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RESUMEN

La diferenciaci6n del trofoblasto de ratén in vitro es modulada por proteinas de la
matriz extracelular como fibronectina (FN) y laminina (LM), desconociéndose si para ello
estas moléculas requieren o no formar parte de un substrato de adhesién. Al parecer dicho
proceso de diferenciacién podria ser-también regulado por factores de crecimiento

peptidicos como el factor de crecimiento epidermal (EGF).

En esta Tesis se utilizé un sistema de implantacién in vitro de blastocistos de ratén para
determinar; 1. Si FN y LM requieren estructurar un substrato sobre el cual el concepius 1
pueda adherirse y producir diferenciacién del trofoblasto. 2. Si el EGF regula la

diferenciacién del trofoblasto de ratén.

Los resultados indican que LM, no as{ FN, puede promover la diferenciacién del
trofoblasto aun sin formar parte de un substrato de adhesién. El EGF por su parte
provoc modificaciones tanto morfolégicas como bioqufmicas en los blastocistos
implantados: en presencia del factor, los nicleos de las células gigantes aparecieron
prominentes y el contenido de ADN de los implantes y la secrecién de progesterona
resultaron disminufdos. Estos efectos del EGF parecen involucrar la activacién de su
receptor (EGFr), ya que se detect( la presencia de EGFr funcionales en los blastocistos
implantados in vitro. Como se discute en detalle, estos resultados sugieren que el EGF

regula la diferenciacién del trofoblasto de rat6n in vitro.

1, Término introducido en 1973 por Boving y Larsen (Implantation. En: Human Reproduction.
Conception and Contraception, E.S.E Hafez & T.N, Evans (eds) Harper and Row Publishers), para
referirse a aquellos estados del desarrollo en los cuales ain no hay diferenciacién de capas germinales,
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SUMMARY

Invitro mouse trophoblast differentiation is modulated by proteins of the extracellular
matrix such as fibronectin (FN) and lamirin (LM), but it is unknown if these molecules
require to be part of an adhesion substrate. It has been proposed that growth factors

such as the epidermal growth factor (EGF) can also regulate trophoblast differentiation.

In this Thesis it has been used an in vitro implantation system of mouse blastocysts to
analyze: 1. If a substrate of FN and LM is required for the adhesion and differentiation of

trophoblast. 2. If trophoblast differentiation is regulated by EGE.

The results show that trophoblast differentiation promoted by LM does not require an
adhesion substrate. However, FN promoted differentiation does requires a substrate. On
the other hand, EGF can induce morphological and biochemical modifications on
implanted blastocysts: with EGF the nuclei of giant cells exhibited a prominent
morphology and the amount of DNA and progesterone secretion was diminished. In
addition, an activation of EGF receptors was also found. The results suggest that EGF

can regulate in vitro trophoblast differentiation.
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INTRODUCCION

1. BREVE DESCRIPCION DEL DESARROLLO INICIAL DEL RATON.

El desarrollo inicial de mamiferos ocurre in vive durante el trdnsito del huevo
fecundado por el oviducto y finaliza con la implantacién del conceptus en el endometrio
del ttero. En el ratén es posible reproducir este perfodo del desarrollo mediante cultivos in
vitro , lo cual ha permitido su andlisis experimental (Hogan et al., 1986).

La Figura 1 muestra un esquema de las principales etapas de este periodo, que dura
entre tres y cinco dfas en la mayorfa de las especies estudiadas. El huevo, rodeado por la
zona peliicida, se divide en dos blastémeros aproximadamente veinticuairo horas después
de la fecundacién; luego cada blastémero continda dividiéndose cada diez a doce horas,
pero asincrénicamente (Graham y Deusser, 1978). Antes de la formacion del blastocisto,
cuando el conceptus tiene sélo ocho células, ocurre el proceso de compactacion,
caracterizado morfolégicamente por la pérdida de la forma esférica de los blastémeros y la
disminucién dréstica del espacio intercelular; este proceso es requerido para las etapas que
siguen (Ducibella y Anderson, 1975; Ducibella et al., 1977).

Al finalizar el paso por el oviducto, el conceptus de ratén estd compuesto por
aproximadamente 24 células (Ferndndez e Izquierdo, 1980). En este momento ocurre el
proceso de formaci6n del blastocisto, que se reconoce por la aparicién de una cavidad
intercelular (el blastocele), que definird el primer eje embrionario (Smith y McLaren,
1977).

En el blastocisto pueden reconocerse por primera vez durante el desarrollo inicial, dos

tipos celulares distintos: los blastémeros periféricos constituyen un epitelio aplanado de




células estrechamente unidas entre sf denominado trofoectodermo y los blastémeros
centrales, alrededor de un tercio del total, constituyen la masa celular interna , que
queda desplazada hacia un polo. La masa celular interna dard origen al embrién
propiamente tal y a algunos anexos embrionarios, y el trofoectodermo, que se diferenciard
en el trofoblasto, dar4 origen a la mayor parte de los anexos embrionarios, como por
ejemplo la placenta.

Al quinto dfa de desarrollo el blastocisto contiene aproximadamente 64 células y la
cavidad blastocélica se encuenira expandida. En este perfodo el blastocisto eclosiona al
emerger de la zona peldcida y desde este momento toma contacto fntimo con el epitelio que

reviste el endometrio, etapa denominada implantacion.

2. IMPLANTACION DEL CONCEPTUS DE RATON

La implantaci6n en el rat6n es un proceso invasivo que ocurre en un espacio y tiempo
limitados. Comienza al quinto dfa de gestacién con el contacto inicial del blastocisto ala
superficie del endometrio y contintia hasta que el trofoblasto se conecta con los vasos
sanguineos maternos. Durante este perfodo el trofoblasto atraviesa el epitelio uterino,
compuesto de células y matriz de tejido conectivo, y penetra la membrana basal antes de
entrar al estroma uterino (Schlafke y Enders, 1975). Al mismo tiempo, las células
trofobldsticas experimentan un proceso de diferenciacién que involucra, entre otras
funciones, su transformacién en las llamadas células gigantes del trofoblasto,
caracterizadas fundamentalmente por presentar cantidades de DNA. de hasta 1024 veces la
cantidad contenida en una célula haploide, es decir, son células poliploides (Hoffman y
Wooding, 1993).

El proceso de implantacién en el ratén puede ser reproducido in vitro.




2.1. IMPLANTACION IN VITRC DEL BLASTOCISTO DE RATON:
DIFERENCIACION DEL TROFOBLASTO.

El proceso de implantaci6n en el ratén puede ser estudiado mediante sistemas de cultivo
in vitro (Gwatkin, 1966; Schlafke y Enders, 1975; Jenkinson,1977; Sherman y Salomon,
1975; Sherman, 1978). En un medio de cultivo que contiene suero fetal, los blastocistos
de rat6n experimentan procesos de diferenciacién y morfogénesis homologables a la
implantacién in utero. La Figura 2 muestra un esquema de esie proceso, segin Gonda y
Hsu (1980). En el blastocisto obtenido a las 86 horas post hCG (Figura 2A) pueden
distinguirse las células del trofoblasto (T) y las de 1a masa interna (MCI). A su vez el
trofoblasto se compone de trofoblasto polar (Tp), en contacto con la MCI, y de trofoblasto
mural (Tm), sin contactar a la MCL El endodermo primitivo (En) se aprecia como una
capa de células que delimita la MCI hacia la cavidad blastocélica. Durante el primer dia de
cultivo en un medio con suero fetal (Figura 2B), el blastocisto eclosiona de la zona
pelicida y comienza a adherirse a la cdpsula de cultivo por medio de las células del
trofoblasto mural, etapa denominada adhesion (Figura 2C); es probable que las
moléculas de matriz extracelular (MEC) presentes en el suero fetal representen en este caso
un substrato de adhesién para el blastocisto, aunque también es posible que el propio
blastocisto y/o las células del epitelio uterino durante 1a implantacién in vive, produzcan y
secreten protefnas de MEC que actden como substratos de adhesion. Al mismo tiempo
(Figura 2D) las células del trofoblasto mural comienzan a migrar radialmente sobre la placa
de cultivo, etapa de extension (Figura 2D,E); a su vez que por un proceso de
replicacién de DNA sin divisién celular, se hacen poliploides y gigantes (Barlow y
Sherman, 1972; Alexandre, 1985; Ilgreen, 1981; Sellens y Sherman, 1980). Durante el
cuarto dfa de cultivo (Figura 2F) puede observarse lo que se ha llamado un implante in
vitro, caracterizado bdsicamente por la presencia de las células trofoblésticas totalmente
extendidas sobre la placa de cultivo y la MCI sobremontando el trofoblasto.

Es interesante sefialar que la implantacién in vitro del blastocisto de ratén se puede




inhibir en forma experimental, si se impide que el conceptus tome contacto con un
substrato (MEC por ejemplo) sobre el cual pueda adherirse (Gwatkin, 1966; Sherman,
1978; Morris y Potter; Potter y Motris, 1985). En estas condiciones la MCI se desarrolia
en forma similar a lo que sucede cuando el blastocisto toma contacto con una superficie de
adhesién, sin embargo el trofoblasto se desarrolla en forma diferente, ya que las células
gigantes no sufren extensién. Puede decirse entonces que la implantacién in vitro es
inhibida por alteraci6n en las fases de adhesi6n y extension de las células trofobldsticas.
Considerando la extensi6n del trofoblasto como un evento de la implantacién del
blastocisto in vitre, su inhibicién constituye un sistema muy ttil para estudiar la
diferenciacién del blastocisto, sus requerimientos de diversas moléculas y de contacto con
una superficie de adhesi6n.

La similitud entre la implantacién in utero ¢ in vitro no cs s6lo morfolégica. Desde que
se inicia la adhesion y extensién del trofoblasto sobre el substrato se observa variaciones
en los productos génicos expresados por este tejido, de los cuales han sido analizados la
actividad de la enzima B-glucuronidasa (Sellens y Sherman, 1980), la produccion de
activador de plasmindgeno (Strickland et al., 1976) y la actividad de la enzima 05,38-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (38-HSD) (Sherman y Atienza-Samols, 1977; Chew y
Sherman, 1975; Sellens y Sherman, 1980). Estos marcadores de diferenciacién revelan
que el orden temporal y secuencial con que cambian no varfa considerablemente con lo
observado in utero, aunque sf se observan cambios cuantilativos.

Entre estos marcadores uno de los mejor estudiados ha sido la enzima 3B8-HSD,
responsable de la conversi6én de pregnenolona en progesterona (Johnson y Everitt, 1984).
Se ha demostrado que homogenizados de trofoblasto de ratén, obtenidos mediante cultivo
de blastocistos in vitre poseen actividad 38-HSD (Chew y Sherman, 1973, 1975), la que
se puede detectar tan temprano como el dfa 7 de gestacién (Sherman, 1975), llegando a un
mdximo el dfa 11 y decayendo a partir del dfa 12 (Chew y Sherman, 1975). Es interesante

destacar que esta secuencia es coincidente con lo observado in utero, aunque la actividad




enzimdtica es muy inferior en trofoblasto en cultivo que en trofoblasto diferenciado in situ
(Sherman y Salomon, 1975).

Recientemente se ha analizado el patrén temporal de proteinas secretadas por
blastocistos in situ, blastocistos in vitro y blastocistos in utero cuya implantacién es
diferida por ovariectomfa. Los cambios en la secrecién muestran una estricta secuencia,
igual en los tres casos, aunque variando la cantidad relativa de algunas proteinas,
retrasdndose el proceso ir vitro e interrumpiéndose en los blastocistos diferidos, pero
reanuddndose cuando estos son reactivados para implantarse, mediante inyeccién de
estradiol (Nieder, 1989; Nieder et al., 1987).

En resumen, la similitud en el desarrollo y la diferenciaci6n de los blastocistos de ratén in
vivo e in vitra durante el perfodo perimplantacional, permiten conclufr que la
diferenciacion del trofoblasto de ratén in vitro constituye un modelo ttil para el estudio de

la implantacion del conceptus de mamiferos en el endometrio.

3. LA MEC REGULA EL DESARROLLO Y LA DIFERENCIACION EN
DIVERSOS SISTEMAS CELULARES: PARTICIPACION EN LA
IMPLANTACION DEL CONCEPTUS DE RATON.

La diferenciacién es un proceso regulado, en donde Ias interacciones entre la célula y su
ambiente juegan un rol fundamental. Un componente importante del medio ambiente
celular es la MEC, compuesta de glicoprotefnas, proteoglicanos y glicosaminoglicanos que
son secretados y ensamblados localmente en una red organizada a la cual las células se
adhieren (Hay, 1981).

Se ha demostrado que la MEC regula el desarrollo y la diferenciacion en diversos
sistemas celulares (revisado por Watt, 1986 y Adams y Watt, 1993), entre ellos el
conceptus de raton, durante la etapa de implantacién.

La implantacién del conceptus de ratén es dependiente de interacciones entre las células




trofoblésticas y el ambiente uterino que las rodea. En el desarrollo normal, la invasién
inicial por parte del trofoblasto primario estimula la diferenciaci6n de los fibroblastos del
estroma uterino a tejido decidual. Las células del estroma aumentan de tamafio y secretan
una matriz semejante a membrana basal pericelular compuesta de LM, FN'y coldgeno tipo
IV (Wewer et al., 1986). El trofoblasto secundario, derivado del cono ectoplacental,
invade la .decidua para formar la porcién fetal de la placenta.

De manera semejante a las células tumorales en metéstasis durante la invasion de los
tejidos (Liotta et al., 1986), las células trofobldsticas invadirfan el estroma uterino y el
tejido decidual adhiriéndose, degradando y migrando a través de la MEC que rodea las
células uterinas (Yagel et al., 1988; Glass et al., 1983; Fisher et al., 1989). Para ello las
células trofobl4sticas secretarfan, durante la etapa de implantacién, proteinasas especificas
como son algunas metaloproteasas y el activador del plasminggeno (Behrendtsen et al.,
1992; Strickland et al., 1976; Kubo et al., 1981).

La funcién de los componentes de MEC durante la implantacién del conceprus de rat6n
ha sido investigada in vitro, determindndose las propiedades adhesivas de las células
trofobldsticas primarias y secundarias de blastocistos cultivados en ausencia de suero fetal,
sobre capsulas recubiertas con protefnas de MEC (Armant, 1991; Armant et al., 1986a, b;
Yelian et al., 1993; Romagnano y Babiarz, 1990, 1993; Sutherland et al., 1988; Carson
et al., 1988; Richa et al., 1985; Farach et al., 1987; O- Shea et al., 1990). Utilizando este
modelo experimental se ha demostrado que los blastocistos de rat6n pueden adherirse y
formar extensi6én de trofoblasto sobre placas cubiertas con EN (Armant, 1991; Armant et
al., 1986a, b; Sutherland et al., 1988; Farach et al., 1987), LM (Armant, 1991; Armant et
al., 1986a, b: Sutherland et al., 1988; Farach et al., 1987; Romagnano y Babiarz, 1990,
1993),entactina (Yelian et al., 1993), vitronectina (Sutherland et al., 1983),
trombospondina (O shea et al., 1990), 4cido hialur6nico (Carson et al., 1987) y diversos
tipos de coldgeno (Sutherland et al., 1988; Farach et al, 1987; Carson et al., 1988). La

extensi6n de trofoblasto que se produce en estas condiciones es morfolégicamente similar




a la obtenida cultivando blastocistos en presencia de suero fetal, lo que indica que
probablemente las protefnas de MEC presentes en el suero del medio de cultivo podrian
modular la diferenciaci6n del trofoblasto.

Las protefnas de MEC promueven la diferenciacién del trofoblasto in vitro actuando al
parecer a través de sus receptores ubicados en la superficie de las células trofobldsticas. La
presencia del hexapéptido Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro, inhibe la extension del trofoblasto
sobre matrices de FN , pero no sobre matrices de LM (Armant et al., 1986b; Yelian et al.,
1993). Esto indica que las células trofobldsticas contendr{an receptores independientes
para EN y LM, y que esta tiltima participarfa en la diferenciacién del trofoblasto a través de
un sitio distinto al que contiene la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD).

Utilizando fragmentos proteolfticos de LM se ha demostrado que el trofoblasto se
extiende sobre placas recubiertas con el fragmento E8, el cual contiene el dominio de
unién a heparina de Ia molécula de LM no asi sobre placas recubiertas con el fragmento
E1-4, el cual contiene la secuencia RGD, confirmdndose asf los resultados anteriores
(Armant, 1991). Es interesante sefialar que el fragmento E8 promueve también la
extensién de neuritas en cultivo (Edgard et al., 1984).

La extensién de trofoblasto sobre substratos de LM ocurre en presencia de heparina,
hepar4n sulfato o heparinasa, lo que indica que el dominio de unién a heparina del
fragmento E8 no participaria en el proceso (Armant, 1991). Este resultado se contrapone
al obtenido por Farach et al. (1987), quienes demuestran que la extensi6n de trofoblasto
sobre FN, LM o monocapas de células del epitelio uterino es inhibida en presencia de
heparina soluble. Es interesante hacer notar que el blastocisto de ratén contendria
moléculas tipo heparina sobre su superficie, que participarfan en la diferenciacién del
trofoblasto, ya que la digestién de su superficie con heparinasa disminuye
considerablemente la extensién de trofoblasto en cuando son cultivados en presencia de
suero fetal (Farach et al., 1987).

El hecho de que los blastocistos de ratén puedan adherirse y formar extension del




trofoblasto en ausencia de suero fetal, al ser cultivados sobre cdpsulas recubiertas con
proteinas de MEC, demuestra que estas moléculas pueden promover la diferenciacion del
trofoblasto. ¢Es entonces el suero (o algunos de sus componentes) un elemento
prescindible er el proceso 7. En otras palabras, jse requieren sélo proteinas de MEC para
que los blastocistos puedan implantarse 7. De ser asf, ;cudl serfa entonces la participacion
del suero ?.

Por otro lado, serfa muy importante conocer cémo la MEC regula la diferenciacién del
trofoblasto. ;Es necesario que estas protefnas formen una estructura organizada, que
represente un substrato sobre el cual los blastocistos puedan adherirse y producir
extension de trofoblasto 7; o jse requiere mds bien una interacci6n del trofoblasto con la

MEC, en forma independiente de una interaccién con un substrato de adhesién 7.

4. PARTICIPACION DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO EN EL
DESARROLLO Y LA DIFERENCIACION DE DIVERSOS SISTEMAS
CELULARES: POSIBLE REGULACION DEL DESARROLLO Y LA
DIFERENCIACION DEL CONCEPTUS DE RATON.

Los factores de crecimiento son polipéptidos pequefios sintetizados y secretados por
tipos celulares especificos y que actdan regulando tanto la proliferacién como la
diferenciacién celular. Estas moléculas interactian con receptores ubicados sobre la
membrana de 1a célula blanco; los receptores son usualmente glicoprote{nas acopladas a
sistemas de segundos mensajeros intracelulares a través de cambios conformacionales, los
que muchas veces involucran reacciones de autofosforilacién.

Existe evidencia de que los factores de crecimiento no sélo inducen proliferacion
celular, sino que también pueden actuar como inductores de diferenciacién embrionaria

(revisado por Mercola y Stiles, 1988). Diversas evidencias sugieren la participacién de




estos factores en el desarrollo y la diferenciaci6n del conceptus de ratén, tanto en etapa
preimplantacional como perimplantacional.

El desarrollo andlogo de los blastocistos en el titero y en cultivo, aun en ausencia de
suero fetal (Sellens y Sherman, 1980), ha llevado a sugerir gue el desarrollo y la
diferenciacion de estos blastocistos estarfa sujeto a una programacion intrinseca, es decirel
propio conceptus producirfa factores que regulen su desarrollo,

Ia idea de que los blastocistos producen factores que regulan la diferenciacion celular es
apoyada por el hecho de que ellos son capaces de controlar la diferenciaci6n de otros tipos
celulares, por ejemplo células tumorales que son inyectadas en la cavidad blastocélica
(Pierce et al., 1982).

Los blastocistos de ratén producen, durante la etapa de implantacién, actividad
semejante a factores de crecimiento transformantes, que promueve el crecimiento de
células no transformadas, independientemente de su anclaje (Rizzino, 1985). La idea de
autoregulacién en la diferenciacién del conceptus de raton in vitro €s apayada por el hecho
de que losconcepti preimplantacionales cultivados en grupo, presentan una mayor
proporci6én de desarrollo hasta blastocisto con respecto a aquellos cultivados en forma
individual; a su vez el desarrollo de estos tltimos incrementa agregando al medio de
cultivo, factores de crecimiento como EGF, TGF-a, TGF-1 (Paria y Dey, 1990). Por
otro lado, se ha demostrado gue factores de crecimiento como el EGF regulan diversos
procesos durante el desarrollo del conceptus de ratén. Asf, EGF incrementa la sintesis de
ADN y ARN en los concepti de 2 células (Kuo et al., 1991) y la sintesis de proteinas en
mérulas y blastocistos (Wood y Kaye, 1989).

Diversos antecedentes sefialan la participacién del EGF en la implantacién del conceptus

de ratén, tanto in vitro COmo in sifu.




4.1 EL EGF EN LA IMPLANTACION DEL CONCEPTUS DE RATON.

El EGF se compone de una cadena polipeptidica tinica de 53 aminodcidos y de peso
molecular 6000. Es sintetizado como un precursor unido a membrana que presenta una
sechencia caracterfstica, rica en cistefna, repetida nueve veces; la copia terminal de esta
repeticién, cuando es separada desde el precursor, forma el EGF biolégicamente activo
(Scott et al., 1983).

En ratén, el EGF fue aislado inicialmente desde las gldndulas submaxilares (el principal
sitio de su sintesis) (Cohen, 1962); sin embargo se distribuye también en una amplia
variedad de tejidos (Kasselberg et al., 1985).

Dependiendo del tejido sobre el cual actie, el EGF ejerce diversos efectos; uno de los
mejor caracterizados es el efecto mitogénico, por ejemplo en tejido conectivo, células
gliales y células de la granulosa ovdrica (Carpenter y Cohen, 1979). Sin embargo,
numerosa evidencia sugiere también un efecto sobre la diferenciacin en diversos sistemas
celulares, entre ellos el conceptus de ratén pre y perimplantacional (Haimovici y
Anderson, 1993; Wood y Kaye, 1989; Kuo et al., 1991; Paria y Dey, 1990} y el
trofoblasto humano y de ratén (Morrish et al., 1987; Maruo et al., 1987, 1992).

En trofoblasto humano, la localizaci6n del EGF ha sido descrita casi exclusivamente en
el citotrofoblasto en placentas de 4 a 5 semanas, ejerciendo aquf un efecto estimulador de
la proliferacién celular; mientras que en placentas de 6 a 12 semanas se localiza
predominantemente en el sinciciotrofoblasto, en donde estimula el fenotipe diferenciado,
promoviendo la transformacién de citotrofoblasto en sinciciotrofoblasto y la secrecion de
hCG y lactégeno placentario por parte de este dltimo tejido (Ladines-Llave et al., 1991;
Morrish et al., 1987; Maruo et al., 1987, 1992). Es interesante sefialar que se ha descrito
también la localizacién de TGF-a en trofoblasto humano, postuléndose una accion
autocrina/paracrina para este factor (Hoffman et al., 1993; Horowitz et al., 1993).

EGF y TGF-c. se localizan también en tejidos del tracto reproductivo de la madre:

epitelio uterino y oviductal y decidua (Horowitz et al., 1993; Morishige et al,, 1993); al
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mismo tiempo, 1a expresion de estos factores en el epitelio del oviducto es proporcional al
incremento en los niveles de estradiol séricos (Morishige et al., 1993). Todos estos
antecedentes sugieren que EGF/TGF-o pueden tener algtn rol en el desarrollo
embrionario del ratén, regulando ya sea la diferenciacién del propio conceptus yloel
desarrollo endometrial y la funci6n del trofoblasto, durante la etapa de implantacion.

Se ha descrito que, en el rat6n, la concentracién de EGF en gldndulas submaxilares y en
el plasma incrementa en el curso de la gestacion (Kurachi y Oka, 1985). Al respecto, un
dato muy importanie es que la deficiencia de EGF durante la gestacién en el ratén (causada
por ejemplo por sialoadenectomia de las hembras prefiadas) causa aborto en cerca del 50%
de las hembras y ademds, retardo en el crecimiento uterino (Tsutsumi y Oka, 1987; Kamel
et al., 1993). Ademds, EGF reemplaza a estradiol en la iniciaci6n de la implantaci6n en
ratas hipofisectomizadas (Johnson y Chattetjee, 1993). Asi, EGF podrfa regular la
mantencién de la prefiez en el rat6n, al parecer actuando a nivel del proceso de
implantaci6n.

Un an4lisis reciente del efecto de varios factores de crecimiento en la diferenciacién del
conceptus de rat6n, indica que el EGF promueve la diferenciacion del trofoblasto in vitro
medida como extensién del tejido sobre la placa de cultivo (Haimovici y Anderson, 1993);
esto sugiere la posibilidad de que el EGF regule la implantacién, modulando la
diferenciacién del trofoblasto. Sin embargo, pensamos que este resultado no
necesariamente pudiera significar un efecto del EGF sobre la diferenciacién del
trofoblasto. El EGF estimula la proliferaci6n en diversos tipos celulares en cultivo y los
autores recién mencionados obtienen una mayor superficie de extensitn de trofoblasto en
presencia del factor. Asf, el resultado obtenido podrfa significar s6lo un efecto sobre la
proliferacién del trofoblasto y no sobre su diferenciacién. De esta forma, para determinar
si el EGF regula la diferenciacin del trofoblasto es necesario: 1. descartar un efecto de

proliferacién y 2. evaluar un efecto de diferenciacidn analizando algtin marcador

especifico.
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El EGF ejerce su acci6n bioldgica uniéndose a receptores especificos localizados en la
superficie de la célula blanco; numerosa evidencia indica la presencia de receptores para

EGF en el conceptus de raton.

4.2 EL RECEPTOR DE EGF (EGFr) EN LA DIFERENCIACION DEL
CONCEPTUS DE RATON.

El EGFr se compone de una cadena polipeptfdica inica de 1186 aminodcidos y de peso
molecular 170000; contiene ademd4s una cantidad sustancial (40 kDa aproximadamenie) de
residuos oligosacdridos N-ligados (Carpenter y Cohen, 1990). El receptor comprende dos
dominios funcionales unidos por una regién de transmembrana (Cohen et al., 1980;
Ushiro y Cohen, 1980; Ulrich y Schlessinger, 1990); el dominio extracelular es
glicosilado (Cummings et al., 1985) y representa el sitio de unién de los ligandos EGF y
TGF-o (Wewer et al., 1984), mientras que la porcién intracelular posee un dominio
tirosina quinasa intrinseco, el que fosforila varios sustratos solubles (Glenney et al.,
1986) y de membrana (Margolis et al., 1989b), asf como también el propio receptor
(Ulrich y Schlessinger, 1990; Hunter y Cooper, 1981; Honegger et al., 1989; Margolis et
al., 1989a), todo lo cual lleva finalmente a la ocurrencia de la respuesta celular.

Durante ¢l desarrolio preimplantacional del rat6n,la expresién del EGFr incrementa
considerablemente luego del estado de 4 células (Wiley et al,, 1992). En el estado de
blastocisto, el receptor se localiza preferentemente en las células del trofoblasto (Dardik et
al., 1992), ya sea cuando este tejido esta aiin no diferenciado (Paria y Dey, 1990; Dardik
et al., 1992; Adamson, 1990) como cuando se extiende en una monocapa luego de un
cultivo de tres dfas (Adamson y Meek, 1984). Por otro lado, se ha demostrado que la via
de transduccién de la sefial dependiente de EGF es funcional en blastocistos de ratén y al
parecer serfa importante en la regulaci6n del desarrollo preimplantacional (Paria et al.,
1991). Utilizando diversos agentes que modulan la funcionalidad del EGFr, se ha

demostrado el requerimiento de un receptor funcional (es decir acoplado a sistemas de
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transduccién que determinen la ocurrencia de una respuesta celtular) para el inicio de la
cavitaci6n en el conceptus de rat6n, proceso que es considerado como el inicio de la
diferenciacién del trofoblasto (Brice et al., 1993). Un resultado muy interesante es que la
expresién del EGFr es regulada por el nivel de hormonas esteroidales maternas, ya que
decae fuertemente en blastocistos cuya implantacién ha sido retardada por ovariectomfa e
inyecci6n de progesterona; a su vez que aumenta cuando los blastocistos son reactivados
por inyeccién de estradiol (Paria et al., 1993).

Se ha observado un aumento en la unién de [123 I]-EGF en tteros de hembras de rat6n
prefiadas, con respecto a titeros de hembras no prefiadas; Ia diferencia en la unién parece
ser debida a un aumento en el mimero de receptores mas que a cambios en la afinidad
(Brown et al., 1989). Por otro lado, en trofoblasto humano, los niveles de EGFr
aumentan concomitantemente con la diferenciacién del tejido in vitro (Alsat et al., 1993),
existiendo asf una relacién directa entre el estado de diferenciacién del trofoblasto y la
presencia de receptores para EGF (Maruo et al.,, 1987; Maruo y Mochizuki, 1987;
Hofmann et al., 1992; Ladines-Llave et al., 1991; Lai y Guyda, 1984).

De acuerdo a los antecedentes seﬁaiados se ha propuesto que el EGFr podria participar
en la implantacién del blastocisto de ratém, tal vez regulando la diferenciacién del
trofoblasto. Sin embargo no se ha demostrado ni la presencia ni la funcionalidad del EGFr

en los blastocistos implantados ir vitro.
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5. OBJETIVO GENERAL, HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS
ESPECIFICOS.

El problema planteado en esta Tesis s¢ refiere en general a la implantaci6n del
conceptus de mamiferos en el endometrio. Para aproximarse a una explicacion de este
proceso, es ttil estudiar la diferenciacion del trofoblasto de rat6n, mediante sistemas de
cultivo in vitro.

De acuerdo a los antecedentes expuestos anteriormente, existe evidencia que sugiere la
participacién del suero fetal, FN y LM en la diferenciacién del trofoblasto de ratn in
vitro; sin embargo, no existen antecedentes acerca de cémo estas moléculas ejercen su
acci6n en el proceso. Al mismo tiempo es necesario determinar si el EGF y su receptor

regulan la diferenciacién del trofoblasto de ratén in vitro.

HIPOTESIS DE TRABAJO: 1. Se propone distinguir entre las dos siguientes
hip6tesis alternativas: a) la MEC requiere formar un substrato organizado que permita la
adhesién del conceptus y la diferenciacién del trofoblasto; b) la MEC requiere sélo
interactuar con el tejido trofobldstico, sin necesidad de actuar como un substrato de
adhesién. 2. Se propone que el EGF y su receptor regulan la diferenciacién del

trofoblasto de ratén in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar el efecto del suero fetal y la MEC (FN y LM) en la diferenciacién del
trofoblasto de ratén ir vitro.

2. Determinar c6mo FN y LM regulan la diferenciacién del trofoblasto, distinguiendo
entre las dos posibilidades mencionadas en Ia hip6tesis.

3. Determinar si el EGF regula la diferenciacién del trofoblasto de raton in vitro.

14




4. Reconocer receptores para EGF en blastocistos implantados in vitro.

5. Determinar la funcionalidad del EGFr en blastocistos de ratén implantados in vitro y su

posible relacién con la diferenciacién del trofoblasto.
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MATERIALES Y METODOS

1. OBTENCION DE BLASTOCISTOS.

Se utilizaron blastocistos de ratén provenientes del cruce de hembras de 5 semanas de
edad de 1a cepa Swiss-Rockefeller, con machos de la misma cepa.

Las hembras, que fueron mantenidas en un régimen de luz (13 horas)- oscuridad (11
horas) se indujeron a superovular inyectdndoles intraperitonealmente 5 UI de suero de
yegua prefiada (PMS, Sigma) y 48 horas mds tarde, 5 UI de gonadotrofina coriénica
(hCG, Sigma). La copula se reconocié por la presencia del tapén vaginal y se presume
que ocurri6 12 horas después de la inyeccitn de hCG.

Las hembras cruzadas se sacrificaron por dislocacién cervical a las 86 horas post hCG,
se extrajeron los cuernos uterinos y se obtuvo los blastocistos por perfusién de los
mismos con medio de cultivo NCTC-135 (Sigma) (Sherman, 1975; Sherman y Salomon,

1975).

2. ELIMINACION DE LA ZONA PELUCIDA.

Cuando se realizaron cultivos sobre substratos de matriz extracelular, un cierto
porcentaje de los blastocistos no eclosionaba de la zona pelicida espontdneamente, por lo
que se opté por eliminarla en la totalidad de los mismos antes de iniciar el cultivo en
cualquiera de las condiciones que se describirdn mds adelante.

La zona peldicida fue digerida incubando los blastocistos en medio salino 4cido Tyrode ,
pH 2.4 durante 10 a 20 segundos (Pratt, 1987). Luego los blastocistos se lavaron varias

veces en medio NCTC-135 y se dejaron por al menos media hora en el incubador para
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permitir su recuperacién después del tratamiento dcido, antes de iniciar el cultivo

experimental.

3. CULTIVO DE BLASTOCISTOS.
3.1 Condiciones generales de cultivo.

Los blastocistos obtenidos a las 86 horas post hCG se cultivaron en medio NCTC-135
suplementado o no con los siguientes componentes o mezclas de los mismos: suero fetal
de bovino (FBS, Gibco), fibronectina de plasma humano (FN, Sigma), laminina de
membrana basal de sarcoma de ratén (LM, Sigma) o factor de crecimiento epidermal
recombinante humano (EGF, Chiron Co.). El medio de cultivo fue siempre suplementado
con antibiéticos: penicilina 30 pg/ml y estreptomicina 100 pg/ml.

De acuerdo al experimento en realizaci6n, los blastocistos se cultivaron ya sea en forma
individual, en gotas de 10 pl de medio de cultivo en cdpsulas de 35 mm (Nunclon) ya sea
recubiertas o no con FN o LM, o en grupos de diverso niimero en cdpsulas de 4 pocillos
(Nunclon) en un volumen de 200 pl de medio de cultivo y se mantuvieron en una
atmésfera de 5% (v/v) de CO3 en aire himedo a 37° C. Para evitar 1a evaporacién del
medio de cultivo las cdpsulas fueron mantenidas en cdmaras himedas herméticas
equilibradas con la misma mezcla de gases.

A menos que se indique en el texto, los andlisis en todas las condiciones experimentales
fueron realizados a las 72 horas de cultivo.

Se realizaron dos modalidades de cultivo de blastocistos: a) adheridos a Ia placa de
cultivo, lo que denominaremos blastocistos implantados o implantes y b) no adheridos, lo

que denomiraremos blastocistos impedidos de implantar.

3.1.1 Cultivo de blastocistos implantados.
Los blastocistos se cultivaron en forma individual o en grupos (se indicard en el

experimento), de acuerdo 2 las condiciones descritas en 3.1. En estas condiciones los
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blastocistos experimentan todos los cambios que llevan finalmente a la obtencién de

implantes (véase Figura 2).

3.1.2 Caultivo de blastocistos impedidos de implantar.

Los blastocistos se cultivaron en forma individual de acuerdo a las condiciones descritas
en 3.1. Para este tipo de cultivo la cdpsula fue invertida, de manera que los blastocistos
guedaran suspendidos en Ia gota de medio de cultivo, no tomando contacto con la cdpsula.
Véase descripcién del método en Figura 3. Esta técnica ha sido descrita por Morris et al.
(1982, 1983) y Potter y Morris (1985) y es designada como Gota Colgante, por lo que
Jos blastocistos cultivados en esta forma los denominaremos impedidos de implantar o
cultivados en gota colgante.

Este sistema de cultivo permite evaluar el efecto de diversos agentes sobre la
diferenciacién del trofoblasto, ya que, en estas condiciones, el tejido no se diferencia
como una monocapa (1o se extiende). Asf, cualquier agente que estimule la extensitn del

trofoblasto en gota colgante estarfa promoviendo su diferenciacion.

4. PREPARACION DE LAS CAPSULAS RECUBIERTAS CON FN O LM.

Las soluciones de FN y LM fueron preparadas en agua destilada estéril, a una
concentracién de 25 pg/ml; esta es la concentracién habitualmente utilizada en
experimentos de diferenciacién de trofoblasto in vitro (Armant et al., 1986a, b; Sutherland
et al., 1988). Para la preparacién de las cdpsulas se utiliz6 el protocolo descrito por
Armant et al., (1986a, b). Las soluciones se colocaron comao gotas individuales de 10 pl
en cépsulas de cultivo pldsticas y se incubaron por al menos 4 horas a 37" C en una
atmésfera de 5% (v/v) de CO7 en aire himedo. Luego la solucién de protefna fue
removida y los puntos sobre los cnales la gota se aplic se lavaron varias veces con agua
destilada estéril y medio de cultivo Biggers suplementado con BSA (ultrapura, Sigma) 4

mg/ml (Hogan et al., 1986). Finalmente los puntos se cubrieron con medio de cultivo y el
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sistema se equilibré por media hora con la mezcla de gases ya mencionada, antes de

introducir 1os embriones.

5. DISENO EXPERIMENTAL.

5.1 Serie experimental 1.

Objetivo: Determinar el efecto del FBS y la MEC (FN y LM) en la diferenciacién del
trofoblasto de raton in vitro.

Metodologia: Se realiz6 cultivos de blastocistos implantados en las siguientes
condiciones: 1. medioc NCTC-135 suplementado con FBS; 2. medio NCTC-135 sobre
cépsulas recubiertas con FN; 3. medio NCT C-135 sobre cdpsulas recubiertas con LM; 4.
medio NCTC-135 suplementado con FBS, sobre c4psulas recubiertas con FN; 5. medio
NCTC-135 suplementado con FBS, sobre cdpsulas recubiertas con LM. En cada
condicion se midi6 Ia superficie de extensién del trofoblasto, como una medida de su
diferenciacién y el contenido de protefnas de los embriones, como una medida de su

crecimiento.

5.1.1. Cultivo en medio NCTC-135 suplementado con FBS.

Los blastocistos se cultivaron en forma individual como se indicé en 3.1. El medio de
cultivo fue suplementado con FBS 10%; esta es la concentracién 6ptima para el desarrollo
de los blastocistos de ratén durante el perfodo perimplantacional (Sherman, 1975;
Sherman y Salomon, 1975). Se realiz6 al menos 6 experimentos por separado utilizando

un mimero no inferior a 20 embriones en cada uno.
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5.1.2. Cultivo en medio NCTC-135 sobre cépsulas recubiertas con FN o
LM.

Los blastocistos se cultivaron en forma individual como se indic6 en 3.1. Se utiliz6
cépsulas que fueron recubiertas con FN o0 LM como se indicé en el punto 4. Se realiz6 al
menos 7 expetimentos por separado utilizando un mimero no inferior a 30 embriones en

cada uno.

5.1.3. Cultivo en medio NCTC-135 suplementade con FBS, sobre
capsulas recubiertas con FN o LM.

Los blastocistos se cultivaron en forma individual como se indic6 en 3.1. Se utiliz6
cépsulas que fueron recubiertas con FN o LM como se indic6 en el punto 4. El medio de
cultivo fue suplementado con FBS 10%. Se realiz6 al menos 7 experimentos por separado

utilizando como minimo, 30 embriones en cada uno.

5.1.4. Medicién de la extensién del trofoblasto.

La superficie de extensi6n del trofoblasto se cuantificd pesando la silueta de implantes
recortada en papel diamante; el dibujo de la silueta se obtuvo a partir de fotografias
ampliadas tomadas a microscopfa de luz. Se us6 como patrén el peso de 1 cm2, cortado

del mismo papel.

5.1.5. Medicién del contenido de proteinas.

El contenido de protefnas se evalu6 como una medida del crecimiento del conceptus;
esto permite discriminar si el efecto de los agentes analizados es sobre la diferenciacién del
trofoblasto o sobre el crecimiento del embrién.

La cuantificacién del contenido de protefnas se realizé de acuerdo al método de
Bradford (Bradford, 1976), utilizando BSA como patrén. Al final del tercer dia de cultivo

los implantes se lavaron varias veces con amortiguador fosfato salino (PBS) y se
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agruparon de 4 o 5 para realizar la medicién. Cabe sefialar que los blastocistos
implantados se despegaron cuidadosamente de la placa de cultivo por medio de una
micropipeta sellada en punta roma. La ruptura del tejido se realiz6 mediante tres ciclos de
congelacién-descongelacién.

Las mediciones se realizaron en un Spectronic 20, Bausch Lomb.

5.2. Serie experimental 2.

Objetivo: Determinar c6mo la matriz extracelular (FN y LM) regula la diferenciacién
del trofoblasto de ratén in vitro: a) requerimiento de una matriz organizada que represente
un substrato sobre el cual el conceptus pueda adherirse y formar extensién del trofoblasto
o b) requerimiento de una interaccién mairiz-trofoblasto en forma independiente de un
contacto conceptus-substrato.

Metodologia: Se realiz6 cultivos de blastocistos utilizando el sistemna de la gota
colgante (véase punto 3.1.2) y medio de cultivo NCTC-135 suplementado con FBS o bien
FN o LM. De esta forma FN y LM no forman una matriz organizada como un substrato de
adhesi6n, sino que se encuentran en soluci6n. En estas condiciones se evalud la extension
del trofoblasto mediante observacién microscépica, teniendo en cuenta que en el conceptus
cultivado en gota colgante con FBS el trofoblasto nunca se extiende. Ademds se
cuantificé el contenido de protefnas de los concepti en las distintas condiciones de cultivo

(véase punto 5.1.5.).

5.2.1. Cultivo en medic NCTC-135 suplementado con FBS.
Los blastocistos se cultivaron en forma individual de acuerdo a lo descrito en 3.1, pero
en gota colgante. El medio de cultivo fue suplementado con FBS 10%. Se realiz6 al

menos 6 experimentos por separado con un minimo de 20 embriones cada uno.
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5.2.2. Cultivo en medio NCTC-135 suplementado con FN o LM.

Los blastocistos se cultivaron en forma individual de acuerdo a lo descrito en 3.1, pero
en gota colgante. El medio de cultivo fue suplementado con EN 25 pg/ml o LM en un
rango de concentraciones entre 10 y 50 pg/ml. Se realiz6 al menos 6 experimentos por

separado con un minimo de 20 concepti cada uno.

5.3. Serie experimental 3.
Objetivo: Determinar si el EGF regula la diferenciacién del trofoblasto de ratén in
vitro. _

Metodologia: Se realiz6 cultivos de blastocistos implantados en medio NCTC-135
suplementado con FBS 10%, en presencia o ausencia de EGF. En estas condiciones se
cuantific la progesterona secretada, como un marcador de diferenciacién del trofoblasto y
la incorpo_racién de [3 H]-Timidina y el contenido de ADN, con el fin de evaluar un
posible efecto del EGF sobre la proliferaci6n celular en el embri6n. El efecto del EGF se
verific6 utilizando un anticuerpo policlonal anti-EGF que inhibe la unién del ligando a su

receptor.

5.3.1. Cultivo en medio NCTC-135 suplementade con FBS y EGF.

Los blastocistos se cultivaron en forma individual como se indicé en 3.1. El medio fue
suplementado con FBS 10% y EGF 100 ng/ml. Se utilizé EGF recombinante humano, el
que tiene una homologia cercana al 80% con el EGF murino; ademds es el dnico que
compite con el EGF de ratén en ensayos de unién de radioligando (Carpenter y Cohen,
1979), por lo que puede ser utilizado en nuestro sistema. Se ensayaron concentraciones de
EGF entre 10 y 100 ng/ml, obteniéndose los cambios morfolégicos més pronunciados con

esta ltima concentracién. Por lo tanto fue la elegida para realizar los experimentos.
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5.3.2. Inhibicién del efecto causado por el EGF en los blastocistos
implantados in vitro.

Para verificar 1a especificidad del efecto causado por EGF en los blastocistos
implantados se utiliz6 un anticuerpo polictonal anti-EGF recombinante humano producido
en conejo, en el laboratorio del Dr. Alfonso Gonzalez (P.U.Catdlica de Chile). Este
anticuerpo es capaz de inhibir la unién del EGF a su receptor, es decir bloguea ¢l efecto
del EGF (V. Faindez, comunicaci6n personal).

Los blastocistos fueron cultivados en forma individual como se indicé en 3.1 por 72
horas, ya sea en presencia o ausencia de EGF y/o el anticuerpo anti-EGF en diluciones de
1:10 y 1:100. La evaluacién se efectud al final del tercer dfa de cultivo observando y
fotografiando los implantes en un fotomicroscopio Zeiss con 6ptica de Normarski.

Como control se utilizé el anticuerpo anti-EGF 1:10 preabsorbido por tres horas con

EGF y suero preinmune 1: 10.

5.3.3. Analisis de la produccién de progesterona,

La producci6n de progesterona por los blastocistos implantados en las distintas
condiciones de cultivo se analiz6 determinando la conversién de Pregnenolona a
Progesterona (mediante la accién de la enzima 38-HSD), en grupos de 30 a 40
blastocistos. Ya que toda la progesterona producida por el conceptus es sintetizada y
secretada por las células del trofoblasto (Sellens y Sherman, 1980), cualquier diferencia
entre las condiciones analizadas indicarfa un efecto sobre la diferenciacién del trofoblasto.
Los blastocistos se cultivaron como se indic6 en 3.1, en presencia de 35 uCide [3 H]-
Pregnenolona ([7-3H. (N)]-Pregnenolona, actividad especffica 25 Cifmmol, Du Pont-New
England Nuclear) durante 48 o 72 horas. Al final del perfodo de incubacién, se colect6 el
medio condicionado por los implantes para cuantificar la progesterona secretada. Datos de
otros autores (Sellens y Sherman, 1980) indican que el 95% o mds de la progesterona

formada por el blastocisto puede detectarse en el medio condicionado.
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El medio condicionado se calenté por un minuto a 100°C. La separacidn y
cuantificacién de la [3 H]- progesterona producida se determiné de acuerdo a la
metodologfa descrita por O'Shaughnessy y Payne (1982). Los esteroides fueron
extrafdos con tolueno (2 x 3 ml); el extracto orgénico fue secado y resuspendido en 300 ul
de metanol y sometido a cromatografia en capa fina (TLC). Se utiliz6 placas de poliester
cubiertas con silica gel (Sigma), las cuales fueron analizadas en cloroformo-metanol
(99:1). La identificacién de la [3 H]J-progesterona en las placas cromatograficas se
estableci6 con estdndares internos de progesterona no radioactiva, visualizados por u.v a
258 nm.

La eficiencia del proceso de extraccién de esteroides por tolueno se establecié de
acuerdo a la radioactividad colocada en cada tubo; el porcentaje de recuperacién en las
distintas condiciones experimentales fue de un 85-90%. La eficiencia de la TLC en la
recuperacién y separacién de la [3 H]-progesterona fue de un 100% y fue medida en
muestras paralelas.

Es necesario sefialar que en algunos experimentos preliminares se traté de medir la
progesterona producida por los blastocistos implantados mediante radioinmunoensayo,
utilizando un anticuerpo monoclonal para progesterona; sin embargo, la medicién de la
progesterona endégena no fue posible debido a que fa produccién del esteroide estaba bajo

la sensibilidad del método (500 fmoles/tubo).

5.3.4, Anilisis de la incorporacién de [3 HJ]-Timidina.

Para la realizacién de estos experimentos se utiliz [3 H]-Timidina ([metil-3 H]
Timidina, actividad especffica 46 Ci/mmol, Amersham). Se sigui6 el protocolo descrito
por Heyner et al. (1989), con algunas modificaciones. Los blastocistos, en grupos de 15
por punto, se cultivaron como se indic6 en 3.1. El ensayo se inici6 ya sea alas 24 o a las
48 horas de cultivo, ddndose un pulso de 12 horas de 50 pCi de [3 H]-Timidina. La

incubacién fue terminada eliminando el medio de cultivo que contenfa el trazador
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radiactivo excedente y lavando los concepti tres veces con PBS enfriado a 4° C.
Posteriormente se realizaron tres precipitaciones en frfo con TCA 10%, cada una por 20
minutos. Luego se lavé una vez con metanol puro y el tejido fue disuelto en 200 pul de
NaOH 1N, acidificado con HCI a neutralidad y traspasado a los correspondientes viales

para luego contarlo en un contador de centelleo Beckman.

5.3.5. Andlisis del contenido de ADN.

Para analizar el contenido de ADN de los blastocistos implantados se utiliz6 el método
descrito por Labarca y Paigen (1980), utilizando Hoescht 33258.

Los blastocistos, en grupos de 20, se cultivaron como se indic6 en 3.1. Al final del
tercer dfa de cultivo, se lavaron dos veces en PBS y se disolvieron en 100 pul de SDS 2%
en amortiguador ETN (Leake y Habib, 1987). Una vez disueltos se les agreg6 2.4 mi de
Hoescht 33258 100 uM en amortiguador ETN y se incubaron por 15 minutos a
temperatura ambiente. La fluorescencia fue lefda en un espectrofluorimetro Perkin Elmer a

450 nm, con una longitud de onda de excitacién de 360 nm.

5.4. Serie experimental 4.

Objetivo: Reconocer receptores para EGF en los biastocistos de rat6n implantados
in vitro.

Metodologia: Se utilizé dos estrategias experimentales: 1. ensayos de unién de
radioligando; 2. ensayos de entrecruzamiento (cross-linking), a los blastocistos

implantados in vitro.

5.4.1. Ensayos de unién de [12511-EGF a los blastocistos implantados in
vitro,
[125I]-EGF fue gentilmente proporcionado por el Dr.Alfonso Gonzdlez, La actividad

especffica promedio fue de 300.000 cpm/ng. Para la realizacién de este tipo de
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experimento se emple$ un nidmero no inferior a 100 blastocistos por punto, ya que hubo
varios intentos sin éxito cuando se utilizé una cantidad inferior de embriones. Se siguié el
protocolo descrito por Fatindez et al. (1992).

Los blastocistos se cultivaron como se indic6 en 3.1, por 72 horas. Aproximadamente 3
horas antes de realizar el ensayo de uni6n; el medio de cultivo de los implantes fue
reemplazado por uno carente de suero, con el propésito de evitar que el EGF
probablemente presente en el suero pudiera provocar internalizacién de los receptores de
EGF.

Los implantes se lavaron una vez con PBS y luego se les agregé el amortiguador de
ensayo (Fatndez et al., 1992). El experimento se inici¢ exponiendo los implantes a 15
ng/ml de 11257]-EGF, ya sea en ausencia o en presencia de 2 p1g/ml de EGF no marcado
para determinar la uni6n inespecifica. La unién de radioligando se efectu6 a 4 C durante 2
horas (tiempo al cual se logra el equilibrio en otros sisternas conocidos, véase Fatindez et
al., 1992) en agitaci6n continua, al final de lo cual el EGF no unido fue eliminado con 4
lavados en PBS 0.1% BSA (libre de proteasas) enfriado en hielo. Las cuentas unidas
especificamente se solubilizaron con NaOH IN y se contaron en un contador gamma

(RackGamma, Pharmacia LKB Biotechnology, Inc.).

5.4.2. Ensayos de entrecruzamiento (cross-linking) de [IZSI]-EGF a los
blastocistos implantados in vitro.

Para la realizacién de los experimentos de entrecruzamiento de [1251)-EGF, primero se
efectud el ensayo de unién de radioligando como se describi6 en el punto anterior.
Posterior a los lavados con PBS-BSA se lavé dos veces con PBS solo para eliminar el
BSA de la cdpsula de cultivo. Los implantes fueron luego incubados con 2 mM de DSS
(Pierce,Co.) por media hora a temperatura ambiente en agitacién contfnua (Neufeld et al.,

1987). Luego de este tiempo se bloqued el DSS libre incubando con NHy C1 6 mM por 10

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras se mezclaron con
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amortiguador de carga (Hames, 1981) y las proteinas se separaron en geles de
electroforesis de poliacrilamida con SDS (Hames, 1981), los cuales fueron expuestos a
-80" C utilizando peliculas Kodak X-Omat AR con placas intensificadoras, por un mes

aproximadamente.

5.5. Serie experimental 5.

Objetivo: Determinar la funcionalidad del EGFr en los blastocistos implantados in
vitro y su posible relacién con la diferenciacién del trofoblasto.

Metodologia: Se realizé ensayos de fosforilacién de protefnas en residuos tirosina,
seguido de inmunoprecipitacién con anticuerpos monoclonales anti-fosfotirosina. Los

ensayos Se realizaron tanto en blastocistos implantados como impedidos de implantar.

5.5.1. Ensayos de fosforilaciéon de proteinas.

Al unirse EGF a su receptor se produce la fosforilacién en residuos tirosina, de varios
sustratos solubles y de membrana, como también del propio receptor. Entonces, mediante
experimentos de fosforilacion e inmunoprecipitacion con anticuerpos monoclonales anti-
fosfotirosina debiéramos poder detectar el receptor y otros sustratos fosforilados.

Los ensayos de fosforilacién se realizaron segin protocolos descritos, con algunas
modificaciones (Fatindez et al., 1992), utilizando [ Y -32p] ATP (actividad especifica 6000
Ci/mmol, Du Pont-New England Nuclear).

Los blastocistos, en mimero de 70 por punto, se cultivaron como se indic6 en 3.1, por
72 horas. Al final del tercer dfa de cultivo, los implantes se rompieron por tres ciclos de
congelacién a -80° C y descongelacién a 37° C, en amortiguador de fosforilacion
(Fatndez et al., 1992). El ensayo se inicié preincubando los implantes por 10 minutos a
0° C (en un bafio de agua-hiclo) ya sea en ausencia o presencia de 1 pg de EGF no
marcado, en el amortiguador ya mencionado. La reaccién de fosforilacién propiamente tal

se inici6 agregando 20 pCi de [ ¥ -32P] ATP + 15 pM de ATP no marcado por 10
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minutos a 0° C. El ensayo se detuvo agregando 1 ml. de amortiguador de lisis (Fatndez et
al., 1992) y solubilizando por 20 minutos a 4" C en agitaci6n rotatoria. Posteriormente las
muestras se centrifugaron a 14.000 rpm en una microcentrifuga Eppendorf y el
sobrenadante (que contenfa las proteinas fosforiladas) fue utilizado para el ensayo de

inmunoprecipitacion.

5.5.2. Ensayos de inmunoprecipitacién con anticuerpos monoclonales anti-
fosfotirosina.

Las protefnas fosforiladas en tirosina por accién de EGF presentes en el sobrenadante
obtenido del ensayo de fosforilaci6n, se inmunoprecipitaron utilizando el anticuerpo
monoclonal de ratén anti-fosfotirosina 2G8.D6 (catdlogo ATCC n® HB8190). El ensayo
se realiz6 siguiendo protocolos establecidos (Kriss et al., 1985; Margolis et al., 1989,
1990), con algunas modificaciones. Los sobrenadantes se incubaron por 3 horas 2
temperatura ambiente en agitacion continua, con el complejo resina-anticuerpo. La resina
utilizada fue Sefarosa-Protefna G (Pharmacia, Uppsala, Sweden), la que ha resultado
apropiada para ensayos de inmunoprecipitacién con ¢l anticuerpo monoclonal utilizado
(Fatindez et al., 1992). Los complejos ant{geno-anticuerpo unidos a la resina se lavaron
varias veces en PBS y se centrifugaron a 14.000 rpm. Los precipitados se resuspendieron
en amortiguador de carga y las protefnas fosforiladas en tirosina se separaron en geles de
electroforesis de poliacrilamida con SDS como se sefial6 anteriormente, pero exponiendo

por un perfodo de dos semanas.
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RESULTADOS

1. DIFERENCIACION DEL TROFOBLASTO: REGULACION POR
ELEMENTOS DE MATRIZ EXTRACELULAR.

Al cuantificar la superficie de extensién del trofoblasto en las diversas condiciones de
cultivo analizadas (Figura 4), observamos diferencias significativas, lo cual no se habfa
descrito anteriormente. En concordancia con lo demostrado por otros autores (Armant et
al., 1986a,b; Sutherland et al., 1988), nuestros resultados indican que los blastocistos de
ratén de dia 4 de gestacién cultivados sobre cdpsulas recubiertas con FN y LM se adhieren
a la placa y forman extensién de trofoblasto. Sin embargo, la superficie de extensién
obtenida en estas condiciones resulté ser significativamente menor con respecto a la de
blastocistos cultivados en presencia de FBS. La mayor superficie de extensién se logr6 al
utilizar cdpsulas recubiertas con FN o LM y ademds, medio de cultivo que contiene FBS.
En estas condiciones se obtuvo una superficie de extensién de trofoblasto mayor que la
que se obtendria al sumar las superficies logradas con FN o LM solas y con FBS solo.

El incremento en la superficie de extension que se obtiene en las distintas condiciones
podrfa deberse s6lo a un incremento en el crecimiento del conceptus Para descartar esta
posibilidad medimos el contenido de proteinas en los blastocistos implantados,
obteniéndose los resultados que se ilustran en la Figura 5. De acuerdo a estos resultados
el suero, FN y LM no afectan el crecimiento del conceptus, por lo que actuarian

promoviendo la diferenciacién del trofoblasto.
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1.1 CULTIVO DE BLASTOCISTOS EN GOTA COLGANTE Y EFECTO
DE LM.

Al cultivar blastocistos de ratén por tres dias en un medio suplementado con FBS, se
obtiene un blastocisto implantado (Figura 6). Puede observarse claramente el trofoblasto
(T) extendido como una monocapa sobre la placa de cultivo y la masa celular interna
(MCI), sobremonténdolo. Al realizar el cultivo en condiciones similares pero en gota
colgante, los blastocistos se aprecian como el ilustrado en la Figura 7. En este caso es
posible distinguir la regi6én embri6nica (Em), es decir la MCI, en un extremo y las células
trofoblésticas (T) en el otro. Comparando con la Figura 6, puede apreciarse claramente la
ausencia de células trofobldsticas extendidas.

Al cuantificar el contenido de protefnas de los blastocistos cultivados en ambas
condicionqs (Figura 8), no se obtuvo diferencias significativas, es decir Ja inhibicién de
la implantaci6n no altera el crecimiento del conceptus, pero si la diferenciacién del
trofoblasto, medida como extension.

Al cultivar los blastocistos en gota colgante por tres dfas en un medio en presencia de
LM (Figura 9a), se obtuvo un desarrollo similar a Ia situacién control, es decor a
blastocistos implantados in vitro en un medio con FBS. Se observa las células
trofobdsticas formando una monocapa (T) y la MCI sobremontando el trofoblasto (cabe
hacer notar que Ia superficie de extensién de trofoblasto obtenida en estas condiciones fue
muy inferior a la situacién control). Con aumento mayor (Figuras 9b y c) es posible
observar las prolongaciones de las células trofobldsticas y sus micleos gigantes (N). Al
cuantificar el contenido de proteinas de estos implantes vimos que no hay diferencias con
respecto al control (Tabla 1). Es interesante hacer notar que, a distintas concentraciones
de LM, entre 10 y 50 ug/ml, se observé que la mayor proporcién de blastocistos con
trofoblasto extendido se obtenfa entre los 25 y 40 pg/ml

Al realizar el cultivo en gota colgante con LM y ademds en presencia de FBS,
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observamos que el efecto de LM fue inhibido, es decir los blastocistos se desarrollaron en
forma similar a los cultivados sélo con FBS, en gota colgante.

Por otro iado, los blastocistos cultivados en gota colgante con FN se desarrollaron
morfol6gicamente similares a aquellos cultivados en iguales condiciones, en presencia de

FBS, es decir FN no produjo ningitn efecto aparente.

2. EFECTO DE EGF EN BLASTOCISTOS DE RATON IMPLANTADOS
IN VITRO.

Al cultivar los blastocistos por tres dias en presencia de FBS y EGF, se obtuvo
implantes con un trofoblasto de superficie comparable a la de implantes controles
cultivados sélo con FBS. Sin embargo, los blastocistos implantados en presencia de EGF
mostraron cambios morfolégicos (Figura 10), caracterizados fundamentalmente por la
presencia gle nicleos muy prominentes (N) en las células gigantes del trofoblasto (T)
(comparar con Figura 6).

Al utilizar un anticuerpo policlonal anti-EGF para demostrar la especificidad del efecto
causado por el factor, obtuvimos los resultados ilustrados en la Figura 11, La Figura
11 A muestra un blastocisto cultivado por tres dfas en presencia de FBS y EGF,; se
observé la prominencia de los nicleos, similar a Ia Figura 10. Al realizar el cultivo en las
mismas condiciones, pero en presencia del anticuerpo anti-EGF en una dilucién de 1:10,
el efecto de EGF fue totalmente inhibido (Figura 11 B), ya que no se observaron
micleos prominentes; es interesante notar, como se esperaba, la similitud de estos
implantes con aquellos cultivados s6lo con FBS (Figura 6). Como control se utiliz6 el
anticuerpo que habfa sido preabsorbido por 3 horas con EGF (Figura 11 C} y suero

preinmune (Figura 11 D). En ambas condiciones el efecto de EGF no fue inhibido.

31




3. EL EGF Y LA DIFERENCIACION DEL TROFOBLASTO: UN EFECTO
DE PROLIFERACION O DE DIFERENCIACION ?

Al cuantificar la incorporacién de [3H]—Timidina en los blastocistos cultivados por 24 y
48 horas (Figura 12) observamos que, a las 24 horas, EGF no modifica la sintesis de
ADN; sin embargo a las 48 horas de cultivo, EGF causa una disminuci6n en la sfntesis de
ADN casi en un 50%. Es interesante notar que ya a las 48 horas, puede observarse el
efecto de EGF sobre los blastocistos implantados ilustrado en la Figura 10, vale decir
habria una correlacién temporal entre 1a ocurrencia de este efecto y la inhibicién en la
sfntesis de ADN.

Al cuantificar el contenido de ADN en los blastocistos implantados a los tres dias de
cultivo (F_igura 13) se constaté que EGF provocaba una disminucién considerable,
cercana al 50%, con respecto a los blastocistos controles cultivados en ausencia de EGF.

Al analizar la progesterona secretada por los blastocistos implantados in vitro, alas 48 y
a las 72 horas de cultivo (Figura 14) pudimos observar que, a las 48 horas, los medios
condicionados por los blastocistos cultivados ya sea en ausencia o en presencia de EGF
presentaban niveles similares de progesterona; sin embargo a las 72 horas de cultivo, EGF

causa una disminucién en los niveles del esteroide.
4. EL EGFr EN LA DIFERENCIACION DEL TROFOBLASTO.

La presencia de receptores se verific6 mediante un ensayo de unién de [1251]-EGF, en
el cual se obtuvo una uni6n especifica de [1251}-EGF (2016 cpm /128 implantes), 1a que
fue casi totalmente inhibida en presencia de un exceso de EGF no marcado (204 cpm /123
implantes).

Al analizar la presencia del EGFr mediante ensayos de unidn y entrecruzamiento de
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[1251]—EGF (Figura 15) detectamos una banda lnica cuya masa molecular
correspondi6 al del complejo EGF (6 kDa)-EGFr (170 kDa); esta banda no fue detectada
en la presencia de EGF no marcado, lo que concuerda con los resultados obtenidos en el
ensayo de unién.

A continuacién era necesario verificar la funcionalidad de los receptores. La Figura 16
ilustra el resultado de los experimentos de fosforilacién e inmunoprecipitacién con
anticuerpos monoclonales anti-fosfotirosina, realizados tanto en blastocistos con ¢l
trofoblasto diferenciado, es decir implantados in vitro (I), como en blastocistos en 1os
cuales la diferenciacién del trofoblasto se encuentra inhibida, es decir cultivados en gota
colgante {G). Cuando los blastocistos fueron expuestos a EGF (véase punto 5.5.1 de
Materiales y Métodos), los resultados revelaron, en ambos casos, la presencia de una
protefna fosforilada cuya masa molecular corresponde al del EGFr (170 kDa). Queda
entonces en evidencia que la actividad tirosina quinasa del EGFr es gatillada por el EGF en
el conceptus de ratén perimplantacional, como era esperable para un receptor funcional.
Sin embargo, y como puede observarse en la Figura 16, el nivel de fosforilacién en
tirosina disminuy6 cuando el trofoblasto se encontraba en un estado no diferenciado, es

decir en los blastocistos impedidos de implantar.
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Tabla 1. Contenido de protefnas en conceptus cultivados en gota colgante

Suplemento del medio de cultivo

Contenido de proteinas (pug/conceptus £ d.s.)

Suero

Laminina

1.39+0.14
1.37 £0.17 (*)

* p > 0.05 versus conceptus cultivados sin laminina
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FIGURA 1. Esquema del desarrollo inicial del rat6n (adaptado de Hoganiet al., 1986).
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FIGURA 2. Esquema del proceso de implantacién in vitro, (adaptado de Gonda y
Hsu 1980), mostrando las fases de eclosién, adhesiéon y extensiém (véase
Introduccitn).
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SISTEMA DE CULTIVO EN GOTA COLGANTE
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FIGURA 3. Esquema del sistema de cultivo en gota colgante. Los blastocistos son
cultivados en forma individual en microgotas de medio de cultivo; inmediatamente la
cépsula es invertida, de tal modo que los blastocistos queden suspendidos en la gota, no

tomando contacto con la cdpsula de cultivo. De esta forma se impide la adhesion del

blastocisto y la extension del trofoblasto, es decir la implantacion in vitro.
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FIGURA 4. Superficie de extensién del trofoblasto en distintas condiciones de cultivo.
Los blastocistos se cultivaron por tres dfas en las siguientes condiciones: a) medio NCTC-
135 suplementado con FBS (NCTC-SUERO); b) cdpsulas recubiértas con EN
(FIBRONECTINA); c) cédpsulas recubiertas con LM (LAMININA); d) cédpsulas
recubiertas con FN y medio con FBS (FN-SUERO); e) cdpsulas recubiertas con LM y
medio con FBS (LM-SUERO). Los resultados se analizaron por la prueba de Mann-

Whitney.

38




|
|

o =~
w »
1

—

\\\\V_.

CONTENIDO DE PROTEINAS $
O
L))
|

_

o

t 2 3 4 5
CONDICION DE CULTIVO

FIBRONECTINA [0 FN-SUERO [ NCTC-SUERO
LM-SUERO LAMININA

i-2’ 2-3 ] p>0.05
34,4-5, p>0.05

Mediciones expresadas en ug/embrion

FIGURA 5. Contenido de proteinas en blastocistos implantados en diversas
condiciones de cultivo. Los blastocistos se cultivaron por tres dfas en las siguientes
condiciones; a) medio NCTC-135 suplementado con FBS (NCTC-SUERQ); b) cdpsulas
recubiertas con FN (FIBRONECTINA); c) cdpsulas recubiertas con LM (LAMIN]NA); d)
cépsulas recubiertas con FN y medio con FBS (FN-SUERO); e) cdpsulas recubiertas con
LM y medio con FBS (LM-SUERO). Los resultados se analizaron por la prueba de t

student.
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FIGURA 6. Blastocisto de rat6n implantado ir vitro. Los blastocistos se obtuvieron al
cuarto dfa de gestacién y se cultivaron por tres dias en medio NCTC-135 suplementado
con FBS 10%. Se observan las células trofobldsticas (T) extendidas sobre 1a cdpsula de
cultivo y la masa celular interna (MCI) sobremontando el trofoblasto (esta imagen
corresponderia al esquema F de la Figura 2). Fotograffa tomada a microscopia de luz con

6ptica de Nomarski. Barra: 36 Lm.
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FIGURA 7. Blastocisto de rat6n impedido de implantar por cultivo en gota colgante.
Los blastocistos se obtuvieron al cuarto dfa de gestacién y se cultivaron en gota colgante
por tres dfas, en medio NCTC-135 suplementado con FBS 10%. Los blastocistos se
observan en un estado colapsado y de apariencia bilobulada; en uno de los 16bulos pueden
distinguirse las células gigantes del trofoblasto (T) y en el extremo opuesto,
correspondiente a la regién embriénica (Em), células mds pequefias que forman la MCI. El
rasgo m4s notable de estos embriones es la ausencia de células trofobldsticas extendidas

(comparar con Figura 6). Fotograffa tomada a microscopia de luz. Barra: 36 pm.
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FIGURA 8. Contenido de proteinas en blastocistos implantados e impedidos de

implantar. Los blastocistos se cultivaron por tres dfas en medio NCTC-135 suplementado

con FBS 10% . Los resultados se analizaron por la prueba de t student.
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FIGURA 9. Cultivo de blastocistos en gota colgante y efecto de LM. Los blastocistos
se cultivaron por tres dfas en gota colgante, en medio NCTC-135 suplementado con LM
25 pg/ml. A) Con aumento menor puede apreciarse el trofoblasto (T) extendido como una
monocapa y la masa celular interna (MCI) sobremontdndolo. Cabe hacer notar la similitud
entre estos blastocistos implantados y aquellos cultivados in vitre en un medio con suero
(comparar con Figura 6). B) y C) Con aumento mayor se distinguen mas claramente las
células trofobldsticas (T) y los nicleos gigantes caracterfsticos de estas células.

Fotograffas tomadas a microscopfa de luz con 6piica de Nomarski. Barra: 36 pm.
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FIGURA 10. Blastocisto implantado in vitro y efecto de EGF. Los blastocistos se
cultivaron por tres dfas en medio NCTC-135 suplementado con FBS 10% y EGF 100
ng/ml. Se observa diferencias morfol6gicas con respecto a los embriones controles
(Figura 6A), caracterizadas bdsicamente por la presencia de nicleos muy prominentes (N)
en las células gigantes del trofoblasto (T). La masa celular interna (MCI) se localiza
sobremontando el trofoblasto. Como control véase Figura 6. Fotograffa tomada a

microscopia de luz con Gptica de Nomarski. Barra: 80 pm.
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FIGURA 11. Demostracién de la especificidad del efecto de EGF en los blastocistos
implantados in vitro. Los blastocistos se cultivaron por tres dias en medio NCTC-135 en
presencia de FBS 10%, suplementado con: a) EGF 100 ng/ml; b) EGF 100 ng/ml +
anticuerpo policlonal anti-EGF; ¢) EGF 100 ng/ml + anticuerpo policlonal anti-EGF
preabsorbido por tres horas con EGF; d) EGF 100 ng/ml + suero preinmune. Los
resultados demuestran la inhibicién del efecto de EGF en presencia del anticuerpo anti-

EGF. Fotografias tomadas a microscopfa de luz con 6ptica de Nomarski. Barra: 80 um.
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FIGURA 12. Sintesis de ADN en los blastocistos implantados in vitro: efecto de EGF.
Los blastocistos se cultivaron en medioc NCTC-135 suplementado con FBS 10%, ya sea
en ausencia o en presencia de EGF 100 ng/ml, por 24 y 48 horas; dando un pulso de 12
horas de [3H]-Timidina. Al final de la incubaci6n, es decir a las 36 y 60 horas de cultivo,
se cuantificé la incorporaci6n del ligando radiactivo, como se describi6 en Materiales y
Métodos. Los resultados demuestran que, a las 24 (36) horas de cutltivo, EGF no
modifica la sintesis de ADN con respecto a los implantes controles; sin errii)argo alas 48

(60) horas, EGF provoca una caida en la sintesis de ADN, en cerca de un 50%.
|
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FIGURA 13. Contenido de ADN en los blastocistos implantados in vitro: efecto de

EGF. Los blastocistos se cultivaron por tres dias en medio NCTC-135 sup%ementado con
FBS 10%, ya sea en ausencia o en presencia de EGF. El contenido de ADl:\:i se determing
utilizando Hoechst 33258 como se describié en Materiales y Métodos. Los resultados
muestran que BEGF provoca una disminucién en el contenido de ADN en cerca de un 50%,

1o que concuerda con la disminuci6n en la sintesis de ADN causada porﬁeste factor de

crecimiento a las 60 horas de cultivo (Figura 12).
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FIGURA 14. Andlisis de la produccién de Progesterona por los blastocistos
implantados in vitro: efecto de EGF. Los blastocistos se cultivaron en me&io NCTC-135
suplementado con FBS 10%, ya sea en ausencia o en presencia de EGF, por 48 y 72
horas; durante estos tiempos de cultivo los embriones permanecieron en presencia de 35
uCi de [3H]-Pregnenolona. Al final del perfodo de incubaci6n se colecté el medio
condicionado por los embriones para cuantificar la progesterona secretada (véase
Materiales y Métodos). Puede observarse que EGF no provoca modificaciones en los
niveles de progesterona a las 48 horas de cultivo; a las 72 horas en cambio, este factor de

crecimiento provoca una disminucion considerable en los niveles del esteroide analizado.
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FIGURA 15. Ensayos de unién y entrecruzamiento de [1251]-EGF a los blastocistos
implantados in vitro. Los blastocistos se cultivaron por tres dfas en medio NCTC-135
suplementado con FBS 10%. Puede observarse una banda (carril 1} cuyo peso molecular
corresponde al descrito para el receptor de EGF (EGF-R); como se esperaba, esta banda

desaparecio en la presencia de EGF no marcado (carril 2). ‘I
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FIGURA 16. Fosforilacién en tirosina seguida de inmunoprecipitacién con anticuerpos
monoclonales anti-fosfotirosina. Los blastocistos se cultivaron por tres dfas en medio
NCTC-135 suplementado con FBS 10%, en dos condiciones: implantados (I) e impedidos
de implantar (G). Dando un pulso de EGF, puede observarse, tanto en los blastocistos
implantados como en los impedidos de implantar, la presencia de una proteina fosforilada
en tirosina, cuyo peso molecular corresponde al descrito para el EGF-R (170 kd). Al
mismo tiempo se observa que la intensidad de esta banda es menor en los blastocistos

impedidos de implantar.
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DISCUSION

EL SUERO FETAL APORTARIA MOLECULAS QUE
COMPLEMENTARIAN LA ACCION DE FN Y LM EN LA
DIFERENCIACION DEL TROFOBLASTO DE RATON IN VITRO.

Nuestros resultados indican que los blastocistos de rat6én de dia 4 de gestacion
cultivados sobre cdpsulas recubiertas con protefnas de MEC como FN y LM, se adhieren
a la placa y forman extensi6n de trofoblasto, lo cual se considera una expresién de su
diferenciaci6n. Aunque esto habfa sido descrito por otros autores (Armant et al., 1986a,
b; Sutherl_and et al., 1988), nuestras observaciones mostraron ademds una menor
superficie de extensi6n del trofoblasto de estos implantes, con respecto a aquellos
cultivados en un medio suplementado con FBS. Como el FBS contiene moléculas del tipo
FN, esto sugiete que otros factores séricos también contribuyen adicionalmente a la
diferenciacién del trofoblasto. En efecto, la maxima superficie de extension se obtuvo
utilizando cépsulas recubiertas ya sea con FN o LM y medio suplementado con FBS,
siendo mayor el efecto que la suma de los efectos individuales. As{, parece haber una
interaccién sinérgica entre algunos componentes del FBS y las protefnas de MEC,
actuando sobre el proceso de diferenciacién del trofoblasto. Un trabajo reciente indica que
algunos factores de crecimiento como el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) y el factor de crecimiento fibrobldstico (FGF) actuarfan en forma sinérgica con
matrices de FN promoviendo la extensién del trofoblasto de ratén in vitro, y
probablemente el proceso de implantacién (Haimovici y Anderson, 1993). El mecanismo
de esta regulacién mutiple es desconocido, sin embargo, los datos de Ia literatura permiten

algunas especulaciones.
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Se han descrito diversos tipos de relaci6n funcional entre las protefnas de MEC vy los
factores de crecimiento (revisado por Adams y Watt, 1993). Interacciones directas entre
las protefnas de MEC y los factores de crecimiento pueden afectar tanto la concentracién
local como la actividad biolégica de cstos dltimos. La union del FGF a su rcceptor
requiere la formacién de un complejo ya sea con cadenas de hepardn sulfato de un
proteoglicdn de membrana del mismo tipo, 0 con cadenas de heparina libres (Ruoslahti y
Yamaguchi, 1991), lo que inducirfa un cambio conformacional en el factor. Esto
aumentarfa la afinidad por su receptor y lo protegerfa de la degradacién (revisado por
Flaumenhaft y Rifkin, 1991). Por otro lado, se ha descrito también una interaccién
funcional entre el factor de crecimiento transformante de tipo § 1 (TGF- B 1) y coldgeno
TV de membrana basal, importante en procesos de proliferaci6n y diferenciacion celulares
(Paralkar et al., 1991). TGE- 3 también se une a proteoglicanes de MEC (revisado por
Ruoslahti y Yamaguchi, 1991; Flaumenhaft y Rifkin, 1991), como por ejemplo
betaglicdn y decorina. Esta filtima molécula no sélo se une a TGF- B, sino que ademds
puede neutralizar su actividad.

Por otro lado, la MEC y los factores de crecimiento pueden ejercer una regulacion
recfproca a nivel de la expresi6n génica, influenciando mutuamente la produccién de
ligandos (elementos MEC y factores de crecimiento) y sus correspondientes receptores.
Asf por ejemplo la interleukina 3 (IL-3), Ia interleukina 5 (IL-5) y el factor estimulador de
colonias de granulocitos y macr6fagos (GM-CSF) estimulan la sintesis de proteoglicanes
en eosin6filos (revisado por Adams y Watt, 1993). El TGF- B por su parte promueve la
transcripcién de una variedad de componentes de MEC, a su vez que altera la expresién
de receptores de adhesién celular y regula la expresion de colagenasa y del inhibidor de
mataloproteinasas, TIMP (revisado por Adams y Watt, 1993). Por otro lado , la
inducci6n de la expresién de FN es una respuesta primaria de los fibroblastos de
embriones de ratn estimulados con EGF (Blatti et al., 1988).

Ademds existen mecanismos de transmodulacién de los receptores de los factores de
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crecimiento por otros factores, lo cual podria a su vez determinar un cambio en la relacién
funcional de dichos factores con la MEC. Asf por ejemplo el PDGF reduce la afinidad del
EGFr por su ligando en células Swiss 3T3 (Collins et al., 1983). Como ya se sefiald, el
EGF induce la expresi6n de FN en fibroblastos embrionarios de ratén, de tal manera que
la transmodulaci6n del EGFr podria asf alterar la expresi6n de dicha protefna de MEC y
su probable interaccién con los factores de crecimiento.

Todos los antecedentes mencionados sugieren la idea de que los factores de crecimiento
y las protefnas de MEC colaboran en crear distintos microambientes celulares que
regularfan la proliferacién y la diferenciacién. En nuestro sisiema, dichas moléculas
podrfan colaborar para promover la diferenciacién del trofoblasto; durante la implantacién
del conceptus de rat6n en el endometrio del ttero, estos elementos podrian ser aportados
ya sea por el conceptus o por el tracto reproductivo de la madre y actuarian en conjunto
con Ja MEC producida ya sea por el propio conceptus 0 por el microambiente uterino,

regulando la diferenciacién del trofoblasto y asi el proceso de implantacion.

FN Y LM PROMUEVEN LA DIFERENCIACION DEL TROFOBLASTO A
TRAVES DE MECANISMOS DIFERENTES.

Nuestros resultados mostraron que LM es capaz de promover la extension del
trofoblasto avin en blastocistos cultivados en gota colgante en un medio sin FBS, es decir
cuando el conceptus carece de un substrato sobre el cual pueda adherirse. En cambio, FN
y el FBS requieren la adhesién del conceptus para ejercer este efecto. La diferencia en las
condiciones requeridas por LM y FN o FBS no habfan sido descritas, quedando por
dilucidar el mecanismo subyacente. Machperson et al.,(1981) demostraron que cuando
los blastocistos de ratén son transferidos a la cdmara anterior del ojo de hamster, se
desarrollan hasta mds alld del estado de blastocisto expandido y mds aun, las células

trofobldsticas sufren extension tres dias luego de ocurrida la transferencia. El sistema de
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la cdmara anterior del ojo serfa similar a nuestro sistema en gota colgante, ya que los
blastocistos se encuentran flotando, es decir ocurre extensién de trofoblasto aunque el
conceptus no esté en contacto con un substrato de adhesi6n. Es posible que el tejido de la
cdmara anterior del ojo secrete moléculas tipo LM que promuevan la diferenciacién del
blastocisto en estas condiciones.

Es interesante hacer notar que el efecto de la LM mostr6 una dependencia particular de
la concentracién, observdndose maximo efecto entre.25 y 40 pg/ml y disminuyendo a
concentraciones mayores. Una posibilidad es que ocurra un fenémeno de down
regulation de los receptores para LM.

Durante el desarrollo de mamiferos, LM es la primera proteina exiracelular sintetizada,
siendo detectada sobre la superficie celular luego de la primera divisién, en el rat6n
(Dziadek y Timpl, 1985); ademds, esta protefna se localiza cn ¢l (ejido uterino cn el
momento de la implantacién (Senior et al., 1988). In vivo, LM podria ser producida ya
sea por el tejido embrionario o uterino, regulando el proceso de implantacién en forma
autocrina/paracrina.

Al parecer la adquisicién del estado invasivo del trofoblasto se correlaciona con la
expresion celular de las integrinas (Armant et al., 1986 a,b; Sutherland et al., 1988), una
familia de glicoprotefnas de superficie celular que incluye los receptores para varios
componentes de MEC (Hynes, 1987), entre ellos FN y LM. La diferencia en los
resultados obtenidos con FN y LM podria explicarse por lo siguiente: 1. Una regulacion
diferencial de 1a expresién de los receptores de tipo integrina para ambas moléculas. Es
probable que las integrinas que unen FN no sean expresadas si el conceptus no se adhiere
a un substrato, en cambio en estas condiciones podrian expresarse los receptores de tipo

integrina para LM. Es interesante hacer notar que un trabajo reciente acerca de la

expresion de receptores de MEC en células de trofoblasto humano muestra efectivamente

expresion diferencial de receptores para LM y EN, que puede determinar tanto la

morfologfa como el comportamiento del trofoblasto durante la implantacion (Burrows et
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al., 1993). La expresi6n de las integrinas puede ser regulada durante la embriogénesis en
relaci6n a la diferenciacién. Por ejemplo Ia expresién de la integrina f3 1 cambia con la
diferenciaci6n de los mioblastos a2 miotubos. En Xenopus, la sintesis de la inegrina f1a
partir del ARNm materno es observada durante la fase de pregdstrula, pero durante el
estado de bldstnla sélo pequefias cantidades son procesadas a la forma madura (para
revision ver Adams y Watt, 1993).

2. Una modulacién diferencial de la funcién de las integrinas que reconocen FN y LM.
Para que las interacciones célula-MEC causen cambios en la expresion génica, las
integrinas deben ser capaces de transducir sefiales hacia el micleo celular. Existe evidencia
de gque las vias de transduccién de sefiales desde las integrinas involucran tanto al
citoesqueleto como a sistemas de segundos mensajeros (revisado por Adams y Watt,
1993). Las integrinas se colocalizan con proteiﬁas del citoesqueleto en los contactos
focales que se forman en los extremos de los manojos de microfilamentos de actina, en
las células adheridas a un substrato. La asociacién dindmica de los dominios
citoplasméticos de las integrinas con el citoesqueleto de actina y los cambios de forma
celular que ocurren durante diversos procesos de desarrollo y diferenciacién, sugieren
que el citoesqueleto participa en la transduccidn de la seiial. En efecto, los cambios de
forma celular inducidos experimentalmente alteran la capacidad de las células para
proliferar (Folkman y Moscona, 1978) y para diferenciarse (Watt et al., 1988). Existe
evidencia de que los estimulos fisicos aplicados a la superficie celular via la MEC, pueden
resultar en cambios en la polimerizaci6n y organizacién del citoesqueleto, el cual a su vez
puede alterar la distribucién y funcién de algunas protefnas de membrana, incluyendo
receptores celulares (revisado por Singer, 1992). El ensamblaje del citoesqueleto de actina
es requerido para la mantencion de la morfologfa celular extendida (Watt, 1986). Cabe la
posibilidad de que exista una organizacién diferente del citoesqueleto en el trofoblasto
adherido a un substrato respecto de la condicién en gota colgante y que pudiera reflejarse

en una diferente transduccion de la sefial inducida por LM o por EN.
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Otros cambios celulares observados en respuesta a la interaccién de un ligando de MEC
con su receptor incluyen alcalinizacion del citoplasma, alteraciones en los niveles de AMP
ciclico, aumento o disminucién en la concentracién de calcio intracelular y alteraciones en
la fosforilacion de proteinas intracelulares (revisado por Adams y Watt, 1993). Las
reacciones de fosforilacién en serina y treonina involucran tanto a las integrinas como a
varias protefnas intracelulares; asf, la activacién de las integrinas P2y B 3 se
correlaciona con la fosforilacién de sus dominios citoplasméticos. Sin embargo hay casos
en los cuales la fosforilacidn de la integrinas se asocia con la pérdida de su actividad
(revisado por Hynes, 1992). Es posible que los receptores de LM y de FN utilicen
distintos sistemas de transduccién que se afecten de manera diferente en el trofoblasto
adherido o en gota colgante.

En resumen, el hecho de que LM promueva la diferenciacién del trofoblasto aun sin
encontrarse formando parte de una matriz sugiere que, in vivo , el contacto del conceptus
con una matriz de LM podrfa requerirse tal vez para permitir la migracién del trofoblasto

m4s que su diferenciacién propiamente tal.

EGF PODRIA ACTUAR COMO UN FACTOR DE DIFERENCIACION

DEL TROFOBLASTO EN LOS BLASTOCISTOS IMPLANTADOS IN
VITRO.

El EGF se caracteriza fundamentalmente por estimular la proliferaci6n en diversos tipos
celulares en cultivo; sin embargo este factor de crecimiento también induce diferenciacién
celular (Carpenter y Cohen, 1979). Para evaluar el posible rol de los factores de
crecimiento en la implantacién del blastocisto de ratén, estudiamos el efecto del EGF en el
desarrollo y la diferenciacion de blastocistos cultivados hasta el perfodo de implantaci6n.
Elegimos este factor de crecimiento bdsicamente por los efectos demostrados que causa

durante el desarrollo preimplantacional del ratén (Kuo et al., 1991; Wood y Kaye, 1989;
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Paria y Dey, 1990) y durante la diferenciacion del trofoblasto humano en cultivo (Morrish
et al., 1987; Maruo et al., 1987) (véase Introduccién).

Los blastocistos cultivados en un medio suplementado con EBS 10% y EGF 100 ng/m!
mostraron cambios morfolégicos drésticos, los que se caracterizaron bésicamente por la
presencia de niicleos muy prominentes en las células trofobldsticas. Este efecto fue
inhibido por un anticuerpo anti EGF que inhibe la unién del ligando a su receptor, por lo
que podemos decir que el EGF estarfa actuando en forma especifica a nivel del tejido
trofobldstico. No sabemos, sin embargo, si este efecto del EGF se relaciona con la
diferenciaci6n del trofoblasto durante la implantacién.

Es interesante sefialar que un efecto similar de EGF ha sido descrito en células de
carcinoma epidermal humano (A-431) (Chinkers et al., 1979, 1981), las cuales se
caracterizan por presentar un nimero extraordinariamente alto de receptores para EGF,
alrededor Qe 2-3 millones por célula (Haigler et al., 1978). Aproximadamente 20 minutos
luego de iniciado el cultivo de estas células en presencia de suero y EGF 100 ng/ml,
adoptan una morfologfa aplanada con una prominencia nuclear. Este efecto del EGF
parece ser dependiente de microfilamentos de actina y requiere bajas concentraciones de
calcio intracelular (Chinkers, 1981). El EGF inhibe la prolifereacién en estas células,
presumiblemente induciendo en ellas cierto grado de diferenciacién ( Barnes, 1982; Gill y
Lazar, 1981).

Los cambios morfolégicos causados por el EGF que observamos en las células
gigantes del trofoblasto se acompaiiaron de una disminucién en el contenido de ADN de
los implantes, al parecer por una inhibicion en la sintesis de la macromolécula, Como se
ha descrito, los receptores para el EGF del conceptus se ubicarfan casi exclusivamente en
las células del trofoblasto (Adamson y Meek, 1984; Paria y Dey, 1990; Wood y Kaye,
1989), lo que sugiere entonces que la disminuci6n en el contenido de ADN del conceptus
podria deberse a un efecto especifico sobre las células del trofoblasto. Las células

trofobldsticas en el ratén son poliploides, conteniendo hasta 1024 veces la cantidad
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haploide de ADN (Barlow y Sherman, 1972; Gardner, 1972}, de tal manera que no
podemos conclufr que la disminucién en el contenido de ADN se traduzca en una
inhibicién de la proliferacién celular. Si bien es imposible distinguir limites celulares en el
trofoblasto extendido sobre la placa de cultivo, no es imposible distinguir 1os nticleos
gigantes de las células. A simple vista y morfolégicamente, no observamos una variacion
en el mimero de nidcleos en la monocapa de trofoblasto de los blastocistos implantados en
ausencia de EGF con respecto a aguellos implantados en la presencia del factor. Como las
células trofoblésticas son mononucleares es posible que el EGF no esté alterando la
proliferacién celular. Esta idea es corroborada por el hecho de que, al parecer, las células
trofobldsticas afectadas por el tratamiento con EGF corresponden a aquellas que no
contactan Ja MCI, es decir el trofoblasto mural. Estas células detienen su capacidad de
divisién y se diferencian adquiriendo caracteristicas invasivas, es decir estarian
“programadas" y "determinadas” para cesar su divisién. Entonces, durante la
implantacién in vive, el EGF podria formar parte de un mecanismo que regule el cese de
la proliferacidn de las células trofobldsticas. Esta hip6tesis es apoyada por el hecho de que
los blastocistos de ratén producen factores capaces de revertir el fenotipo transformado de
células tumorales (Pierce, 1982).

Durante el desarrollo del ratén, el EGF parece no ser producido por las células del
conceptus; sin embargo, sf sintetizan el factor de crecimiento transformante de tipo o
(TGF- o) (Rappolee et al,, 1988), el cual es capaz de unirse al receptor de EGF y
desencadenar respuestas celulares similares a las provocadas por EGF. Entonces, TGF-o
podrfa actuar ir vivo en forma auntocrina regulando la proliferacién del trofoblasto y asila
invasién del tejido uterino; aunque no puede descartarse Ia posibilidad de que el propio
tejido uterino produzca EGF/TGE- o que regule la proliferacion del trofoblasto en forma
paracrina.

Para analizar la posibilidad de que el EGF pudiera regular la diferenciaci6n del

trofoblasto, cuantificamos la progesterona secretada por los blastocistos implantados in
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vitro, en la presencia y ausencia de EGF. Pudimos observar que el tratamiento con EGF
causaba una disminucién en los niveles de progesterona secretada, a las 72 horas de
cultivo, 1o que podria indicar un efecto del factor sobre la diferenciacién del trofoblasto.
La disminucién en los niveles de progesterona registrados en los blastocistos
implantados en presencia de EGF podrfa deberse a: a) un efecto sobre la sfntesis de la
hormona o b) un efecto sobre su metabolizacién, es decir su interconversién en otros
metabolitos . Al respecto existen antecedentes que sefialan que el EGF ya sea, no tiene
efectos o bien tiene un efecto estimulatorio de la biosintesis de progesterona en cultivos
de coriocarcinoma humano, al parecer por un aumento en la biosintesis de colesterol
(revisado por Albrecht y Pepe, 1990); por otro lado este factor de crecimiento activa la
biosintesis de progesterona en células de Leydig de origen tumoral (Ascoli et al., 1987).
También se han reportado efectos del EGF sobre la metabolizacidn de progesterona
(Sordoillet, 1991); en células de Leydig de porcino en cultivo, este factor de crecimiento
provoca un aumento en la acumulacin de testosterona, ya sea por un aumento en el
colesterol disponible como sustrato, como por un aumento en la conversién de
pregnenolona y dehidroepiandrosterona. ; Cémo explicar la disminucién en la secrecién
de progesterona causada por el EGF en nuestro sistema, si pensamos que esta hormona
es requerida para la mantencion de la prefiez?. Esta pregunta puede ser contestada si
analizamos la posibilidad de que el EGF esté activando la conversién de progesterona en
otros metabolitos, por ejemplo estradiol, hormona necesaria para que ocurra implantacién
(Bullock, 1977). Los blastocistos de ratén no séle tienen la capacidad de producir
progesterona; se ha descrito que también pueden metabolizarla (Sherman y Atienza, 1977,
Sherman et al., 1977), aunque los metabolitos no han sido identificados. Por otro lado,
diversos estudios indican que estos blastocistos sintetizarfan estrégenos (revisado por
Bullock, 1977). Asi, estos resultados, sumados a la evidencia de que el EGF modula la
esteroidogénesis, permiten sugerir la posibilidad de que este factor estimule Ia biosintesis

de estradiol en el trofoblasto de ratén, regulando de esta forma el proceso de
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implantacién.

EL EGF EJERCERIA SU EFECTO SOBRE EL TROFOBLASTO
ACTUANDO A TRAVES DE SU RECEPTOR.

Ensayos de autoradiograffa han sugerido anteriormente la presencia del EGFr en los
concepti implantados (Adamson y Meek, 1984; Paria y Dey, 1990). En este trabajo
evidenciamos la protefna receptora mediante ensayos de union de radioligando y
entrecruzamiento de [125I]-EGF, en los blastocistos implantados in vitro. Ademds,
mediante un ensayo de fosforilacién de protefnas en presencia y ausencia de EGF
verificamos la inducci6n de la actividad quinasa del receptor, tanto en los blastocistos
implantados como en los impedidos de implantar. Asi, nuestros resultados refuerzan la
hipGtesis que predice la participacién del EGF, a través de la activacién de su receptor, en
la implantacién del blastocisto de ratén.

Al unirse el EGF a su receptor, ademds de producirse la fosforilacién de este dltimo, se
fosforilan varios sustratos celulares, tanto solubles como de membrana, algunos de los
cuales son protefnas que participan en diversas vias de transduccién de sefiales (revisado
por Carpenter y Cohen, 1990). La activacién de estas vias llevara finalmente a respuestas
que involucrardn proliferacién o diferenciacién celular. Uno de los componentes
principales de las vias de transduccién activadas por factores de crecimiento que
interactian con receptores que tienen actividad tirosina quinasa, son las isoformas p42 y
p44 de la protefna quinasa activada por mit6genos (MAP quinasa). La MAP quinasa
fosforila, entre otros sustratos, diversos factores de transcripcién (Davis, 1993); cuando
es activada en respuesta a los factores de crecimiento, esta proteina (p42 y p44) sufre la
translocacién desde el citoplasma, al nicleo (Traverse et al., 1994). Los factores de
crecimiento que activan la MAP quinasa pueden provocar respuestas de proliferacién o

diferenciacidn, dependiendo del tipo celular sobre el cual actden. En células PC12, tanto

63




el factor de crecimiento nervioso (NGF) como el EGF activan las quinasas p42 y p44, sin
embargo sélo el NGF promueve la diferenciacion; el EGF por su parte provoca un efecto
mitogénico débil (Huff et al., 1981). Al mismo tiempo se ha demostrado que la activacién
de la MAP quinasa por NGF es sostenida y provoca su translocacién al nicleo, no asila
activacién inducida por el EGF (Traverse et al., 1992). As{, las respuestas de
proliferacién y diferenciacién celulares frente a un factor de crecimiento podrian estar
determinadas por la extensién y duracién de la activacién de la via de transduccion de la
sefial que involucra a la MAP quinasa. Estas quinasas no han sido estudiadas en los
blastocistos implantados. Nuestros resultados sugieren que podrian estar presentes en
esta etapa.

En resumen, el EGF induce cambios en la morfologia del trofoblasto , a su vez que
inhibe la sintesis de ADN y la producci6n de progesterona, sugiriendo que podifa
modular el proceso de diferenciacion relacionado con la implantacién. Este efecto del
EGF parece involucrar la activacion de su receptor.

El EGF y su receptor podr{an participar en la implantacién del blastocisto de ratén,
modulando la diferenciaci6n del trofoblasto, y tal vez actuar en sinergfa con proteinas de

MEC.
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