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RESUMEN.

El consumo perigestacional de alcohol produce anomalias en la diferenciacién y cavitacién del blastocisto peri-implantatorio, posiblemente
relacionadas con defectos en la adhesién intercelular. En hembras murinas expuestas a 10% de etanol en agua de bebida, 17 dias previos a la
fecundacién y hasta el dia 4 u 8 de gestacion (HT), vs hembras controles (agua, HC), se estudi6, con inmunofluorescencia (IF) simple y doble
(confocal): 1) la localizacién, el patrén y nivel de expresion de E-cadherina y ZO-1 en blastocistos (Bl); 2) la expresién de E-cadherina en
embriones en gastrulacion. En los Bl de las HC, la marcacién de E-cadherina fue continua en los contactos celulares del trofoectodermo mural
(TM), polar (TP) y macizo celular interno (MCI), pero en los Bl de las HT fue discontinua, sinuosa y con engrosamiento en los contactos celulares.
Enel40-50% de Bl delas HT, la ZO-1 se expres6 en TM, TP y MCI con un patrén submembranoso débil y discontinuo pero con expresién granular
perinuclear y citoplasmatica. En las HT, hubo escasa co-localizacién de la E-cadherina con ZO-1 vs HC indicando alteracién de la biogénesis de
las uniones en el embrién preimplantatorio. En el ectodermo embrionario de HT, observamos menor expresién de E-cadherina que en el HC
(p<0.05, Scion Image). En conclusién, la expresién andmala de E-cadherina y de ZO-1 enlos Bl de HT sugiere que el debilitamiento de las uniones
celulares participa en la alteracion de la cavitaciéon mientras que la pérdida de uniones adherentes (E-cadherina) en el ectodermo primitivo se
relacionaria con dismorfogénesis producida por la exposicién a alcohol.

Palabras claves: Alcohol, uniones de adhesion, E-cadherina y ZO-1, embriones peri-implantatorios, raton.

ABSTRACT.

Murine consumption of alcohol produces perigestational anomalies in the differentiation and cavitation of peri-implantational blastocyst
possibly related to intercellular adhesion defects. In CF-1 mouse females exposed to 10 % ethanol in drinking water for 17 days prior to
fertilization and up to day 4 or 8 of gestation (TF) vs control females (water, CF) it was studied, by immunofluorescence (IF) single and double
(confocal): 1) the location, pattern and the level of expression of E-cadherin and ZO-1 in blastocysts (Bl), 2) the expression of E-cadherin in
embryos at gastrulation. While Bl from CF presented a continuous E-cadherin pattern in the mural trophectoderm cellular contacts (MT), polar
(PT) and in the inner cell mass (ICM), Bl from TF, the E-cadherin was discontinuous, sinuous and was presented with membranous
accumulations. In 40-50% of Bl from TF, the ZO-1 was expressed in MT, PT and ICM with a sub-membrane weak and discontinuous pattern but
granular perinuclear and cytoplasmic expression. In TF, there was little co-localization between E- cadherin and ZO-1 vs CF, indicating impaired
biogenesis joints in the preimplantation embryo. Embryonic ectoderm from TF had reduced expression of E-cadherin vs embryo-CF (p<0.05,
Scion Image). In conclusion, the abnormal expression of E-cadherin and ZO-1 in TF suggests that weakening of cell junctions is involved in the
alteration of Bl-cavitation while the loss of adherens junctions (E-cadherin) in the embryonic ectoderm can be related to dysmorphogenesis after
alcohol exposure.
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INTRODUCCION

El consumo materno de alcohol produce alteraciones
embrio-feto-placentarias como crecimiento intrauterino
y postnatal retrasado, prematuridad, abortos
espontaneos tempranosy malformaciones congénitas.
Estos defectos han sido caracterizados como
“Desordenes alcohélicos fetales” (FASD) (1, 2).

Los efectos de la exposicion materna a alcohol sobre
el embrién dependen de la dosis, la concentracion, el
tiempo y periodo de exposiciéon. Al respecto, la
variabilidad del FASD esté relacionada con el momento
de la gestacion en que la droga acttia, pudiéndose
distinguir las siguientes ventanas de exposicion:
periodo preconcepcional (antes de la gestacion) o
periodo concepcional que involucra las fases de
preimplantaciéon, implantacién, gastrulacion (3),
organogénesis y fetal. Previamente nosotros demostra-
mos que la exposicién a etanol por un mes previo a la
gestacion induce, en hembras murinas preptberes
hibridas, efectos deletéreos en los oocitos (4), en la
fecundaciéon (5) y en el desarrollo durante la
preimplantacion (6, 7, 8). Recientemente demostramos
que la ingesta moderada de alcohol desde dos semanas

antes de la prefiez y hasta la organogénesis temprana

(dia 10 de gestacién de ratén) induce, en hembras de
ratones CF-1, retraso en la diferenciacion embrionaria,
disminucién de la viabilidad, retardo del crecimiento y
dismorfogénesis durante la organogénesis (9). Dado
que propusimos que estas alteraciones embrionarias de
la mitad de la gestacién podrian ser consecuencia de las
acciones nocivas de la exposiciéon a alcohol en fases mas
tempranas del desarrollo, analizamos los efectos de la
exposiciéon de hembras murinas exocriadas (CF-1y CD-
1) a etanol al 10% desde antes de la gestacion y hasta
fases periimplantatorias (dias 4 y 5 de gestacion). Luego
del consumo perigestacional de alcohol, las hembras
murinas CD-1 tratadas presentaron embriones con
anomalias morfoldgicas, diferenciacion retrasada y
escasa invasividad trofoblastica (10). Por otro lado,
hembras CF-1 expuestas perigestacionalmente a alcohol
hasta el dia 4 (periodo pre-implantatorio) o hasta el dia 8
de gestacién (gastrulacién) también presentaron
alteraciones embrionarias. Al dia 4 de gestacion, las
hembras tratadas (HT) tuvieron retraso de la
diferenciacion embrionaria (Fig. 1B) versus las hembras
controles (HC, Fig. 1A) y un aumento de blastocistos
morfolégicamente anormales, en particular con

defectos en la cavidad blastocélica (Fig. 1C) (11). De la

Figura 1. Diferenciacién y calidad embrionaria al dia 4 de gestacion luego de la ingesta periconcepcional de alcohol. El grado de
diferenciacién y calidad embrionaria se analizé en microscopio invertido de contrate de fase. A: blastocistos iniciales (Bl Inic.) y
expandidos (Bl Exp.) provenientes de hembras controles (HC). B y C: morulas, blastocistos iniciales y expandidos provenientes de hembras
tratadas (HT). B: retraso de diferenciacién por aumento de la proporcién de mérulas y reduccién del nimero de blastocistos. C: Cavitacién

anormal embrionaria (flechas). Aumento 20x (microscopia invertida).
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misma manera, cuando la exposicién se mantuvo hasta
el dia 8 de gestacion se observé retraso en la
diferenciacién embrionaria, de entre 8§ y 24 horas, con
mayor proporciéon de embriones en estadio TS10a y
TS10ab, segiin escala de Theiler (TS) (Fig. 2B) (12)
respecto del estadio embrionario promedio de las HC
(TS10b) (Fig. 2A) estas alteraciones fueron
acompanadas de incremento de apoptosis en el tejido

embrionario (13).

Figura 2. Diferenciacién embrionaria en gastrulacion posterior a
la ingesta de alcohol hasta el dia 8 de gestacion. Los sitios de
implantacién extraidos al dia 8 de gestacién se procesaron
histolégicamente (HyE) para evaluar el estadio de diferenciacion
del embrion segtin la escala de Theiler (TS). A: embrién en estadio
TS 10b (segtn Escala de Theiler). B: embrion en estadio TS 10ab. Los
embriones provenientes de las HT presentaron retraso de 8 a 24 hs
por aumento de la proporcion de embriones en estadio TS 10ab vs el

namero de embriones de las HC. Aumento 10x.
Cav. Proam.: Cavidad Proamniética; Cav. Ectopl.: Cavidad Ectoplacentaria; Exocel.:
Exoceloma; Cav. Exocel.: Cavidad Exocel6mica; CE: Cono Ectoplacentario.

Si bien existen diversos mecanismos generados por
la accién deletérea del alcohol, el presente trabajo se
centr6 en el estudio de las alteraciones, inducidas por la
exposicién a alcohol, en la expresiéon de moléculas de
adhesion intercelular relevantes para el desarrollo
embrionario periimplantatorio (blastocistos y embrio-

nes en gastrulacién), como la proteina Zonula Ocludens-1

(ZO-1) de las uniones estrechas y la E-cadherina de las

uniones adherentes. En relacién a ello, en nuestro
modelo murino CF-1, recientemente demostramos que
la exposicion periconcepcional a cantidades moderadas
de alcohol en el agua de bebida, si bien no afectd el
patrén de distribucion de N- y E-cadherina en
embriones organogénicos al dia 10 de gestacion, se
incremento significativamente sus niveles de expresion
en comparacién con los embriones de las HC (9),
alteraciones que podrian estar vinculadas con los
efectos nocivos del alcohol sobre la diferenciacion,
crecimiento y morfologia embrionaria.

En los mamiferos, la formacion del blastocisto
implica una compleja serie de eventos en una secuencia
temporal precisa. Entre ellos, la polarizaciéon progresiva
de los blastomeros durante la fase de compactacion (14)
se establece por la formaciéon de uniones adherentes
(UA) y uniones estrechas (UE) en la superficie
basolateral y apicolateral intercelular, respectivamente
(15, 16). Este ensamblaje secuencial y ordenado
contribuye a la formacién del primer tipo celular
diferenciado que surge durante la embriogénesis: el
trofoectodermo (TE). El desarrollo funcional de este
importante epitelio, involucrado en el transporte
polarizado, genera la cavidad blastocélica, un espacio
que permitira reordenamientos celulares y morfogené-
ticos adecuados para el desarrollo posterior del em-
brién (17). Una vez que el embrién de 8 células inici6 su
compactacién, proteinas de las UE como ZO-1, ocludina
y claudina, se retinen en la zona de contacto apicolateral
de los blastémeros. Este proceso de montaje de las UE se
produce secuencialmente, durante un periodo de 24
horas que transcurre entre la compactacion y la
formacion de la cavidad blastocélica, mientras que s6lo
después de la fase de montaje final de las UE, se genera

en el embrion un sello entre células epiteliales
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adyacentes para regular la permeabilidad entre las
células TE y la cavidad blastocélica (18). Con respecto a
este proceso de cavitacion es importante destacar que
las primeras etapas en la biogénesis de las UE dependen
de la expresion y ensamblaje de la E-cadherina en la
membrana. Si esta proteina de la UA es inhibida, se
provoca el montaje delas UE al azar enla membrana y se
alterala formacion del epitelio trofoectodérmico.

Sibien las moléculas de adhesion son fundamentales
en los estadios iniciales de la embriogénesis, también lo
son en estadios mds avanzados, donde predominan
eventos de diferenciaciéon celular, crecimiento y
proliferacién. En estas fases, las cadherinas son criticas
para la determinacién, el mantenimiento de la
diferenciacion y la arquitectura de tejidos epiteliales
(19). La cléasica subfamilia de las UA que actia en
estadios tempranos de la embriogénesis, comprende las
E-, N-y P-cadherinas que interacttan intracelularmente
con B-catenina y pl20ctn (p120 catenina) (20). Los
cambios en el patron espacio-temporal de la expresion
de E-cadherina durante la embriogénesis tiene un
marcado impacto en la mecdnica de adhesién de las
células (21). Dado que la expresion de la E-cadherina
estd involucrada en la transicién epitelio-mesenquimal
y la adquisicion de un fenotipo apto para la migraciéon
(22). La pérdida de E-cadherina es una fuerza motriz
para la transformaciéon de las células epiteliales en
mesenquimaticas durante la formacién de mesodermo.

Por lo expuesto, dado que las uniones célula-célula
estan involucradas en la morfogénesis embrionaria y en
el establecimiento y mantenimiento de la arquitectura
de los tejidos, las alteraciones en el patron de expresion
de proteinas de las UA (cadherinas) y de UE (ZO-1) en
embriones peri-implantatorios, inducidas por la ingesta

materna de alcohol, podrian ser causa de las anomalias

morfolégicas observadas durante el desarrollo. Por lo
tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la
distribucion y el patron de expresion (cualitativa y
semicuantitativamente) de E-cadherina y ZO-1 en
blastocistos y embriones en gastrulacién, en el dia4 u 8
de gestacion respectivamente, luego de la ingesta

materna peri-gestacional de alcohol.

MATERIALES Y METODOS

Modelo Animal

Ratones hembras y machos de la colonia exocriada
CF-1 (Mus musculus) sexualmente maduros (60 dias de
edad) del Bioterio Central de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales (FCEN) de la Universidad de
Buenos Aires (Buenos Aires, Argentina) fueron alojados
en grupos de 5 hembras o por jaula o individualmente
en el caso de los machos. Los animales fueron
mantenidos bajo un régimen diario y constante de 12 hs
deluzy 12 hs de oscuridad y temperatura controlada de
22°C;y alimentados con alimento balanceado comercial
(Balanceado Cooperaciéon Rata-Ratén, Asociacion
Cooperativa de Alimentos, S.A. Buenos Aires,
Argentina) ad libitum. Las hembras, al inicio del
tratamiento, presentaron un peso corporal promedio

entre28y30g.

Experimentos invivo: tratamiento de los animales

Los experimentos fueron llevados a cabo segtn los
requisitos del National Institute of Health for the Care and
Use of Laboratory Animals y la Res CD 140/00 de la
CICUAL-FCEyN para el Cuidado y Uso de animales de
laboratorio.

Las hembras murinas adultas recibieron por via oral,
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etanol al 10% (v/v) en el agua de bebida ad libitum
durante un total de 21 o 25 dias segun el disefio
experimental. La solucién de etanol fue renovada cada
dos diasalolargo de todo el experimento.

Durante los primeros 15 dias de tratamiento y antes
de la puesta en apareo, se evalué diariamente en cada
hembra tratada (HT) el ciclo estral. Como la ingesta de
etanol produjo alteraciones del ciclo a partir del dia7 de
consumo de alcohol en aproximadamente el 80% de las
hembras tratadas, al dia 15 de tratamiento las hembras
recibieron estimulacién ovérica con gonadotrofinas.
Para ello, fueron inyectadas por via intra-peritoneal con
5 Ul de Gonadotrofina Coriénica equina (eCG;
Novormon) a las 13:00 hs y 48 hs después (dia 17 del
tratamiento) con 5 Ul Gonadotrofina Coriénica humana
(hGG; SIGMA-ALDRICH). Inmediatamente después de
la inyeccién de hCG, las hembras fueron puestas para
apareo con machos de la misma colonia no tratados
separados individual y previamente. A la mafiana del
dia siguiente, la copula fue confirmada mediante la
observacion del tapén vaginal. Aquellas hembras que
presentaron tapén vaginal (dia 1 de gestacion) fueron
separadas y continuaron recibiendo etanol/agua hasta
el dia 4 u 8 de gestacion. Las hembras controles (HC)
recibieron agua como bebida, fueron superovuladas,
apareadas y sacrificadas al dia 4 o 8 de gestacién de la
misma manera que las HT. Se utilizé6 un minimo de 5

animales por grupo experimental y estudio.

Recoleccion y procesamiento de embriones de pre-
implantacion

Al dia 4 de gestaciéon, tanto las HC como las HT
fueron sacrificadas por dislocacién cervical. La cavidad
abdominal fue cuidadosamente abierta, los cuernos

uterinos fueron rdpidamente removidos y colocados en

una placa de Petri con solucién Krebs-Ringer. Los
embriones fueron extraidos por flushing uterino en
medio Krebs-BSA entre las 96 y 99 hs post-hCG. Los
mismos fueron lavados sucesivas veces en gotas de
medio Krebs-BSA, observados bajo microscopio
invertido de contraste de fase y fotografiados para su
posterior clasificacién segiin estadios embrionarios y
analisis de la calidad morfologia. Posteriormente, los
embriones en estadio de blastocisto Inicial (cavidad de
hasta 50% del volumen total embrionario) y blastocisto
expandido fueron fijados en una solucién de
paraformaldehido 2%, lavados y almacenados en
microgotas de PBS a 4°C hasta la realizacion de la
inmunofluo-rescencia simple y doble de E-cadherina y

Z0O-1.

Recoleccion y procesamiento de embriones en
gastrulacién

En el dia 8 de gestacion, tanto las HC como las HT
fueron sacrificadas por dislocacién cervical. La cavidad
abdominal fue cuidadosamente abierta, los cuernos
uterinos fueron rapidamente removidos y colocados en
una placa de Petri con solucién Krebs-Ringer. Los sitios
de implantacién (SI) fueron aislados e inmediatamente
fijados en paraformaldehido 4%. Posteriormente fueron
procesados histolégicamente para obtener cortes y
realizar inmunofluorescencia para E-cadherina en sitios
con embriones clasificados en estadios TS10a, TS10ab o

TS10b (E8) segtin Escala de Theiler (TS).

Inmunofluorescencia simple para ZO-1 en Blastocistos
en suspension

Los embriones fueron removidos de los cuernos
uterinos en medio Krebs-BSA, lavados en PBS y fijados

en una solucién de paraformaldehido/PBS 2% por 20
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min a temperatura ambiente (TA). Luego fueron
lavados en PBS, permeabilizados con una solucién de
PBS-Tritén X-100 0,25% (PBST) por 30 min e incubados
30 min en solucién de bloqueo PBST-BSA 5%.
Posteriormente a los lavados en PBST fueron incubados
con anticuerpo primario anti-ZO-1-FITC (Zymed) 1:80
en PBS-Tritén 0,01%-BSA 5% overnight a 4°C. Luego de
los lavados con PBST los embriones fueron incubados
con anticuerpo secundario anti-FITC biotinilado (Vector
Lab.) 1:100 en PBS-Triton 0,01%-BSA 5% 1 h a TA.
Después del lavado en PBST fueron incubados con
Neutral Avidine-FITC (Souther Lab.) 1: 200 en PBST
0,01%-BSA 5% 45 mina TA. Transcurrido ese tiempo, los
embriones fueron nuevamente lavados en PBST y
montados cuidadosamente en PBS:glicerol (1:1). Fueron
observados y fotografiados bajo microscopio de fluores-
cenciay confocal, paralaevaluacién deladistribuciéony
patrén de expresion de la inmunomarca. El control de
especificidad de la reaccién fue realizado omitiendo el

anticuerpo primario.

Inmunofluorescencia para E-cadherina en Blastocistos
ensuspension

Los embriones fueron removidos de los cuernos
uterinos en medio Krebs-BSA, lavados en PBS y fijados
20 min en una solucién de paraformaldehido/PBS 2% a
TA. Luego fueron lavados en PBS, permeabilizados con
una solucién de PBS-Tritén X-100 0,25% (PBST) por 30
min e incubados en solucién de bloqueo PBST-BSA 5%
por 30 min. Luego de los lavados en PBST fueron
incubados con anticuerpo primario anti-E-cadherina
(BD-Mouse) 1:80 en PBS-Triton 0,01%-BSA 5% overnight
a 4°C. Luego de los lavados con PBST, los embriones
fueron incubados con anticuerpo secundario anti-Mouse

(Donkey)-Rodamina (Millipore) 1:75 en PBS-Triton

0,01%-BSA 5% 1haTA.Posteriormente fueron lavados
en PBST y montados cuidadosamente en PBS: glicerol
(1:1). Los blastocistos fueron observados y fotogra-
fiados bajo microscopio de fluorescencia y confocal para
la evaluacion de la distribucién y patrén de expresion
de la inmunomarca. El control de especificidad de la
reaccion fue realizado omitiendo el anticuerpo

primario.

Doble inmunofluorescencia para ZO-1 y E-cadherina
en Blastocistos en suspension

Los embriones fueron removidos de los cuernos
uterinos en medio Krebs-BSA, lavados en PBS y fijados
20 min en una solucién de paraformaldehido 2% a TA.
Luego fueron lavados en PBS, permeabilizados con una
solucién de PBS-Tritén X-100 0,25% (PBST) por 30 min e
incubados en solucién de bloqueo PBST-BSA 5% por 30
min. Posteriormente a los lavados en PBST fueron
incubados con anticuerpo primario anti-ZO-1-FITC
(Zymed) 1:80 en PBS-Tritén 0,01%-BSA 5% overnight a
4°C. Al dia siguiente, luego de los lavados con PBST, los
embriones fueron incubados con anticuerpo secundario
anti-FITC biotinilado (Vector Lab.) 1:100 en PBS-Tritén
0,01%-BSA 5% 1 a TA. Posteriormente fueron lavados
en PBST e incubados con Neutral Avidine-FITC
(Souther Lab.) 1: 200 en PBST 0,01%-BSA 5% 45 min a
TA. Trascurrido ese tiempo, los embriones se lavaron y
se incubaron con anticuerpo primario anti-E-cadherina
(BD-Mouse) 1:80 en PBS-Triton 0,01 %-BSA 5% overnight
a 4°C. Al dia siguiente, luego de los lavados con PBST,
fueron incubados con anticuerpo secundario anti-
Mouse (Donkey)-Rodhamina (Millipore) 1:75 en PBS-
Triton 0,01%-BSA 5% por 1 h a TA. Posteriormente se
lavaron en PBST y se montaron cuidadosamente en

PBS: glicerol (1:1). Finalmente, lo embriones fueron
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observados y fotografiados bajo microscopio de
fluorescencia y confocal para evaluacion del patrén de
co-localizaciéon. El control de especificidad de la
reaccion fue realizado omitiendo el anticuerpo

primario.

Inmunofluorescencia para E-cadherina en sitios de
implantacion E8

Los SI fueron fijados en una solucién de
paraformaldehido/PBS 4% por 18 hs a 4°C,
deshidratados y embebidos en Paraplast. Secciones
transversales de los SI fueron obtenidas realizando
cortes de 5 pm perpendiculares al eje longitudinal del
dtero. El andlisis de la inmunofluorescencia fue
realizado para detectar E-cadherina en embriones en
gastrulaciéon (E8). Para ello, los preparados fueron
desparafinados en xileno y rehidratados en una serie de
alcoholes de concentraciéon decreciente y finalmente
lavados en PBS (3 veces 5 min cada una). Luego fueron
expuestos a una recuperacion antigénica en microondas
a 400 w por 10 min y permeabilizados 20 min con PBS-
Triton 0,25%. Posteriormente las secciones fueron
lavadas en PBS (3 veces 5 min cada una) e incubadas con
suero de cabra 1:40 en PBS 1 h a TA. Los cortes se
incubaron con anticuerpo primario anti-E-cadherina
(mouse monoclonal antibodies; BD Pharmingen, San
Diego, CA) 1:5 en PBS overnight a 4°C. Al dia siguiente,
luego de tres lavados en PBS (5 min cada uno), los cortes
fueron incubados con anticuerpo secundario anti-
Mouse (Goat)-Alexa 488 1:25 en PBS 1 h a TA en
oscuridad. Posteriormente al lavado (PBS), los cortes
fueron montados en PBS:glicerol (1:1) para ser
observados en microscopio confocal (Olympus). Se
fotografié, en 20x + zoom 2x, el embridn, los tejidos

extraembrionarios, la cavidad amniética y la

exocelomica. La especificidad de la reacciéon fue
determinada mediante la omisién del anticuerpo
primario. Se evalud la distribucién, patrén y expresion
(intensidad relativa) de la inmunomarca en el

ectodermo embrionario.

Andlisis de imdgenes y cuantificacion de intensidad de
inmunofluorescencia en sitios de implantacion

Para semicuantificar la inmunoreactividad del
ectodermo embrionario en muestras de HC y HT, se
empled el método descrito por Tolivia et al., 2006 (23) y
Fong et al., 2007 (24). Todos los ajustes y condiciones de
la captura de imégenes digitales con el microscopio
confocal se mantuvieron iguales y constantes en todas
las muestras. Las micrografias fueron guardadas en
formato de imagen TIFF y procesadas usando Adobe
Photoshop CS2 (Adobe Systems Inc, San Jose, CA) para
reconocer, seleccionar y separar las sefiales del
cromoégeno del fondo inespecifico. De cada imagen 20x
se selecciond y recortd la regiéon embrionaria del
ectodermo/epiblasto, excluyendo los tejidos extraem-
brionarios y la cavidad exocelémica. Luego las
imagenes fueron convertidas a escala de grises. La
iluminacién global de cada pixel en las imdgenes
convertidas corresponde a la intensidad de la
fluorescencia. Posteriormente cada micrografia fue
invertida para que los pixeles grises y negro representen
zonas de fluorescencia sobre un fondo blanco, luego de
lo cual fueron guardadas como una nueva imagen TIFF
para ser analizada conel programa Scion Image, version
4.0.3.2 (Scion Corporation, Frederick, MD). En cada
micrografia (que contiene exclusivamente el ectodermo
primitivo marcado) se midi6 la intensidad media de la
sefial del cromégeno (densidad relativa promedio, DP)

(23). Los valores de DP en pixeles para cada tratamiento
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fueron comparados estadisticamente.

Andlisis estadistico

La densidad relativa promedio (DP) * la desviaciéon
estandar (DE) de las muestras de las HC y de las HT se
compararon por ANOVA de un factor y Test de Student,
usando el programa estadistico GraphPad Instat v2.05a
(GraphPAD Software Inc., San Diego, CA. USA). Un

p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Efectos de la ingesta murina CF-1 periconcepcional de
alcohol en las uniones intercelulares de blastocistos
preimplantatorios

Previamente vimos que las HT tratadas hasta el dia 4
de gestacion presentaron una gran proporcién de
blastocistos anormales con alteraciones en la cavitacién
como vesiculizacién, particion y cavitacién incompleta,
al comparar con la formaciéon blastocélica de los
embriones de las HC (Fig. 1C). Dados estos resultados,
analizamos el patron de expresion de ZO-1 por
inmunofluorescencia, en los contactos celulares de
blastocistos iniciales (Fig. 3) y expandidos (Fig. 4). Se
detect6 expresion de ZO-1 en el trofoblasto polar (TP),
mural (TM) y en el macizo celular interno (MCI).

En los blastocistos provenientes de hembras
controles (HC) (Figs. 3A y B; Fig. 4A), ZO-1 se localizé,
en los contactos celulares, en la periferia del citoplasma
en forma submembranosa. La marca fue continua y
definida. Por el contrario, enlos embriones provenientes

de HT, si bien ZO-1 fue detectada en los contactos

celulares de TP y TM, también evidencié desloca-
lizacién de la marca con desplazamiento hacia el ndcleo
(marca intracitoplasmatica perinuclear), donde se
present6 un patrén de marcaciéon engrosada, granular e
intensa en el 90% de los embriones analizados. En los
contactos intercelulares, dicha marca se presentd
discontinua, delgada yo tenue indicando una sefial
debilitada (Figs. 3Cy D; Figs. 4By C).

Con el fin de determinar si la exposicion a alcohol
afecta las uniones adherentes de embriones preim-
plantativos, tanto blastocistos iniciales como
expandidos fueron inmunomarcados para detectar E-
cadherina.

E-cadherina se localiz6 en las superficies de contacto
(membrana) de TP y TM de ambos grupos de
blastocistos. Los blastocistos de las HC presentaron un
patrén de marcacion continuo y definido en las super-
ficies celulares (Fig. 5A; Fig. 6A). Sin embargo, los
embriones de las HT tuvieron patrones de expresion
alterados tales como marcaciéon engrosada y discon-
tinua con distorsiones y acumulaciones membranosas
(Figs.5B, Cy D; Fig. 6B).

Nuestro objeto fue analizar el grado de co-
localizacién de ZO-1 y E-cadherina en los blastocistos,
para ello se realizé doble inmunomarcacién y andlisis
de imagenes de microscopia confocal . Encontramos
que el 100% de los embriones provenientes de HC
presentaron alto grado de co-localizaciéon (Fig. 7C) de
Z0O-1 (Fig. 7A) con E-cadherina (Fig.7B), especialmente
en TP. Sin embargo, solamente el 50% de los embriones
de HT present6 co-localizacién positiva, con menor
grado de marcacién simultanea, que se localiz6 tnica-

mente en TM en forma puntual (Fig. 7F).
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Figura 3. Inmunoexpresion de ZO-1 en blastocistos iniciales posterior ala exposicién perigestacional a alcohol hasta dia 4 de gestacion.

Se analiz6 la expresion de ZO-1 en blastocistos por inmunocitoquimica con anticuerpo primario anti-ZO-1-FITC, anticuerpo secundario
anti-FITC biotinilado y Neutral Avidine-FITC. Ay B: blastocistos provenientes de HC. ZO-1 se localiza en los contactos celulares de TP, TM y
MCI. La marca es continua y definida (flechas). C'y D: blastocistos provenientes de HT donde se observa que ZO-1 se localiza en los contactos
celulares de TP y TM pero se evidencia deslocalizacion de la marca con desplazamiento hacia el ntcleo, la cual es engrosada, granular e
intensa. La marca en los contactos intercelulares es discontinua y delgada/ tenue (puntas de flecha). Aumento 40x.

Figura 4. Inmunomarcacién de ZO-1 en blastocistos expandidos.

Se realiz6 inmunocitoquimica en blastocistos expandidos en suspensién y revelado con FITC. A: blastocisto proveniente de HC. ZO-1 se
localiza enlos contactos celulares del TP, TM y MCI. La marca es continua y definida (flechas). By C: blastocistos provenientes de HT: ZO-1 se
deslocaliza hacia el nucleo, siendo la marca engrosada, granular e intensa (B: punta de flecha). En los contactos intercelulares, la
inmunomarcacién es delgada y/oleve (C: puntas de flecha). Aumento 40x.
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Figura 5. Inmunoexpresion de E-cadherina uniones adherentes de blastocistos iniciales luego de laingesta periconcepcional de alcohol.
A:blastocisto proveniente de HC. E-cadherina se localiza en superficies de contacto de TP y TM. El patrén de marcacién es continuo y definido
(Flecha). B, C y D: blastocistos provenientes de HT. E-cadherina se inmunolocaliza en los contactos celulares de TP y TM pero se presentan
anomalias en el patrén de marcacién: marcacién engrosada y discontinua con distorsiones y acumulaciones membranosas (Puntas de
Flecha). Aumento 40x.

Figura 6. Inmunomarcacién de E-cadherina en blastocistos expandidos posterior al consumo perigestacional de alcohol.

Los cortes se incubaron con anticuerpo primario anti-E-cadherina (Mouse) y con anticuerpo secundario anti- Mouse (Goat)-Alexa488. A:
blastocisto proveniente de HC. E-cadherina se localiza en superficies de contacto de TP y TM con un patrén continuo y definido (Flechas). B:
blastocisto de HT. E-cadherina se inmunolocaliza en los contactos intercelulares pero se presenta marcacion engrosada y discontinua con
distorsiones y acumulaciones membranosas (Punta de Flecha). Aumento 40x.
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Figura?7. Analisis de la co-localizacién de ZO-1y E-cadherina en blastocistos luego de laingesta de alcohol hasta dia4 de gestacion.

Se realiz6 doble inmunocitoquimica para E-Cadherina (Rodhamina, rojo) y ZO-1 (FITC, verde) en blastocistos en suspension. A, By C:
blastocistos provenientes de HC. A: ZO-1 (FITC, verde), se localiza en contactos celulares de TM, TP y MCI de forma submembranosa
continua. B: E-cadherina (Rodhamina, rojo), se localiza en membrana de los contactos celulares de TM, TP y MCI en forma continua. C: Co-
localizacién (amarillo) positiva en embriones de HC. Se co-localiza en TP y MCI en forma continua. D, E y F: blastocistos de HT. D: ZO-1
(verde) presenta localizacién citoplasmatica dispersa y discontinua. E: E-cadherina (rojo) se encuentra en contactos celulares de TM y TP en
forma membranosa pero discontinua e irregular. F: la co-localizacién (amarillo) de ZO-1-E-cadherina en embriones de HT fue levemente
positivaséloen TM.
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Figura 8. Efecto delaingesta periconcepcional de alcohol en tejido embrionario durante la gastrulacion (dia 8 de gestacion).

Se analiz6 histologicamente (con Hematoxilina-Eosina) la regién ectodérmica primitiva y tejidos extraembrionarios en gastrulacién. A:
embrién proveniente de HC con histologia conservada. B: embrién proveniente de HT con alteraciones histolégicas evidenciadas por gran
desorganizacién en los tejidos embrionarios y extraembrionarios (puntas de flecha). EE: ectodermo, Me: mesodermo, End. Visc.: endodermo
extraembrionario visceral. Aumento 40X.

Alteraciones en las uniones adherentes del ectodermo
embrionario durante la gastrulacion luego de la
ingesta periconcepcional de alcohol

Se evalué el efecto de la exposicién a alcohol hasta el
dia 8 de gestacion sobre las uniones adherentes de

embriones en gastrulacion. Se observé que los

A

embriones de las HT presentaron alteraciones
histolégicas en tejidos extraembrionarios y embrio-
narios, la mas evidente fue desorganizacion celular del
ectodermo embrionario, estas lesiones no se encon-
traron en los embriones de las HC (Fig. 8B versus Fig.

8A). A partir de estas observaciones, analizamos las

) 4

Figura 8. Expresion de E-cadherina en embriones de dia 8 de gestacion luego de la exposicién periconcepcional a alcohol.

Se detect6 E-cadherina con inmunohistoquimica con anticupero primario anti-E-cadherina y secundario marcado con FITC (verde). A:
inmunomarcacién de E-cadherina en embrion (E) proveniente de HC. La marca se present6 fuerte y definida en el ectodermo embrionario
(flecha). B: expresién de E-cadherina en embrién de HT. En el ectodermo embrionario la marca (verde) se redujo respecto de la marca de los
embriones delas HC (punta de flecha).
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uniones adherentes mediante inmunomarcacion de E-
cadherina (Fig. 9). Si bien no se encontraron diferencias
en el patrén de expresion, que fue continuo y lineal en
los contactos intercelulares de las células ectodérmicas
de todos los embriones provenientes de HT y de HC, el
analisis densitométrico semicuantitativo de la
inmunoexpresion de dicha molécula mostré reduccion
significativa de la marca en los embriones provenientes

delas HT (Fig.9).

DISCUSION

Los resultados hallados sugieren la inducciéon de
alteraciones en el patrén de expresion y localizacion de
E-cadherina de las uniones adherentes (UA) y de ZO-1
de las uniones estrechas (UE) en embriones peri-
implantatorios luego de la ingesta periconcepcional de
alcohol. Dado que las uniones célula-célula estan
involucradas en la morfogénesis embrionaria y en el
establecimiento y mantenimiento de la arquitectura de
los tejidos, la expresiéon andémala de proteinas de las
uniones intercelulares podria ser la causa de las
anomalias morfolégicas observadas durante el
desarrollo temprano del embrién que ocurren luego del
consumo materno de alcohol.

El desarrollo normal durante la pre-implantacion es
critico para el proceso de implantaciéon (25). Los
defectos en la formacion del blastocisto daran lugar a
pérdida embrionaria temprana. Durante el desarrollo,
el embrién de 8 células se polariza progresivamente
durante la fase de compactacion de la moérula (14)
estableciéndose la formacién de uniones adherentes
(UA) y uniones estrechas (UE) entre las células en las
superficies basolateral y apicolateral, respectivamente
(15, 16). El ensamblaje secuencial y ordenado de las

uniones contribuye a la formacién del primer tipo

celular diferenciado que surge durante la embrio-
génesis, el trofoectodermo (TE). Este epitelio esta
involucrado en el transporte polarizado que genera la
cavidad blastocélica, un espacio que permitira los
reordenamientos celulares y morfogenéticos que daran
posteriormente forma al embrién en desarrollo (17). Las
moléculas de las uniones intercelulares, como la E-
cadherinas y la ZO-1, juegan un rol fundamental en la
morfogénesis y diferenciacion delos tejidos (26), siendo
la regulacion de sus niveles de expresion crucial para la
integridad de las uniones célula-célula y la diferencia-
cion y remodelacion celular. Las alteraciones en dicha
regulacion espacio-temporal son causas potenciales de
anomalias embrionarias. Durante la embriogénesis
preimplantatoria, la formacién gradual primero de las
UA y luego de las UE en los blastémeros externos de la
morula es fundamental para el desarrollo del
trofoectodermo y la cavitaciéon del blastocisto. En
particular, la ZO-1 tiene un papel importantisimo en el
proceso de diferenciacion de moérula a blastocisto. Las
proteinas de las UE, como ZO-1, ocludina y claudina, se
retnen en la zona de contacto apicolateral de los
blastomeros. Este proceso de montaje de las UE se
produce secuencialmente, durante el periodo de 24
horas entre la compactacion y la formacion de la
cavidad blastocélica y es s6lo después de la fase de
montaje final de las UE que el embrién genera un sello
entre células epiteliales adyacentes regulando asi la
permeabilidad entre las células TE y como
consecuencia se forma la cavidad blastocélica (18). La
inhibicién o alteracién de alguno de estos componentes
afectara notablemente el desarrollo del blastocisto.
Previamente, nosotros encontramos retraso de
diferenciacion en las HT expuestas hasta dia 4 de

gestacion, evidenciado por una mayor proporcion de
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morulas, en detrimento de la diferenciaciéon de
blastocistos. Este resultado sugiere que las alteraciones,
inducidas por la exposicién a alcohol, de las UE y UA
pueden estar involucradas en esta detencion del
desarrollo embrionario. Por un lado, aunque la ZO-1 se
encontré localizada en posicién submembranosa con
una expresion débil y discontinua, se hallaron acamulos
granulares perinucleares lo que indic6é no soélo
deslocalizacion de esta proteina en las UE sino también
un posible incremento en la expresion citoplasmatica
trofoectodérmica. Por su parte, la marca de E-cadherina
selocalizé enlos contactos membranosos intercelulares
en ambos grupos de embriones, pero en los blastocistos
de las HT se presenté discontinua, distorsionada y
engrosada o con acumulaciones, sugiriendo que frente a
la disrupcién de las uniones adherentes, se induce una
respuesta celular con aumento de su expresiéon. En
concordancia con los resultados de este trabajo,
previamente hallamos que la expresién proteica de N-y
E-cadherina se encuentra incrementada en embriones
organogénicos al dia 10 de gestacion luego de la
exposicién periconcepcional a alcohol (9). Si bien otros
autores demostraron que embriones knock-out para E-
cadherina no logran desarrollarse méas alla del estadio
de moérula, aunque se compacten (27, 28), sugerimos que
la exposicion in vivo a alcohol induce sobre-expresion de
Z0-1y E-cadherina como una respuesta compensatoria
a la disrupcion o debilitamiento de estas uniones
intercelulares enlos embriones preimplantativos.

La interrupcion de la formacién de la UE mediada
por ZO-1 conduciria a la detencién del desarrollo
embrionario en la etapa de moérula. En tal sentido, ha
sido bien establecido que la capa epitelial, en este caso
del trofoectodermo, requiere en primer lugar de la

formacién de UA (E-cadherina) que ayuda a construir y

establecer las UE (20). Es importante destacar que las
primeras etapas en la biogénesis de las UE dependen de
la adhesiéon de E-cadherina, componente integral de
membrana de las UA que, si es inhibida, provoca el
montaje de las UE al azar en la membrana, alterando asi
la formacién del epitelio trofoectodermico. Estas dos
redes de uniones intercelulares regulan conjuntamente
la fuerza de adhesion entre las células que permiten la
formaciéon de epitelios. En ausencia de ZO-1, las
uniones adherentes (E-cadherina) no proporcionaran
suficiente sostén a las células externas de la moérula para
iniciar la acumulacién de liquido en el interior del
embrion y su cavitacion. Los resultados del presente
trabajo sugieren que la exposicién perigestacional a
alcohol inducirfa alteraciones en el programa de
biogénesis de las UE y UA en los blastocistos por
pérdida de la co-localizacion de la E-cadherina con la
Z0O-1 en la membrana y submembrana respectiva-
mente. Las anormalidades en las uniones intercelulares
tienen claras implicancias en la diferenciacion epitelial
del embrién y por ende en la dismorfogénesis de los
blastocistos en cuanto al desarrollo de la cavidad, ya
que la inhibicién o el desarrollo anormal de las uniones
en las membranas celulares fue asociado con la
inhibicién del proceso de cavitaciéon y formacién del
blastocele (29, 30, 31).

Los efectos deletéreos de la exposicién a alcohol
hasta estadio de gastrulacion (dia 8 de gestacion) en los
tejidos embrionarios parecen seguir un patrén inverso.
En el ectodermo embrionario primitivo la expresiéon de
E-cadherina resulté deficiente. Una potencial relacion
con las alteraciones histolégicas de estos tejidos, como
la desorganizacion tisular y las anomalias morfoldgicas
nucleares y la apoptosis descriptas previamente (13)

pueden vincularse a la pérdida de adhesién celular por
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disrupciéon de la expresiéon de E-cadherina. Las
anomalfas de las uniones celulares constituyen
importantes mecanismos inductores de posteriores
defectos del desarrollo embrionario. Recientemente
nosotros demostramos aumento de embriones
organogénicos con anomalias del desarrollo del cierre
del tubo neural (apertura permanente) y con
alteraciones celulares y nucleares del mesodermo luego
de la exposicién periconcepcional a alcohol hasta el dia
10 de gestacion (9). Aunque en estos estadios
embrionarios la expresién de E-cadherina se encontré
incrementada comparando con la expresién de los
embriones de las HC, no se descarta la posibilidad que
el efecto nocivo del alcohol sobre la expresion de las
moléculas de las UE y UA, sea dependiente de tejido y
del estadio embrionario segin los requerimientos
moleculares necesarios en la biogénesis de estas
uniones durante el desarrollo.

Finalmente, las moléculas de adhesiéon cumplen
importantes funciones en los estadios iniciales y
avanzados de la embriogénesis, donde predominan
eventos de diferenciaciéon celular, crecimiento y
proliferaciéon. Las cadherinas son criticas para la
determinacién y el mantenimiento de la diferenciacion
y de la arquitectura de tejidos epiteliales (19). La E-
cadherina es importante durante la embriogénesis ya
que cambios en su patrén de expresiéon espacio-
temporalmente tiene un marcado impacto en la
mecanica de adhesion de las células y en la integridad
epitelial necesaria para el transporte transepitelial (21).

En tal sentido, la expresion alterada de la E-cadherina

estd involucrada en la transicion epitelio-mesenquimal
y la adquisicién de un fenotipo de migracién (22). En
consecuencia, la pérdida de E-cadherina puede
intervenir en la transformacién de las células epiteliales
en mesenquimaticas durante la formacién de
mesodermo. Por otra parte, las UE contribuyen al
mantenimiento de la polaridad de la membrana celular
y regulan la barrera de permeabilidad paracelular para
iones y moléculas de acuerdo a su tamafio y carga.
Finalmente, ambos tipos de unién, funcionan ademas
como mediadores en la sefalizaciéon intracelular,
controlando aspectos tales como la proliferacion y
expresion génica.

En conclusion, la ingesta prolongada de alcohol
desde antes de la gestacion y hasta estadios peri-
implantatorios induce dismorfogénesis embrionaria y
pérdida gestacional temprana en el modelo murino CF-
1, por dafio en las uniones intercelulares, siendo
particularmente afectadas las moléculas E-cadherina de
las uniones adherentes y la ZO-1 de las estrechas, en los

blastocistos y embriones en gastrulacion.
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