ser activada, después de la
polarizacion de cadherina-E hacia los complejos de adhesién dependientes de

esta molécula (Pece et al., 2000).

2.7.2 ElIIGF-1ylaviaPI3K

La actividad del IGF-1, es regulada por el IGF-1R, sin embargo, uno de los
efectos mas importantes del IGF-1 cuando ocupa el IGF-1R, es que causa la
autofosforilacion del mismo, asi como la fosforilacién de residuos de tirosina y la
subunidad p85 de la PI3K, dando como resultado, la activacién de la ruta de la

PISK/AKT (Dupont y Holzenberger, 2003).

De acuerdo con Yoshida et al. (1998), el IGF-1R es expresado en embriones
con estadios tempranos de desarrollo, desde el estadio de 2 células

prolongandose hasta el estadio de blastocisto.

Jousan et al. (2008), determinaron que el IGF-1 actia a través de la
activacion de la via de sefalizacion dependiente de PI3K. Playford et al. (2000),
establecieron que el IGF-1, también participa en la regulacion de la actividad
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transcripcional de la catenina 3, que es un componente esencial de los complejos

de adhesion dependientes de cadherina-E.

2.8 El estrés celular

El estrés oxidativo, actualmente es el tipo de estrés celular mas conocido y
estudiado, consiste en el desequilibrio entre la generacion de especies reactivas
de oxigeno y los mecanismos antioxidantes, que de persistir puede producir un
dafio celular irreversible (Fuchs et al.,, 1997). Puede presentarse por una
deficiencia en la generacién de sustancias protectoras naturales, o por una
excesiva exposicion a agentes generadores de especies reactivas de oxigeno

(EROs) (Chihuailaf et al., 2002).

Las EROs, desencadenan inestabilidad celular, debido a que requieren
estabilizar su carga molecular desestabilizando a otras macromoléculas, cuando
no existen medios suficientes para estabilizar los efectos de las EROs, las vias
de sefalizacion celular activan proteinas especificas, entre ellas el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), que induce la apoptosis celular inducida por estrés

(Ylikoski et al., 2002).

2.8.1 Efecto del estrés caldrico in vitro sobre el desarrollo embrionario
Estudios recientes han demostrado, que el estrés por calor, causa infertilidad
y no solo afecta la secrecion hormonal y el desarrollo del embridn, sino también

dafa al ovocito (Rivera y Hansen, 2001).

Por ejemplo, los ovocitos de bovino recolectados durante el verano, muestran

una disminucion en la capacidad para convertirse en blastocistos después de la
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fertilizacion in vitro (Al-Katanani et al., 2002). Esto sugiere, que el proceso de
maduracion de ovocitos es susceptible al estrés calorico y se ha demostrado que
la exposicion de ovocitos de bovino, a temperatura elevada durante la
maduracion in vitro, disminuye las tasas de division celular y la formacién de

blastocistos (Roth y Hansen, 2004).

Estudios anteriores, han demostrado que los embriones en estadios
tempranos de desarrollo (o durante el desarrollo embrionario preimplantacional)

son sensibles a las altas temperaturas (Rivera y Hansen, 2001).

Por ejemplo, el porcentaje de fertilizaciéon y de embriones viables en vacas
inseminadas, son menores durante meses calientes (22.1 %) que durante meses

frios (43.1 %) (LOpes-Gatius, 2003).

2.9 Apoptosis

Es un proceso normal, esencial para reemplazar células dafiadas que no
presentan un funcionamiento adecuado o que han sufrido alteraciones. La
apoptosis en células, es inducida por varios estimulos internos y externos o dafio
celular causado por radiaciones ionizantes, infeccion por patdgenos (virus,

bacterias, parésitos) o sefiales extracelulares (Wyllie, 1997) (Figura 7).

A nivel celular, la apoptosis produce cambios morfologicos irreversibles, el
citoplasma y el nucleo se condensan, los organelos celulares cambian de
ubicacion o se compactan, hasta que ocurre fragmentacion nuclear y de

proteinas previos a la lisis (Wyllie, 1997).

29



Figura 7: Esquema general de la apoptosis y necrosis celular. Modificado

de Cai-ping et al. (2014).

Posteriormente los macréfagos, consumen los residuos celulares apoptéticos

por medio de la fagocitosis (Kerr et al., 1972).

2.9.1 Métodos para detectar la apoptosis

Con el estudio de las bases bioquimicas de la apoptosis celular, se han
revelado muchos procesos y caracteristicas Utiles para discriminar entre células
normales y apoptoéticas. Las caracteristicas estructurales y conformacionales que
sufren las células apoptoéticas, como son condensacion del citoplasma y del
nacleo, modifica y compacta los organelos de la célula, e inician las distintas
fragmentaciones de proteinas que brindan soporte a estructuras celulares

internas y externas.

Otro evento que indica apoptosis, es cuando se encuentran células aisladas

o en regiones donde el grupo celular al que pertenecen, no ejerce la funciéon
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adecuada o afectan interfiriendo en el buen funcionamiento de células y tejidos

normales (Negoescu et al., 1997).

Actualmente, existen técnicas que determinan, identifican y etiquetan las
células apoptoticas, para ello se necesitan, microscopia de luz (preferentemente
con fluorescencia). Por medio de esta técnica, se pueden apreciar cambios en la
organizacion celular, tales como la condensacion de la cromatina o la aparicion
de cuerpos apoptéticos, que son fragmentos celulares que se desprenden

durante el proceso de muerte (Negoescu et al., 1997).

La microscopia de fluorescencia, revela la conformacion celular por medio de
marcadores moleculares unidos a un fluoréforo, que normalmente al ser excitado
emite una onda de luz, dichos marcadores funcionan por medio de la afinidad por

ciertas proteinas expuestas en la membrana (Green et al., 1994).

La técnica TUNEL (Terminal dUTP Nick End Labeling), es empleada en la
deteccidén temprana de la apoptosis, asi como en la deteccion de la fragmentacion

del ADN, asociado con las Ultimas etapas de la cascada apoptética celular.

Con la ayuda de la citometria de flujo y microscopia es posible incluso,
conocer la concentracion de células que se encuentran a punto de morir (Kroemer

et al., 2009).

Jousan y Hansen. (2004), describen la técnica como sigue, los embriones,
se incuban en una RNA-asa que mantiene la integridad del ARN a 37 °C en
oscuridad durante 1 h. Posteriormente las células tratadas, se lavan en PBS y se
incuban con 25 ml de solucién de reaccién TUNEL (que contiene isotiocianato de
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fluoresceina conjugado dUTP), con la solucion de células incubadas con RNA-
asa, durante 1 h a 37 °C en oscuridad. Las células se lavan en PBS y se incuban
en 25 mL de Hoechst 33342 (1 mg / ml) durante 12 min, en oscuridad. Por altimo,
las células se lavan con PBS, para eliminar el exceso de Hoechst 33342 y las
células se fijan en un portaobjetos para ser analizadas al microscopio de

fluorescencia.

La citometria de flujo, es un método rapido que permite el andlisis de diversas
estructuras y organelos celulares y, analiza la conformacion celular, sin embargo,
el parametro mas importante en el que se basa para detectar apoptosis, es por

medio de la cantidad de ADN (Gong et al., 1994) (Figura 8).

Figura 8: Esquema general de un citometro de flujo. Modificado de Zuba-

Surma et al. (2007).
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El equipo estd compuesto, con un sistema parecido a un microscopio que
ofrece una cuantificacion de parametros celulares, necesarios para evaluar la
morfologia celular y con ello determinar si una célula es funcional o si ha sufrido

apoptosis (Orfao et al., 1994).

Incluye una celda de flujo laminar, que conduce al liquido que contiene la
muestra celular hacia la fuente laser, posteriormente, los sensores que identifican
las células, son evaluados en un sistema de medicidon que analiza el contenido
de ADN celular, por medio de la traduccién de las sefiales y ondas luminosas en
valores alfanuméricos, que son procesados mediante un sistema de amplificacion
lineal o logaritmico, los cuales se muestran en un ordenador con la ayuda de un

histograma (McCloskey et al., 1994).

Las desviaciones de los valores medios, reportados en el histograma del

monitor, se consideran como células apoptoéticas (Gong et al., 1994).

Sin embargo, a partir del cambio en la simetria de la membrana plasmatica,
se han desarrollado métodos que permiten detectar la apoptosis celular, por
medio de la afinidad de ciertos compuestos quimicos hacia proteinas especificas,
como es el caso de la Anexina V, que tiene afinidad por la fosfatidilserina que en
respuesta a la apoptosis migra al exterior de la membrana celular (Cornelissen et

al., 2002).

2.9.2 Prueba de la anexina V
Es una técnica utilizada en la deteccidon y estudio de células apoptoticas,

con fines cientificos y de diagndstico (Cornelissen et al., 2002). La apoptosis
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genera cambios celulares estructurales tanto externos como internos. A partir de
éste conocimiento, se han estudiado las proteinas que se encuentran disponibles

a nivel de la membrana celular durante esa etapa.

Se ha observado, que existe un cambio estructural externo, que origina un
cambio en la simetria de la membrana plasmatica; cuando una célula entra en el
proceso temprano de muerte por apoptosis, un fosfolipido especifico que se
encuentra normalmente en la membrana interior, se expone hacia el exterior de
la membrana celular, tal es el caso de la fosfatidilserina (PS) (Vermes et al.,

1995).

La translocacion de PS, del interior hacia el exterior de la membrana, es un

marcador especifico para la apoptosis.

El procedimiento de esta prueba, se describe a continuacion. Las células se
mantienen en PBS y posteriormente son colocadas en el buffer de uniéon de
Anexina V-FITC (Anexina V-FITC, Kit deteccion de apoptosis, Sigma A2214),
incubados en 500 pl de buffer de unién a temperatura ambiente por 10 min, en
condiciones de oscuridad, posteriormente las células se colocan en un
portaobjetos y se determina la fluorescencia en el microscopio de fluorescencia

(Cornelissen et al., 2002) (Figura 9).

Sin embargo, la técnica se encuentra limitada por ciertos problemas, por
ejemplo, al analizar la apoptosis celular con el microscopio de fluorescencia, se
puede conducir a un significativo numero de falsos eventos positivos (hasta un

40 %), cuando el técnico, al realizar la contabilizacion celular, asocia la tincion de
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loduro de propidio (PI) de ARN en el compartimento citoplasmatico (Vermes et

al., 1995).

Figura 9: Mecanismo de accion de la anexina V. Modificado de

Demchenko. (2013).
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3 ANTECEDENTES
El factor de crecimiento parecido a Insulina-1 o IGF-1, se ha utilizado
ampliamente como termoprotector (Jousan et al., 2008). Jousan y Hansen.
(2004), determinaron que el IGF-1 actia como un factor de supervivencia,
cuando los embriones de bovino, en etapas tempranas del desarrollo son
sometidos a un estrés calodrico (41 °C/ 9 h), estos autores reportaron una tasa de

apoptosis y desarrollo del 6 y 58 % respectivamente.

Por otra parte, Bonilla et al. (2011), realizaron un experimento para tratar de
determinar si la actividad termoprotectora del IGF-1 era dependiente de la etapa
de desarrollo del embrion, sometieron embriones a un estrés caldrico (41 °C/ 15
h y 38.5 °C/ 9 h) en presencia o ausencia de IGF-1. Estos autores reportaron
que en embriones de 2 a 4 células tratados con IGF-1 y sometidos a un estrés
caldrico, solo el 20 % desarrollan hasta blastocisto, mientras que embriones de 8
células o moérulas, bajo las mismas condiciones, el 50 % desarrollan hasta
blastocisto, asi concluyeron que el efecto termoprotector del IGF-1, es
dependiente de la etapa de la segmentacion en la que se encuentran los

embriones.

En cuanto al mecanismo de accion del IGF-1, Jousan et al. (2008),
determinaron que el IGF-1 actia a través de la activacion de la via de
sefalizacion dependiente de PI3K. Ademas, Kim et al. (2006), determinaron que
el IGF-1 a través de su receptor, el IGF-1R, mejora el desarrollo de embriones
producidos in vitro disminuyendo la tasa de apoptosis y regula la expresion de

genes relacionados con este proceso.
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La cadherina-E pertenece a una familia de moléculas de adhesion celular
cuya actividad es dependiente de calcio (Goodwin y Yap, 2004) y se expresa en
células epiteliales, en los blastomeros durante el desarrollo embrionario y
también en los gametos (Rufas et al., 2000). La cadherina-E tiene dos funciones,
la formacion de uniones adherentes (Gumbiner, 1996) y la transduccion de
sefales (Pece et al., 2000). Siendo una molécula de adhesion, su localizacién es
principalmente en la membrana, sin embargo, se sabe que la localizacion de la

cadherina-E varia con la etapa de segmentacion.

Trejo et al. (2008), evaluaron la distribucién y localizacion de la cadherina-E
en embriones de hamster de 4, 6 y 8 células y determinaron que la distribucién
de esta molécula varia con la etapa de segmentacién, en etapas tempranas (4 a
6 células) su localizaciébn es en citoplasma principalmente, mientras que en

etapas superiores (8 células) su localizacién cambia a los sitios de adhesion.

Aghion et al. (1994), realizaron un estudio para tratar de inducir una
compactacion celular prematura en embriones de 4 células y de acuerdo con
estos autores, la incubacion por 5 h en un medio suplementado con 6-DMAP (0.6
mM) induce un aumento en los sitios de adhesion dependiente de cadherina-E y
formacion de uniones gap similar a lo que se observa durante el proceso de

compactacion normal.

La relacion entre la cadherina-E y el IGF-1 ha sido de gran interés
recientemente. Se ha establecido que el IGF-1 es capaz de influir en la funcion

adhesiva de la cadherina-E. Morali et al. (2001), establecieron que cuando las
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células con una morfologia polarizada tipica de epitelios son tratadas con IGF-1
sus caracteristicas morfolégicas cambian a un fenotipo no polarizado o

mesénquima.

Recientemente, Bedzhov et al. (2012), establecieron que en embriones
preimplantacionales, el receptor a IGF-1, se encuentra en forma activa en los
sitios de contacto dependientes de cadherina y que se requiere de esta molécula
para activar el receptor del factor de crecimiento, sugiriendo una relacién entre

cadherina-E e IGF-1.
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4  JUSTIFICACION.

Estudios realizados tanto in vivo como in vitro, han permitido establecer que
el estrés caldrico, es uno de los factores que comprometen la capacidad de
desarrollo del embridn hasta la etapa de blastocisto (Sakatani et al., 2004). Se ha
propuesto el uso del IGF-1 como agente termoprotector para embriones que son
sometidos a una temperatura de 42 °C in vitro (Jousan et al., 2008). En relacion
con esta actividad del IGF-1 se ha establecido que depende de la etapa de
segmentacion de los embriones (Bonilla et al., 2011). El IGF-1 es un péptido que
estimula una gran variedad de acciones en diferentes tejidos (Yakar y Adamo,
2012). Existen evidencias de que el IGF-1 influye en la adhesion celular, asi,
cuando células con una morfologia polarizada tipica de epitelios, son tratadas
con IGF-1, sus caracteristicas morfolégicas cambian a un fenotipo no polarizado

0 mesénquima.

El mecanismo involucrado, en esta actividad del IGF-1 incluye la degradacién
de cadherina-E y la disociacion de la catenina 3 del complejo de adhesion (Morali
et al., 2001). No obstante, una participacién de la cadherina-E en la regulacion

de la actividad del IGF-1 no ha sido establecida en embriones tempranos.
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5 HIPOTESIS
Un cambio en la localizacion de la cadherina-E a través de la compactacion
inducida en embriones de 4 células de hamster incrementara la funcion
termoprotectora del IGF-1 cuando los embriones son sometidos a un estrés

calorico in vitro.
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6 OBJETIVO GENERAL
Determinar si existe una relacion entre la localizacion de la cadherina-E y una
mayor actividad termoprotectora (tasa de apoptosis y desarrollo) del IGF-1 en

embriones de 4 células de hamster sometidos a un estrés calodrico.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Determinar la tasa de desarrollo bajo condiciones de estrés calorico en
embriones de hamster de 4 células cuya localizacion de la cadherina-E ha sido

modificada (embriones compactados).

2) Determinar la tasa de apoptosis bajo condiciones de estrés calodrico en

embriones de hamster de 4 células cuya localizacion de la cadherina-E ha sido

modificada (embriones compactados).
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Reactivos
a) Test de Anexina V (Sigma Aldrich, cat: APOAF-50T ST)

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

a) Solucion buffer de fosfatos (PBS, pH 7.2).
b) Solucion Tyrode acida (pH 2.5) (Sigma, T1788).

c) Tritdn X-100 (Sigma T8787) al 1 % en PBS.

7.2 Localizacién del area experimental

La presente investigacion, se llevd a cabo en el laboratorio de Reproduccion
Animal Asistida de la Universidad del Papaloapan de la ciudad de Loma Bonita,
en el estado de Oaxaca, ubicado al 18° 06" Latitud Norte y 95 © 53" Longitud
Oeste, a una altura de 30 msnm.

El clima del lugar es calido humedo con lluvias abundantes en verano, la
temperatura anual promedio y precipitacion total, durante 2010, fueron 24 °C y

1,906.1 mm, respectivamente (FAM, 2012).

7.3 Animales

Para el estudio, se emplearon un total de 30 hembras nuliparas jovenes de
hamster sirio dorado (Mesocricetus auratus), de 2 meses de edad, con un peso
promedio de 128+0.35 g mantenidas a 30 °C, con fotoperiodo de 14 horas luz por
10 de oscuridad, el alimento comercial y agua fueron proporcionados a libre

acceso.
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7.3.1 Apareamiento

Se realizd el seguimiento del ciclo estral a través de citologia vaginal
exfoliativa durante 12 dias, se consideraron hembras regulares aquellas que
presentaron al menos 2 ciclos estrales, cada 4 dias, sin interrupcion. Solo
hembras con ciclo estral normal (duracion de 4 dias) fueron seleccionadas. Al
tercer dia del ciclo estral (fase de proestro), las hembras, fueron colocadas de
manera individual con un macho de fertilidad probada. Solamente 15 min fueron
permitidos para la monta y la ocurrencia del patron de eyaculacion fue observada

directamente.

La fertilizacion fue considerada exitosa, al observar espermatozoides en el
lavado vaginal (lavado con solucion salina al 0.9%) que se realiz6 en la hembra

apareada al dia siguiente después de la monta.

7.3.2 Obtencion de embriones de 4 células.

Alas 74 h pos-coito, las hembras fueron sacrificadas por dislocacion cervical
en el Laboratorio de Reproduccion Animal Asistida. Se diseccionaron con la
ayuda de tijeras y pinzas de diseccion, los oviductos (hasta el segmento
intramural) y los ovarios.

Los oviductos, fueron perfundidos con ayuda del microscopio estereoscoépico
con una jeringa para insulina y aguja punta roma calibre 29, con 1 mL de DPBS
1X libre de Ca?* y Mg?*, los embriones fueron colectados con una pipeta Pasteur,
con punta modificada adaptada con una manguera de latex para la succién y
colocados en cajas de cultivo de 4 pozos (Nunc) con 200 uL de DPBS 1X por

poZo.
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7.4 Experimento: Cambio en la localizacion de la cadherina-E en
embriones de 4 células y su efecto en la funcion termoprotectora del IGF-1
durante un estrés calorico in vitro.

Este experimento fue realizado, para determinar si existe una relacién entre
la localizacion de la cadherina-E y la funcion termoprotectora del IGF-1.
Embriones de 4 células (n=180) fueron obtenidos como se describe
anteriormente (seccién 7.3.2). Se formaron dos grupos: 1) un grupo experimental
(n=90), donde los embriones fueron incubados por 6 h a 38 °C en TCM-199
suplementado con DMAP (0.6mM) para inducir un cambio en la localizacién de
la cadherina-E (Aghion et al., 1994) y 2) un grupo testigo (n=90) donde los
embriones fueron incubados por 6 h a 38 °C en TCM-199 sin suplementar.

7.4.1 Embriones bajo estrés caldérico

Ambos grupos de embriones, fueron colocados en gotas de 50 ul de medio
TCM-199 suplementado con 100 ng/ml de IGF-1 (5 ul:45 pl) y cubierta con aceite
mineral.

Los embriones fueron sometidos a estrés caldrico, siguiendo la técnica
propuesta por Jousan y Hansen. (2004), EC (n=10/gota, 9 repeticiones) y ENC
(n=10/gota, 9 repeticiones), fueron incubados durante 24 h, bajo las siguientes
condiciones: 9 h a 41 °Cy 15 h a 38.5 °C. Después del periodo de cultivo, se

determiné la etapa de segmentacién y la tasa de apoptosis.

7.4.2 Determinacion de la tasa de desarrollo embrionario.
Después del periodo de incubacion (24 h), se realizo la determinacion de la

etapa de segmentacion, ambos grupos de embriones, fueron observados en el
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microscopio invertido, seleccionando aquellos que no sufrieron apoptosis y
colocados en una nueva gota de 50 pl de TCM-199, se contabilizé el numero total

de blastdbmeros de cada embrion.

7.4.3 Determinacion de apoptosis

7.4.3.1 Eliminacién de la ZP
Antes de realizar la tincion con el test de Anexina V, fue necesario eliminar la
ZP en los embriones del grupo EC (n=90) y el grupo ENC (n= 90), para lo cual,
los embriones fueron incubados durante 60 s en una solucion Tyrode acida (pH

2.5).

7.4.3.2 Prueba de anexinaV (apoptosis)

La apoptosis fue detectada, a través de Anexina V-FITC (Sigma A2214)
siguiendo la técnica propuesta por Levy et al. (1998). Los embriones después del
tratamiento de estrés calorico, fueron lavados tres veces con PBS y colocados
en el buffer de union (5 pL de anexina V-FITC y 5 ul de buffer de unién). Los
embriones fueron incubados, agregando la solucién preparada con 5 pL de
anexina V-FITC, a temperatura ambiente, durante 15 min en condiciones de
oscuridad. Posteriormente, fueron colocados en un portaobjetos y observados en

el microscopio de fluorescencia.

7.4.4 Localizacion de la cadherina-E en embriones de 4 células de hamster
Para la técnica de inmunofluorescencia, se emplearon 4 embriones que
representaron a ambos grupos, EC y ENC (2 embriones para cada grupo), se

aseguré que estos embriones, no formaran parte de la poblacion total de
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embriones empleados para ambos grupos en el experimento. Fueron lavados 3
veces en gotas de 50 uL de PBS, los EC y ENC fueron almacenados en gotas

independientes.

7.4.5 Técnica de inmunofluorescencia
Para realizar la inmunotincion de los embriones (del grupo experimental y el
grupo testigo) se siguio la técnica propuesta por Kawai et al. (2002) con algunas

modificaciones.

Los embriones de ambos grupos EC y ENC (en total 4 embriones), fueron
lavados dos veces en una gota de 50 pL de PBS, inmediatamente después fueron
fijados, en una solucion de paraformaldehido al 4 % durante 30 min. Después de
este lavado, los embriones fueron permeabilizados con una solucion de Triton X-

100 al 1 % durante 10 min.

Los embriones libres de la zona pellcida, una vez fijados y permeabilizados,
fueron incubados en una solucion de albumina al 5 % durante 1 h, para bloquear

los sitios inespecificos de unidn del anticuerpo.

Posteriormente fueron incubados, con el anticuerpo primario anti-cadherina-
E (1:50) durante 2 h, a temperatura ambiente y finalmente fueron incubados
durante 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad con el segundo anticuerpo

anti-lgG marcado con fluoresceina (1:50).

Los embriones inmunomarcados, fueron montados en medio Vecta shield

(Vector Laboratories, Inc.) y la intensidad y distribucion de la fluorescencia fue
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observada y registrada, usando un microscopio confocal con barrido de laser

(Leica, model TCS-SP5).

7.4.6 Analisis de imagenes

La concentracion de cadherina-E fue analizada en 2 regiones: la del
citoplasma y la region de adhesion celular de cada embrién. Especialmente se
analizaron las zonas de adhesion entre blastémeros, de las 2 muestras de cada
grupo de embriones (2 EC y 2 ENC), con la finalidad de observar el
comportamiento de la redistribucion de la cadherina-E durante estadios

tempranos.

La integracion de la fluorescencia fue obtenida siguiendo longitudinalmente
cada una de las zonas de adhesion entre membranas de cada embrién con ayuda

de microscopia confocal.

7.5 Andlisis estadistico
Los efectos de la tasa de desarrollo y apoptosis se analizaron a las 24 h,
mediante un analisis de varianza utilizando el procedimiento del *Modelo Lineal
General (GLM) de SAS (SAS, 1989). La significancia estadistica fue p <0.05.
*Yi = Bo + B1xi1 + B2Xiz +...... + BkXik + €i i=1,2...... n,
¢ Yi= observacién de la respuesta. (En embriones compactados o no
compactados, i= 1....90).
* Xi1, Xi2.... Xik = valor fijo de la variable de predicciéon, desencadenados
por el estrés calérico (41 °C), vistos en cada embrién compactado o

no compactado.
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Bo, B1, B2.....Bk = parametros lineales desconocidos en Embriones
compactados o no compactados, Bo... Bso, donde, B= desarrollo o
apoptosis y *Bkxik= el efecto no conocido desde 1...90 embriones
compactados o no compactados por el efecto del valor fijo de la

variable de prediccién, correspondiente al estrés calérico de 41 °C.

€i = error aleatorio.
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8 RESULTADOS

8.1 Obtencion de embriones
Se obtuvieron un total de 180 embriones de 4 células, que fueron distribuidos
en dos grupos: embriones compactados (n= 90) y embriones no compactados

(n=90).

8.2 Induccion de la compactacién en embriones de 4 células

Los embriones del grupo experimental fueron incubados en presencia de 6-
DMAP para inducir la compactacién prematura (Figura 10). Una muestra de 90
embriones, fueron incubados en presencia de 6-DMAP para inducir su
compactacion prematura. En la Figura 10 se muestran embriones no

compactados (Figura 10A) y compactados (Figura 10B).

Figura 10. Embriones 4 células vistos en microscopio invertido (100 X). A)

Embriones no compactados y B) compactados.
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Para comprobar el efecto del 6-DMAP, en la redistribucion de la cadherina-
E, dos embriones de cada grupo fueron analizados en el microscopio confocal
(Figura 11 y 12). En ENC, la localizacién es principalmente en el citoplasma y
muy poca en los sitios de adhesion (Figura 11A), la maxima intensidad de
fluorescencia, en las zonas de adhesion es de 70 unidades (Figura 11B) (grafica

obtenida a través del escaner del microscopio confocal).

B

Figura 11l. Embrion no compactado de 4 células de hamster. A) Localizacion
de la cadherina-E en embriones no compactados de 4 células, B) intensidad
de fluorescencia.

Por otra parte, en EC, cambia la localizacion de la cadherina-E del citoplasma
a las zona de adhesion (Figura 12A), la maxima intensidad de fluorescencia en
las zonas de adhesion es de 200 unidades (Figura 12B) (grafica obtenida a

través del escaner del microscopio confocal).

50



B

Figura 12. Embrion compactado de 4 células de hamster. A) Localizacion de
la cadherina-E en embriones compactados de 4 células, B) intensidad de

fluorescencia de la cadherina-E

8.3 Cambio en la localizacion de la cadherina-E en embriones de 4 células
y su efecto en la funcion termoprotectora del IGF-1 durante un estrés

caldrico in vitro.

8.3.1 Tasa de desarrollo de embriones de 4 células (compactados y no
compactados) sometidos a estrés caldrico

Los embriones compactados mostraron diferencias significativas (p<0.05) en
la tasa de desarrollo (Figura 13). El 63 % de los embriones alcanzaron la etapa
de 6 células, mientras que los embriones no compactados solo el 38.5 %

alcanzaron la etapa de 6 células. Sin embargo, en la etapa de 8 células no se

51



encontraron diferencias significativas entre embriones compactados y no

compactados (21 vs 19.5 %, respectivamente).

M Embriones compactados

70 a
Embriones no compactados
60
2
o
[-4
4]
2
g50 a
X b
40 I I
30
a
a
20 b =
10
0
embriones de 4 células embriones de 6 células embriones de 8 células

ETAPA DE DESARROLLO A LAS 24 H

Figura 13: Evaluacion de la tasa de desarrollo en embriones sometidos a
estrés calérico (41 °C/9 hy 38.5 °C/15 h). Literal diferente en una columnaindica

diferencia estadistica significativa (p< 0.05).
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8.3.2 Tasa de apoptosis de embriones de 4 células (compactados y no
compactados) sometidos a estrés calorico

La intensidad de anexina V o tasa de apoptosis se muestra en la Figura 14.
Los embriones de 4 células compactados mostraron una disminucion significativa
(p<0.05) de la intensidad en las etapas de 4, 6 y 8 células (22.8, 25.5 y 18.0%)

en comparacion con los embriones no compactados (36.5, 33.0 y 30.5%).

45

B Embriones compactados
40 a

Embriones no compactados
a
35 I
30
b

25

20

15

INTENSIDAD FLUORESCENTE
ANEXINA V (1)

10

[5,]

embriones de 4 células embriones de 6 células embriones de 8 células
ETAPA DE DESARROLLO A LAS 24 H

Figura 14: Evaluacion de latasa apoptosis en embriones sometidos a estrés
calorico (41 °C/9 h y 38.5 °C/15 h). Literal diferente en una columna indica

diferencia estadistica significativa (p< 0.05).

53



9 DISCUSION

9.1 Obtencion de embriones de 4 células

El desarrollo embrionario preimplantacional, comprende desde el momento
de la fertilizacion, hasta que se lleva a cabo la implantacion del blastocisto
(Schultz, 2002). En el hamster, la implantacion del blastocisto, se lleva a cabo a
las 80 h postcoito (Sato y Yanagimachi, 1972). En este trabajo, los embriones
de 4 células se obtuvieron a las 65 h postcoito, lo cual coincide con lo reportado
por Sato y Yanagimachi. (1972) para esta misma especie, estos autores

obtuvieron embriones de 4 células a las 65 h postcoito.

9.2 Compactacion prematura en embriones de 4 células

En roedores, la compactacion celular, se lleva a cabo durante la transicion de
la etapa de 8 células a moérulas. Este proceso, marca el comienzo de la formacion
de dos tipos de células, el trofoectodermo y la masa celular interna (Fleming et

al., 2001).

Durante la compactacion, la cadherina-E cambia su localizacién hacia los
sitios de adhesion entre blastomeros (Westweber et al., 1987). Se ha demostrado
gue 6-DMAP (inhibidor de la cinasa serina-treonina), es capaz de inducir una
redistribucidén de la cadherina-E y compactacién prematura, en embriones de 4

células de rata (Aghion et al., 1994).

En este trabajo, la incubacién de embriones de 4 células, en presencia de 6-
DMAP, induce una redistribucién de cadherina-E y un incremento en los sitios de

adhesion, dependientes de esta CAM, lo cual ha sido confirmado, mediante un
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analisis de estos embriones, con microscopio confocal (Figuras 11y 12).

El mecanismo, por el que el 6-DMAP, causa una redistribucién de la
cadherina-E, no ha sido reportado, se sabe, que es un inhibidor de la cinasa
serina-treonina y ha sido utilizado para impedir el rompimiento de la vesicula
germinal, durante la maduracion de ovocitos (Rime et al., 1989), en la
sincronizacion del ciclo celular (Samaké y Smith, 1996) y en la activacion de
ovocitos (Alexander et al., 2006). Otros de los efectores del 6-DMAP, son los
microtubulos del citoesqueleto. Szo6llosi et al. (1993) establecieron, que existen
proteinas cinasas sensitivas a 6-DMAP, que alteran la dinamica de los

microtubulos.

Los microtubulos actian como guias, para direccionar el movimiento de
proteinas, hacia la periferia celular y para la elaboracion de uniones celulares
(Gauthier-Rouviere et al., 2000). Stevens et al. (2007) reportaron que el bloqueo
de la dinAmica de los microtibulos, altera la habilidad de las células, para
concentrar y acumular cadherina-E, en los sitios de contacto celular. Por lo tanto,
el mecanismo involucrado en la induccion de la compactacién, a través del 6-

DMAP, podria estar relacionado con la dinamica de los microtubulos.

9.3 Analisis de la redistribucién de cadherina-E

Recientemente, se ha estudiado la distribucion de la cadherina-E, en
embriones tempranos (Trejo et al., 2008), en el presente trabajo, en EC de 4
células la maxima intensidad de fluorescencia fue de 200 unidades (Figura 12B),

mientras que en ENC la maxima intensidad de fluorescencia fue de 70 unidades
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(Figura 11B). Estas concentraciones de cadherina-E coinciden con lo reportado
por Trejo et al. (2008), que encontraron una intensidad de 70-250 unidades de

esta CAM, en embriones de 4 células en los sitios de contacto.

Una propuesta de una posible actividad de la cadherina-E en embriones de
4 células en la formacion de comunicaciones celulares ha sido relacionada con
la alta concentracion de cadherina-E encontrada en esos embriones (Trejo et al.,
2008). Modina et al. (2010), afirman que la mayor cantidad de esta CAM se
encuentra principalmente en los estadios de 0-4 y de >16 células y Neganova et
al. (2000) describen una amplia distribucién de esta CAM en embriones humanos
desde el estadio de 2 células. Sin embargo, en un trabajo realizado por Ohsugi
et al. (1996), descartan que la cadherina-E, participe en estadios tempranos de
manera similar a lo que ocurre durante la compactacion embrionaria normal,
debido a que esta CAM durante estadios tempranos, permanece de manera
inactiva o prefuncional y la razén de su acumulacion en cantidades adecuadas,
es indispensable para que el proceso de compactacion, pueda realizarse sin
trastornos en el momento preciso del desarrollo embrionario.

En el presente trabajo el embridon temprano demostr6 susceptibilidad a los
estimulos externos, con la respuesta positiva del 100 % de EC al tratamiento de
induccion de la compactacion con 6-DMAP (Aghion et al., 1994), que fueron
similares a la sensibilidad de los ovocitos observados por Xu et al. (2007),
expuestos a pulsaciones eléctricas con 6-DMAP, que indujeron la activacion de
los mismos. La razon de una posible activacion de la cadherina-E en EC del

presente trabajo, pudo desencadenarse a partir del proceso del achatamiento de
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los blastomeros, por induccion de la compactaciéon con 6-DMAP, ya que en el
presente trabajo, fue observado que cuando los blastbmeros permanecieron en
contacto, favorecian gradualmente el incremento de esos sitos de union,

especialmente en EC.

9.4 Efecto termoprotector del IGF-1

9.4.1 Tasa de desarrollo en embriones de 4 células no compactados

El estrés caldrico tiene un efecto negativo sobre la tasa de desarrollo
embrionario preimplantacional in vitro (Silva et al., 2013). En el presente trabajo,
en los embriones de 4 células no compactados y sometidos a un estrés calorico

(41 °C/ 9 h), la tasa de desarrollo en la etapa de 8 células fue de 19.5 %.

Esta disminucion en la tasa de desarrollo coincide con lo reportado para otras
especies, Tseng et al. (2004), reportaron un 36 % de desarrollo in vitro hasta
blastocisto cuando los embriones de porcino de 4 células son sometidos a una
temperatura de 41 °C durante 4 h. Un estrés oxidativo o exceso en la producciéon
de EROs generados por un aumento de temperatura ha sido relacionado con la

disminucién en la tasa de desarrollo embrionario in vitro (Sakatani et al., 2004).

Bedaiwy et al. (2004) establecieron una relacion negativa entre la tasa de
desarrollo y los niveles de ERO, es decir a niveles elevados de EROs la tasa de
desarrollo disminuye. A pesar de no haberse determinado los niveles de EROs
es posible que de acuerdo a lo establecido por Bedaiwy et al. (2004), la
disminucion en la tasa de desarrollo obtenida en embriones no compactados

(19.5%), esteé relacionada con la generacion de EROs en el medio de cultivo. Por
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otra parte, la tasa de desarrollo en embriones de 4 células compactados hasta la
etapa de 8 células fue de 21 %, ligeramente superior aunque no estadisticamente

diferente en comparacion con los embriones no compactados (19.5 %).

Por otra parte, el 42 % de los embriones de 4 células no compactados que
fueron sometidos a un estrés calérico (41 °C/ 9 h) permanecieron en esta etapa,
lo que sugiere un bloqueo o arresto en esta etapa de desarrollo debido al
aumento de la temperatura. Un bloqueo en el desarrollo embrionario debido al
estrés caldrico ha sido reportado en bovinos, Rivera et al. (2004), reportaron que
el 25 % de los embriones de 2 células incubados a una temperatura de 41 °C y
evaluados a los 3 dias alcanzaron la etapa de 8 células. Las diferencias del
porcentaje de embriones arrestados entre lo reportado por Rivera et al. (2004) y
los resultados de este trabajo podrian deberse a la etapa de segmentacién en la

gue se aplico el estrés caldrico (4 vs 2 células).

Una respuesta al estrés calorico dependiente de la etapa de segmentacion
ha sido establecida por Aréchiga y Hansen. (1998), de acuerdo a estos autores
los embriones de 1-2 células son mas sensibles debido a que el genoma
embrionario se encuentra inactivo, mientras que embriones de 4-8 células son
mas resistentes al estrés calorico. La alta sensibilidad de los embriones de 2
células al estrés cal6rico podria deberse a la capacidad limitada para sintetizar
enzimas relacionadas con el estrés oxidativo, como por ejemplo glutatién

reducido (Gardiner y Reed, 1994).
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9.4.2 Efecto del IGF-1 en embriones no compactados

Factores de crecimiento de origen materno o embrionario regulan el
desarrollo preimplantacional in vivo (Kane et al., 1997). Green y Day. (2013)
reportaron que el IGF-1 actia como un factor paracrino que mejora el desarrollo

embrionario preimplantacional in vitro.

Después de 24 h de cultivo en presencia de IGF-1, el 38.5 % de los
embriones de 4 células no compactados se desarrollaron hasta la etapa de 6
células y 19.5 % hasta la etapa de 8 células. Estos resultados coinciden con lo
reportado por Harvey y Kaye. (1992), los cuales concluyen que el IGF-1 no tiene
un efecto benéfico en las primeras etapas del desarrollo (1-8 células), mientras
que en las etapas de morulas y blastocistos si hay un efecto. Al respecto,
Smotrich et al. (1996), proponen que el inicio de la expresion del receptor a IGF-
1 se lleva a cabo entre la etapa de 8 y 14 células, y que la estimulacién del
desarrollo embrionario es a través de este receptor. Ademas de esta carencia de
efecto del IGF-1 en etapas tempranas se debe considerar el efecto del estrés

calérico en la tasa de desarrollo.

9.4.3 El IGF-1 en el incremento de la tasa de desarrollo de EC

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que el IGF-1, aumento la
tasa de desarrollo en EC de 4 células, del total de embriones que fueron
sometidos a estrés de 41 °C/9 h, el 63 % alcanzaron la etapa de 6 células y el 21
% la etapa de 8 células. Lo anterior es superior a la actividad reportada por
Edwards y Hansen. (1997) para el IGF-1 en embriones de 2 células (10 %), sin

embargo, esta variacion en los resultados podria deberse a la duracion del estrés
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calorico (12 h, comparada con las 9 h empleadas en el presente estudio), ya que
se ha establecido una relacion entre el efecto del estrés calorico y la duracion del
estrés. Rivera y Hansen. (2001), reportaron una disminucion del 99.5 % en la
tasa de desarrollo cuando los embriones fueron sometidos a estrés calorico de

41 °C durante 12 h.

La razon por la que el IGF-1 mejor0 la tasa de desarrollo en EC, coincide con
lo reportado por Jousan y Hansen. (2004), quienes, aseguran que los factores
especificos, por la que el IGF-1 protege a los embriones, se debe en gran parte
a que este factor regula la captaciéon de glucosa en embriones preimplantatorios
como establecen Pantaleon y Kaye. (1996) y tal efecto podria generar
sobrevivencia en los embriones al estrés calorico, ademas reduce los efectos del
H202 en embriones tempranos (Kurzawa et al., 2002) y bloguea la accion de los
radicales libres. Estas declaraciones estdn de acuerdo a otros estudios que
establecen que la participacion del IGF-1, en el desarrollo embrionario
preimplantacional, actia como un factor autocrino que mejora la tasa de
desarrollo (Green y Day, 2013), ademas, Harvey y Kaye. (1992), establecieron
que la suplementacion del medio de cultivo con IGF-1, incrementa la proporcion
de blastocistos y disminuye el nimero de embriones, que permanecen en la

etapa de moérula.

El presente estudio, indica un efecto termoprotector del IGF-1 en el desarrollo
de EC de 4 células, en condiciones de estrés calorico in vitro (Jousan y Hansen,
2004), por accién de la redistribucion de Cadherina-E, Figura 12, ademas, que

estos embriones pudieron ser favorecidos por mecanismos metabdlicos
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(Pantaleon y Kaye, 1996) y antioxidantes (Kurzawa et al., 2002), que explican, el

alto porcentaje de EC que alcanzaron el estadio de 6 células.

9.4.4 El papel de la redistribucion de cadherina-E en el éxito del desarrollo
de EC

Existe una diferencia significativa (p<0.05) entre la tasa de desarrollo de ENC
(38.5 %) y EC (63 %), estas diferencias probablemente se deben a una posible
actividad termoprotectora del IGF-1 en EC, por accion de la redistribucién de
cadherina-E. Los resultados de EC coinciden con la tasa de desarrollo reportada
por Jousan y Hansen. (2004), estos autores al cultivar embriones de 216 células
de bovino en IGF-1 a estrés calorico de 41 °C/9 h y 38.5 °C/15 h, obtuvieron una

tasa de desarrollo hasta blastocisto del 58 %.

Sin embargo, en estadios avanzados de desarrollo se tiene comprobada la
distribucion de cadherina-E (Mayor e lzquierdo, 1994), lo cual soporta que los
resultados en la tasa de desarrollo del presente trabajo, se deben a una
relocalizacién de la cadherina-E, del citoplasma hacia los sitios de contacto de
EC de 4 células, tal como se muestra en la Figura 12A y que este fue un factor
clave en el aumento de la tasa de desarrollo celular (Liu et al., 2006), ademas,
de acuerdo con Reddy et al. (2005), un mayor numero de IGF-1R, pudieron ser
activados a partir de una mayor area de contacto entre blastbmeros de EC, el
cual, segun Kim et al. (2006), mejora el desarrollo de embriones producidos in
vitro, disminuyendo la tasa de apoptosis y regula la expresion de genes

relacionados con este proceso y otros RTK.
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No obstante, se establece la necesidad, de evidenciar mediante
experimentos subsecuentes, la existencia de procesos de sefalizacion celular
por la via PI3BK/AKT, que vinculan la actividad de cadherina-E, con el IGF-1 en

EC de 4 células, necesarios para un eficiente desarrollo embrionario temprano.

9.4.5 Apoptosis
La actividad anti-apoptotica del IGF-1 ha sido ampliamente establecida en

blastocistos, pero en etapas tempranas no existe evidencia de esta actividad. En
este trabajo, se ha establecido una relacién entre la distribucion de la cadherina-

E y la actividad del IGF-1 en embriones de 4 células.

En el presente estudio, al cultivar EC y ENC de 4 células en IGF-1, a estrés
caldrico de 41 °C/9 hy 38.5 °C/15 h, se observo que los resultados, de la tasa de
apoptosis en EC, fue menor (p<0.05) durante las 24 h de tratamiento con estrés
caldrico en todas las etapas de desarrollo (22.8, 25.5y 18 %) respecto a los ENC
(36.5, 33y 30.5 %). Esta tasa de apoptosis coincide con lo reportado por Paula-
Lopes y Hansen. (2002), que obtuvieron 28 % de apoptosis, en embriones de 216

células de bovino cultivados a 41 °C/9 h.

Diversos dafios celulares han sido observados durante el cultivo de
embriones bajo condiciones de estrés calérico (Makarevich y Markkula, 2002).
Rivera et al. (2004), aseguran que existe una relacion de las primeras 12 h de
cultivo in vitro en condiciones de estrés caldrico, con una mayor alteracion de
filamentos de actina, microtubulos, citoesqueleto y contenido nuclear. En el
presente trabajo, aunque no se determind la alteracion de las estructuras

celulares antes mencionadas, es posible que de acuerdo a lo establecido por
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Rivera et al. (2004) el aumento de la tasa promedio de apoptosis obtenida en EC
(22.1 %) y ENC (33.3 %) estéa relacionada con la alteracion de estructuras de
soporte y conformacion celular. Ademas, en el caso de los EC, es probable que
el IGF-1, disminuy0 la tasa de apoptosis, de acuerdo a lo establecido por Jousan
y Hansen. (2004), quienes, aseguran que los efectos anti-apoptoticos del IGF-1,
son mediados a través de la via de sefializacién que involucra al IGF-1R. Este
RTK, es activo por la via PI3k/AKT, la cual tiene un efecto inhibidor en proteinas
pro-apoptoticas, como Bad y Caspasa 9, estimula proteinas anti-apoptoticas,
como Bel-2 y actia produciendo una buena cantidad de factores de transcripcion

y proteinas reguladoras.

Por otra parte, la raz6n mas acertada, por la que los ENC, experimentaron
una mayor tasa de apoptosis, durante la exposicion al estrés caldrico, se debe a

una produccion excesiva de ERO (Bedaiwy et al., 2004).

Por lo tanto, probablemente, la tasa de EC es mejor que la de ENC, a partir
de la redistribucion de cadherina-E, por medio de la compactacién inducida con
6-DMAP, asi como la posterior relacion entre la localizacion de esta CAM y una
mayor actividad termoprotectora del IGF-1, iniciadas a través de sefales
intercelulares, entre el IGF-1, cadherina-E y el embrion temprano, probada bajo

efecto del estrés calérico en condiciones in vitro.
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10 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir lo siguiente:

Se confirma que el IGF-1 actua como termoprotector para los embriones
tempranos.

Que existe una relacion entre la distribucion de la cadherina-E y la
actividad termoprotectora del IGF-1 en embriones tempranos. Es decir,

que la cadherina-E podria estar regulando la actividad termoprotectora del

IGF-1.
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11 RECOMENDACIONES

Para tratar de establecer la relacion entre cadherina-E e IGF-1, se recomienda lo

siguiente:

1. Realizar un estudio, donde se obtengan embriones de 8 células
compactados y se bloguee la actividad de la cadherina-E antes de ser
sometidos a estrés caldrico.

2. Realizar un estudio donde se evalule la activacién de vias de sefalizacion

como la PIBK/AKT en embriones de 4 células compactados y 8 células.
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PO60 Thermoprotective action of insulin-like growth factor-1 in
embryos hamster 4-cells subjected to heat stress in vitro:
effect of the redistribution of E-cadherin
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Introduction. IGF- 1 has been used as a thermoprotective during in
vitro culture , however, its function is dependent on the cleavage
embryos. Furthermore, the localization of E-cadherin dependent
cleavage embryos. It is unknown whether there is a relationship
between the thermoprotective action of the IGF-1 and localization

of E-cadherin . Materials and Methods. 10 female hamster young
were used. Hamster embryo 4-cells were obtained . Groups of
embryos 4-cells were incubated in the presence or absence of 6-
DAMP ( compacted and uncompacted ). Both groups of embryos
were incubated for 24 hrs under conditions of heat stress. The
médium was supplemented with IGF-1, the end of the culture period
the development stage and the rate of apoptosis was determined.
Results and Discussion. The percentage of embryos that reached the
6-cell stage embryos was significantly higher than 4-cells compacted
or non-compacted (63.57 vs. 38.81 respectively). The intensity of
Annexin-V (apoptosis) embryos was significantly higher than non-
compacted compacted (33 vs 25 respectively). The anti-apoptotic
activity of the IGF-1 is via the PI3K/Akt pathway, evidence of a rela-
tionship between the activation of this pathway and the formation

of cell junctions dependent E-cadherin . In conclusion, the heat
protection of the IGF-1 activity is favored by a change in the localiza-
tion of E-cadherin in embryos of four cells when subjected to heat

stress in vitro.
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Abstract

Studies have demonstrated that the early pre-implantation embryo is very
sensitive to effects of heat stress in vitro. Heat stress reduces the total cell number
in blastocysts and increases apoptosis in blastomeres. Insulin-like growth factor-
1 (IGF-1) has been widely studied as a thermoprotective agent for its anti-
apoptotic actions. Addition of IGF-1 to the culture medium decreases the effects
of heat stress on blastocysts but has no effects on 2-cell embryos. Molecular
mechanisms by which IGF-1 decreases apoptosis involve activation of the
PISK/AKT pathway. It is also known that adherens junctions contribute to
PIBK/AKT activation mediated by the transmembrane glycoprotein E-cadherin,
which is involved in Ca(2+)-dependent cell-cell adhesion. Within 2- to 8-cell
embryos, E-cadherin is mainly inactive and has cytoplasmic localization. 6-
Dimethylaminopurine (6-DMAP) induces premature cell flattening and E-cadherin
redistribution to adhesion sites in 4-cell embryos. The aim of this study was to
induce E-cadherin redistribution in 4-cell hamster embryos and evaluate the
thermoprotective function of IGF-1 in these embryos. Four-cell embryos were
incubated in the presence of 6-DMAP to induce E-cadherin redistribution to
adhesion sites and cultured for 24h under conditions of heat stress and compared
with controls without 6-DMAP. Culture medium was supplemented with IGF-1. At
the end of culture, developmental stage and rate of apoptosis were determined
and analysed by ANOVA using the General Linear Model (GLM) of SAS (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA) procedure with statistical significance at P<0.05. E-
Cadherin redistribution induced by 6-DMAP increased development to the 6-cell
stage after 24h (63.57% vs. 38.81%, respectively; P<0.05) and reduced apoptosis
(25% v. 33%, respectively; P<0.05) under heat-stress conditions. In conclusion,
we hypothesise a role for E-cadherin-mediated cell flattening in promoting IGF-1-
mediated thermoprotection in pre-compact 4-cell hamster embryos. Further
studies are required to confirm this link.
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