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Abstract— Adult Nulliparous (AN) hamster females show delayed asynchronous early embryo development vs. Young
Nulliparous (YN), related to the distribution and location of E-cadherin (E-cadh), since 4 and 6-cell NA embryos have the
third part of the distribution found in YN embryos. In order to know whether these differences relate the E-cadh expression,
we evaluated it in YN and AN 4 and 6-cell embryos, by RT-PCR. Results showed that, expression of E-cadh is lower for
NA 4-cell embryos (ratio 0.67), but similar for 6-cell embryos (ratio of 0.94). We concluded that E-cadh expression affect
its location and distribution explaining the delay and asynchrony of early embryonic development.

Keyword— adhesion, E-cadherin, asynchrony, embryo development, hamster.

Resumen- Las hembras hamster nuliparas adultas (NA), muestran retraso y asincronia del desarrollo embrionario temprano
vs. nuliparas jovenes (NJ), relacionado con la distribucion y localizacion de Cadherina-E (Cadh-E), pues los embriones de 4
y 6 células de NA tienen la tercera parte de la distribucion encontrada en NJ. Para conocer si estas diferencias se relacionan
con la expresion de Cadh-E, la evaluamos en embriones de 4 y 6 células de NJ y NA, por RT-PCR. Los resultados
mostraron menor expression de Cadh-E en embriones de 4 células de NA (razén de 0.67), pero similar en embriones de 6
células (razon de 0.94). Concluimos que la expression de Cadh-E afecta su localizacion y distribucion explicando el retraso
y asincronia del desarrollo embrionario temprano.
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I. INTRODUCCION

Durante el desarrollo embrionario preimplantacional, ocurren varios eventos importantes que tienen
como consecuencia una adecuada comunicacion intercelular para la interaccion de los blastdmeros en la
construccion citoarquitecténica armonica y viable del embrion y posteriormente del feto. Uno de estos
eventos es la compactacion celular, que proporciona las condiciones adecuadas para que ocurra la
primera diferenciacion celular en el desarrollo de los mamiferos [1].

La compactacion del embrion estd precedida y seguida de cambios estructurales y funcionales entre
cada blastomero. Por ejemplo, hay un aumento en los sitios de adhesion dependientes de moléculas de
adhesion como la cadherina-E [2] y una marcada modificacion en la distribucion de diferentes
componentes de la superficie celular (polarizacién), dando como resultado una unién mas intima entre
blastomeros y, por ende, su compactacion [3].

Dado que la compactacion es un proceso que esta relacionado con el adecuado desarrollo del embrion
[4], su inicio es controlado y regulado a través de varias moléculas y estructuras celulares, tales como las
moléculas de adhesion dependientes de calcio, conocidas como cadherinas. A través de estudios
realizados tanto in vitro como in vivo, se ha establecido que la cadherina-E (Cadh-E), es una
glicoproteina transmembranal de 120 kDa que es sintetizada por el embrion a partir de la etapa de la
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segmentacion embrionaria de dos blastomeros y se sabe que participa en las uniones adherentes entre
ellos, restringiéndose su ubicacion a los sitios de contacto entre blastomeros adyacentes [5].

La Cadh-E forma complejos de adhesion integrados por proteinas conocidas como cateninas (alfa,
beta y gamma). A través de su dominio intracelular, la Cadh-E se une a la catenina  formando un
complejo de adhesion, y a su vez se une con las otras cateninas que sirven como intermediarias para la
union de la cadherina con los filamentos de actina del citoesqueleto [6, 7]. En su dominio extracelular
las moléculas de Cadh-E interaccionan entre si en homodimeros que a su vez se unen a otros similares
situados en células adyacentes, formando complejas redes de enlaces entre cadherinas. Para que estas
uniones sean estables se necesita la presencia extracelular de una determinada concentracion de calcio
[8].

Ademas de actuar como molécula de adhesion, se ha propuesto que la Cadh-E participa en complejas
acciones de senalizacion, probablemente a través de las vias de la familia Rho de pequefias GTPasas, de
la Wnt y de receptores tirosina-cinasa [9, 10]. En estudios realizados en nuestro laboratorio, se observo
que las hembras hamster sirio dorado (Mesocricetus auratus) nuliparas adultas (NA) muestran un
desarrollo embrionario temprano retrasado y asincronico en comparacion con las hembras nuliparas
jovenes (NJ). Trejo et al. [11, 12] publicaron que estas diferencias estan relacionadas con la distribucion
y localizacion de la Cadh-E, ya que la distribucién de esta molécula es irregular en los embriones de
hembras hamster nuliparas adultas (NA) y multiparas (M) con respecto a los de hembras nuliparas
jovenes (NJ). En estas ultimas, la molécula se localiza y distribuye especificamente en los sitios de
union entre las células de los embriones de 4, 6 y 8 blastomeros, mientras que en las primeras esta
localizada preferentemente en el citoplasma. Esto implica que, los cambios relacionados con la edad y
paridad de la hembra, se correlacionan con los cambios en los procesos de adhesion celular durante la
segmentacion embrionaria temprana.

En los estudios de Trejo et al. [11, 12] se observo que, el desarrollo embrionario preimplantacional in
vivo es diferente entre hembras adultas y jovenes, nuliparas y multiparas. Dicho desarrollo es
asincronico tanto en hembras adultas nuliparas como multiparas y sincronico en hembras jovenes
nuliparas. Esto porque, siendo el hamster una especie politoca, a las 62h de gestacion en que fueron
obtenidos los embriones, en las hembras adultas nuliparas y multiparas habia embriones en 3 a 4 etapas
de desarrollo embrionario simultaneas, mientras que en las hembras jovenes nuliparas, solo se
colectaban embriones en una sola etapa de la segmentacion. También se observd que el transporte
oviductal variaba entre tipos de hembras, ya que los embriones de 8 células se colectaban
preferentemente de oviducto en las hembras jovenes nuliparas y de ttero en las adultas nuliparas y
multiparas. Queriendo encontrar una posible explicaciéon para estas diferencias observadas en la
segmentacion y el transporte embrionario segin la edad y paridad de las hembras, se evaluaron los
patrones de distribucion y localizacion de una molécula responsable de la diferenciacion embrionaria, la
Cadh-E, y se encontr6é que también habia diferencias relacionadas con la edad y paridad de las hembras.
Con la finalidad de conocer si las diferencias establecidas en los patrones de distribucion y localizacion
de Cadh-E en los embriones de hembras jovenes y adultas, se relacionan con la expresion del mensajero
de Cadh-E, en el presente estudio se evalud su expresion en embriones de 4 y 6 células de hembras
hamster NJ (2 meses de edad) y NA (8 meses de edad), mediante RT-PCR.
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II. MATERIAL Y METODOS

A. Animales, condiciones y monitoreo del ciclo estral

Se utilizaron 12 hembras hamster sirio dorado (Mesocricetus auratus) divididas en 2 grupos
experimentales: El primero con 6 hembras nuliparas jovenes (NJ) de 2 meses de edad y peso promedio
de 128 g. El segundo con 6 hembras nuliparas adultas (NA) de 8 meses de edad y un peso promedio de
168 g. Se consideraron las edades (jovenes y adultas) tomando como base que la vida promedio en
cautiverio del hamster sirio dorado va de 1 afio y medio a 2 afios 4 meses de edad [13, 14]. Ambos
grupos se mantuvieron a 26 °C, fotoperiodo de 14 horas luz por 10 de oscuridad y se alimentaron ad-
libitum con nutricubos Harlan y agua. Solo se utilizaron las hembras que mostraron estricta regularidad
en la duracion de sus ciclos estrales a través de andlisis secuenciales de citologia vaginal exfoliativa
efectuada durante 12 dias (3 ciclos de 4 dias cada uno) y en las que, 10 horas después de la imagen clara
del proestro, se produjo la aparicion de abundante secrecion vaginal postovulatoria indicadora del final
de la fase de estro. Tres horas después del proestro (8 h antes de la aparicion de secrecion vaginal
abundante) las hembras fueron colocadas individualmente con machos de fertilidad y experiencia
comprobadas para el apareamiento durante 15 minutos. El momento de la ovulacion fue determinado
tomando como base la presencia clara del proestro. La ocurrencia del coito se establecio por observacion
directa de la conducta de la pareja y se verificd bajo el microscopio por la presencia de espermatozoides
en el contenido vaginal [15, 16].

B. Obtencion de embriones de 4y 6 células

Siguiendo la metodologia descrita por Navarro et al. (2000) y Trejo et al. (2008), a las 36 y 48 horas
después del coito, las hembras fueron eutanaziadas por dislocacion cervical en el Laboratorio de
Reproduccion Animal Asistida. El manejo de los animales de bioterio se apegd estrictamente a los
requisitos que figuran en el Documento del Comité de Etica de la Division de Ciencias Bioldgicas y de
la Salud de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa. Se disecaron sus oviductos
(hasta el segmento intramural) y sus ovarios. Los oviductos-uteros fueron perfundidos bajo el
microscopio estereoscopico, con una jeringa de insulina y aguja punta roma calibre 29, con 1 mL de una
solucion DPBS (Dulbecco Phosphated Buffered Saline, In Vitro, S.A.) 1x libre de Ca®" y Mg*,
colectando los embriones en cajas de cultivo de 4 pozos (Nunc) que contenian 200 pL. de DPBS 1x por
pozo. Los embriones se contaron y se determind su etapa de segmentacion bajo el microscopio
invertido. Se lavaron tres veces en medio DPBS 1x nuevo y se colocaron 12 embriones por microtubo
de centrifuga (0.2 mL) con 10 pL del buffer de resuspension del kit SuperScriptTM III Platinum
CellDirect Two-Step qRT-PCR (InvitrogenTM, LifeTechnologies). Los microtubos fueron colocados en
hielo Frappé y trasportados al Laboratorio Divisional de Biologia Molecular, donde se analiz6 la
expresion de Cadh-E.

C. Lisis celular y tratamiento con DNasa |

Siguiendo las instrucciones del proveedor del kit SuperScriptTM III Platinum CellDirect Two-Step
gRT-PCR (InvitrogenTM, LifeTechnologies), se lavaron los embriones centrifugandolos 2 veces a 500 x
g durante 5 minutos y descartando el sobrenadante. Se adicionaron 10 pL. del buffer de resuspension en
cada lavado y se efectud la digestion enzimatica con DNasa I grado amplificacion (1 U/uL) para
eliminar trazas de ADN gendmico. Se dejaron en 10 pL del buffer mas 1 pL de solucion Lisis Enhancer.
Se incubaron los tubos en un termociclador Corbertt Research precalentado a 75 °C por 10 minutos. A
cada tubo se le anadieron 5 pL. de DNasa I grado amplificacién (1 U/puL) mas 1.6 puL de buffer DNasa I

54 Vol. 3 No, 7



Revista Iberoamericana de Ciencias ISSN 2334-2501

10x, y 25 uL de EDTA 25 mM, y se incubaron a 70 °C por 10 minutos, para proceder a continuacion
con la reaccion de sintesis de ADNc.

D. Transcripcion reversa para la sintesis de ADN complementario (ADNc)

Se realiz6 una transcripcion reversa (RT) para obtener el ADNc a partir del ARNm (ARN mensajero)
del gen que codifica para Cadh-E. A cada tubo se le agregaron 20 pL de RT Reaction Mix mas 2 pL de
RT Enzyme Mix, se colocaron en el termociclador precalentado a 25 °C durante 10 minutos y se
incubaron a 50 °C por 20 minutos. La actividad retrotranscriptasa se detuvo aumentando la temperatura
a 85 °C por 5 minutos. Se afiadié 1 pLL de RNasa H (2 U/uL) a cada tubo y se incubaron a 37 °C por 20
minutos para eliminar restos de ARN contaminante. Se detuvo la reaccion en hielo, se cuantificé el
ADNCc en un espectrofotdémetro NanoDrop 2000, se diluyeron las muestras a 20 ng/ul y se almacenaron
los tubos a -20 °C.

E. Cuantificacion de la expresion génica por PCR

Utilizando cebadores especificos para el gen de Cadh-E, se llevaron a cabo reacciones de PCR con
cada una de las muestras de ADNc para evaluar la cantidad de transcrito presente en las mismas. Se
utiliz6 una mezcla de reaccion a base de 10 uL. de Master Mix 2x qPCR (Kit Invitrogen), 5 uL. de agua
grado biologia molecular, 1 pL de cebador forward y reverse para Cadherina-E y otro para GAPDH
(Tabla 1), 1 uL de MgCl, y 5 uL. del ADNc de cada muestra, para un volumen final de 20 uL.. En primer
lugar se desnaturalizé el ADNc mediante incubacion a 50 °C por 2 minutos seguido de 95 °C por 5
minutos. El templado fue amplificado en 40 ciclos (95 °C por 15 s; 56 °C por 30 s; 72 °C por 15 s), en
un termociclador Corbertt Research. Para normalizar los resultados se utilizo el gen de expresion
constitutiva Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) [17].

F. Coloracién y visualizacion del ADN en gel de agarosa

El resultado de la PCR se visualiz6 por electroforesis en un gel de agarosa al 2 %, cargando en cada
pozo del gel 3 pL de tampon de carga y 6 uL de la reaccion de PCR de cada muestra. Las condiciones
de electroforesis fueron: 90 volts, 500 mA, durante 110 minutos. Para la visualizacion de las bandas de
ADN se utilizé 0.5 pL de Gel Red Mix PCR en agarosa atn liquida, y un marcador de peso molecular
de 50-2000 pares de bases para identificar el fragmento amplificado de 86 pb del gen Cadh-E. Una vez
terminada la electroforesis, se visualizo el gel en un transiluminador con luz UV, y se analizaron
cuantitativamente los resultados de la intensidad de la fluorescencia de cada muestra mediante el
programa Image J (analizador de imagen que determina el area de cada curva que es proporcional a la
intensidad de cada banda).

G. Andlisis estadistico

Las reacciones de PCR de cada muestra se hicieron por triplicado, y se realizaron tres electroforesis
diferentes con los ADN amplificados de cada repeticion. Los resultados se sometieron a una prueba de
Kruskall Wallis con un nivel de significancia de p<0.05.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo de la investigacion fue determinar si existen diferencias en la expresion del mensajero de
Cadh-E, molécula determinante para la adhesion, compactacion y diferenciacion embrionaria, entre
embriones de diferente etapa de segmentacion (4 y 6 células) provenientes de hembras hamster sirio
dorado de diferente edad, que pudieran explicar las diferencias en los patrones de distribucion y
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localizacion transmembranal de Cadh-E relacionadas con la edad y paridad de las hembras (nuliparas
jovenes NJ o nuliparas adultas NA), encontradas en estudios previos [11, 12]. Ademds de explicar el
retraso en el transporte y la asincronia en el desarrollo embrionario in Vivo observado en hembras adultas
nuliparas y multiparas, al compararlas con las hembras jovenes nuliparas [18].

Para lograrlo, el ADN complementario fue amplificado y analizado por densitometria en embriones
de 4 y 6 células.

La tabla 1 muestra los cebadores utilizados en el analisis de la expresion génica de cadherina-E y del
gen constitutivo (GAPDH). Se observd que todos los embriones expresan Cadh-E independientemente
de la edad de las hembras (Figura 1). Los resultados integrados del andlisis de todos los geles obtenidos
se muestran en la Figura 2, Las barras muestran el promedio del 4rea bajo la curva (£EE). Se observa
diferencia significativa entre los embriones de 4-células de hembras NJ versus los embriones de 6-
células en NJ y de 4- y 6-células en NA (Kruskall Wallis, P < 0.05), indicando que la expresion de
Cadh-E fue significativamente menor (p<0.05) en los embriones de 4 células de las hembras NA
comparandolas con las NJ (razén de 0.67), sin embargo, fue similar para ambos tipos de hembras en los
embriones de 6 células (razon de 0.94). El carril A indica el marcador de peso molecular, el carril B
indica embriones de 4-células de hembras nuliparas jovenes (NJ), el carril C indica embriones de 6-
células de hembras nuliparas jovenes (NJ), el carril D indica embriones de 4-células de hembras
nuliparas adultas (NA) y el carril E indica embriones de 6-células de hembras nuliparas adultas (NA).
(pb: pares de bases).

Tabla 1. Cebador PCR utilizado en el analisis de la expresion génica de cadherina-E.

Gen Secuencia del Cebador
Forward 5" TCCCTGGCACCACTAATGG 3
Cadherina-E
Reverse 5 TGCCAAATGAAGACCTGTTTACAAG 3’
Forward 5> AAGGCCATCACCATCTTCCA 3’
GAPDH
Reverse 5> AAGGCCATCACCATCTTCCA 3°
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Fig. 1. Gel de agarosa que muestra resultado de PCR para medir la expresion de cadherina-E.
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Figura 2. Expresion de cadherina-E en embriones de hamster nuliparas jévenes (NJ) y adultas (NA).

Las cadherinas estan relacionadas con diversos eventos que regulan el desarrollo embrionario, como
la adhesion celular dependiente de calcio y la comunicacion celular mecanica y quimica, la
compactacion embrionaria, la diferenciacion celular y la morfogénesis, la segregacion espacial de la
masa celular interna y la formaciéon del primer tejido diferenciado, el trofoectodermo. La regulacion
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adecuada de la adhesion celular es esencial para la formacion de este ultimo y la implantacion del
embrion en el utero [19, 20, 7].

A pesar de que el ovocito esté detenido en la Profase I de la segunda division meiotica, permanece
transcripcionalmente activo almacenando gran cantidad de ARNm y las proteinas necesarias para su
desarrollo temprano [21]. Durante la primera fase del desarrollo embrionario, el ARNm materno es
reemplazado por transcriptos originados a partir del genoma embrionario [22]. Esta activacion del
genoma embrionario ocurre en la etapa de dos células en el hamster [23] y es esencial para sintetizar
nuevas proteinas requeridas para que las siguientes divisiones celulares se lleven a cabo [24].

Es asi que la Cadh-E es derivada maternalmente del ovocito, su expresion inicia en la etapa
embrionaria de dos células y es esencial en el proceso de compactacion del embrion de hamster en el
estadio de ocho a dieciséis células [25]. Una vez ocurrida la activacion del genoma embrionario, toma
lugar la traduccion del ARNm para la sintesis de proteinas. Una parte de la Cadh-E es almacenada en el
citoplasma y otra parte es transportada a la membrana celular donde se establece como una proteina
transmembranal con dominios citoplasmaticos y extracelulares, estos ultimos, encargados de unirse a
otras proteinas de las células adyacentes [26]. Su localizacioén varia durante el desarrollo embrionario
distribuyéndose en la membrana celular en las etapas previas a la de 8 células, para luego comenzar a
acumularse en las uniones célula a célula preferentemente en las regiones basolaterales durante las
etapas tardias en embriones de raton [20].

Trejo et al. [11, 12] evidenciaron la presencia y distribucion de Cadh-E en embriones de hamster
sirio dorado (Mesocricetus auratus) de 4, 6 y 8 blastomeros procedentes de hembras NJ y NA, asi
como multiparas (M). Encontraron que las dos ultimas tienen un comportamiento similar en esas
variables de estudio, y que presentaron diferencias sustanciales con las primeras. Es de destacar de esos
trabajos que, la integracion de escaneos longitudinales de cuantificacion de fluorescencia de
microscopia confocal en los embriones de 4 y 6 células de hembras NJ, pasaron de 6.2 a 8.3 en
promedio, lo que representa un aumento de 33 % en la sintesis de Cadh-E, para lo cual requiere
utilizarse ARNm ya formado. En contraste, en el presente trabajo se observo que la expresion de Cadh-
E disminuy6 en embriones de 4 a 6 blastdbmeros en una proporcion que corresponderia a unos valores
de intensidad de fluorescencia de 10,500 a 8,250, lo que supone una disminucién del 20 %, indicando
la necesidad de sintesis de nuevas moléculas producto de la activacion temprana del genoma
embrionario. Aunado a lo anterior, Trejo et al. [12] reportan que los embriones de hembras NA tienen
una cantidad similar de Cadh-E desde 4 a 6 blastomeros (1,9 vs 2,3), lo que también contrasta con el
presente trabajo para la expresion del gen (7,000 vs. 7,900).

En el presente trabajo se observa que la Cadh-E se expresa en embriones de hamster de 4 y 6 células,
lo cual coincide con lo reportado para otras especies tales como bovino [27], rata [28] y humano [25].

Sin embargo, la expresion de Cadh-E es ligeramente mayor en los embriones de 4 blastomeros de las
hembras NJ (0,5 veces) y practicamente igual en los embriones de 6 blastomeros.

Durante el desarrollo embrionario, un nimero importante de transcriptos para la proliferacion celular,
cavitacion y formacion del blastocisto se acumulan durante la activacion del genoma embrionario, estas
proteinas serviran posteriormente para la compactacion [29]. En este trabajo, la cantidad de Cadh-E
expresada en la etapa de 4 células es menor en embriones de hembras NA que de hembras NJ, lo cual
podria sugerir que la cantidad de esta molécula de adhesion no es la adecuada durante la activacion del
genoma embrionario.

Una expresion inadecuada de Cadh-E puede causar una adhesion celular disfuncional, afectar la
compactacion, diferenciacion y pluripotencialidad embrionaria, como reportan Shirazi et al. [30] en
embriones de ovino producidos in vitro a partir de ovocitos sometidos a criopreservacion.

Es probable que las diferencias observadas en la expresion de Cadh-E entre embriones de hembras de
diferente edad (jovenes vs. adultas) pueda explicar las diferencias en la localizacion y distribucion de
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esta molécula, lo que a su vez explique la asincronia y retraso en el desarrollo y en el transporte de los
embriones de hembras hamster de edad avanzada [16, 18, 11, 12]. Esto podria influir en el aumento de
la duracion del periodo total de gestacion y la disminucidon de la eficiencia reproductiva, como lo
sefiald Soderwall et al. [31].

IV. CONCLUSIONES

Se concluye que la expresion de Cadh-E ocurre en las etapas de 4 y 6 células en embriones de
hembras nuliparas jovenes y adultas, que en embriones de 4 células de hembras nuliparas adultas la
expresion de Cadh-E disminuye en comparacioén con las otras etapas, lo cual podria estar relacionado
con las diferencias en la localizacion y distribucion de esta molécula de adhesion embrionaria y que
esto quizas explica el retraso y la asincronia en el desarrollo embrionario temprano observado en
hembras hamster (Mesocricetus auratus) nuliparas adultas.
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