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RESUMEN 

La implantación embrionaria es un proceso complejo, por lo cual, con el fin de entenderlo mejor, 

se ha implementado su estudio in vitro, para analizar la participación del cigoto en ausencia de 

toda influencia materna. La secuencia del desarrollo de los blastocistos en cultivo es muy similar 

a la que ocurre in utero. 

Los blastocistosde roedor en un medio óptimo rompen la zona pelúcida (ZP) entre las 24 y las 48 

h de cultivo, colapsan su cavidad gradualmente, se adhieren y extienden entre las 48 y las 96 h de 

cultivo. Hasta el momento se desconocen muchos de los factores que regulan el proceso de 

implantación in vitro del blastocisto, pero se sabe que el suero de bovino fetal (SBF) es 

suficiente para sostener la adhesión y extensión del trofoblasto. En este trabajo se pretende 

conocer, sí la fibronectina celular (o embrionaria) participa en dicho proceso y es inducida por 

factores séricos. 

La fetuina es una proteína que se presenta en grandes cantidades en el SBF y se ha observado que 

blastocistos cultivados en medios desprovistos de SBF, con suplemento de fctuina son capaces de 

sostener el desarrollo. El proceso de implantación requiere de proteínas de la matriz extracelular 

(MEC) para que ocurra adhesión y migración celular (extensión del trofoblasto). Aún no se 

conoce del todo el papel de los factores séricos en la promoción de la implantación in vitro. 

En este trabajo fueron empleadas la fetuina y/o la albúmina sérica de bovino (BSA) para 

promover el desarrollo de los blastocistos in vitro. Además se utilizaron anticuerpos contra 

fibronectina celular y sérica para determinar la participación de la fibronectina embrionaria en el 

cultivo. 

Los resultados mostraron que el medio suplementado con SBF estimuló el mayor grado de 

desarrollo de los blastocistos, la fetuina de 0.5 ~ 1 mg/ml en el medio NCTC promovió una 

cinética similar a la estimulada por el suero. pero el grado de extensión (área) fue apenas de un 

tercio. Los anticuerpos en las diluciones menores afectaron el rompimiento de la ZP, por lo que 

muchos embriones no llegaron a adherirse ni a extenderse. Los trofoblastos que se extendieron 

mostraron áreas menores. 

RESUMEN

La implantacion embrionaria es un proceso complejo, por lo cual, con el fin de entenderlo mejor,

se ha implementado su estudio in vitro, para analiaar la participacion del cigoto en ausencia de

toda influencia materna. La secuencia del desarrollo de los blastocistos en cultivo es muy similar

a la que ocurre in utero.

Los blastocistoscle roeclor en un medio optimo rompen la zona pelúcida (ZP) entre las 24 y las 43

h de cultivo, colapsan su cavidad gradualmente, se adhieren y extienden entre las 43 y las 96 h de

cultivo- Hasta el inomento se desconocen muchos de los factores que regulan el proceso de

implantacion in vitro del blastoeisto, pero se sabe que el suero de bovino fetal (SBF) es

suficiente para sostener la adhesion v extension del trofohlasto. En este trabajo sc pretende

conocer, si la tìbronectina celular (o embrionario) participa en dicho proceso gt es inducida por

factores séricos.

La fetuina cs una proteina que sc presenta en grandes cantidades cn el SBF y se ha observado que

blastocistos cultivados en medios desprovistos de SBF. con suplemento de fctuina son capaces de

sostener el desarrollo. El proceso de implantacion requiere de proteinas de la matriz extracelular

(MEC) para que ocurra adhesion tt migracion celular (extension del trofoblasto). Aún no se

conoce del todo el papel de los factores sericos en la promocion dc la implantacion in vitro.

En este trabajo fueron empleadas la l`etuina vio la albúmina sorica de bovino (BSA) para

promover el desarrollo de los blastocistos in vitro. Ademas se utilizaron anticuerpos contra

iìbroneetina celular y serica para determinar la participacion de la libronectina embrionario en el

cultivo.

Los resultados mostraron que el medio suplementario con SBF estimulo el mayor grado de

desarrollo de los blastocistos, la fetuina de 0.5 -- l mgtml en el medio NCTC promovió una

cinética similar a la estimulada por el suero. pero el grado de extension (area) fue apenas de un

tercio. Los anticuerpos en las diluciones menores afectaron el rompimiento de la ZP, por lo que

muchos embriones no llegaron a adherirse ni a e:-ttenderse. Los trofoblastos que se extendieron

mostraron areas menores-
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Para la cuantificación de la fibronectina en medios condicionados fue implementado el método de 

ELISA indirecto. La técnica se evaluó cuantificando la fibronectina de suero humano; sin 

embargo. no se pudo cuantificar la proteína de interés en los medios condicionados, posiblemente 

por que las cantidades estaban fuera de la sensibilidad del método o quizá por que se degradaba, 

ya que tampoco se inmunodetectó por "wes/ern-hlotting ". 

El mecanismo por el que actúa la fetuina no se logró establecer ya que los resultados indican que 

la inducción por ésta de la síntesis y liberación de fibronectina embrionaria sólo explica en forma 

mínima la acción de la fetuina, la posibilidad de que ésta induzca la secreción de otra proteína de 

la MEC queda abierta a otros estudios. Se confirma que la fibronectina y la fetuina son factores 

séricos que inducen la implantación in vitro. 
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Para la cuantificacion de la lihroncclina cn medios condicionados fue implementado el metodo de

ELISP-. indirecto. La técnica se evaluo cuantificando la lìbronectina de suero humano; sin

embargo. no sc pudo cuantificar la proteina de interés cn los medios condicionados. posiblemente

por que las cantidades estaban Fuera dc la sensibilidad del metodo o quiso por que se degradaba,

ya que tampoco sc inmunodclccto por "western-oiotting

El mecanismo por el que actoa la fetuina no se logro establecer ya que los resultados indican que

la induccion por esta de la sintesis yt liberacion de fibronectina embrionario solo explica cn forma

míniina la accion de la fetuina. la posibilidad de que ésta indusca la secrecion de otra proteina de

la MEC queda abierta a otros estudios. Se confirma que la fibronectina v la l`etuina soii factores

sericos que inducen la implantacion in vitro.
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INTRODUCCION 

l. Desarrollo del embrión de mamífero hasta la etapa de blastocisto. 

En los mamíferos, uno o varios ovocitos después de ser ovulados son fertilizados en la porción 

del ámpula oviductal. Como consecuencia, los ovocitos completan su meiosis, se fonna el cigoto 

y se inicia la etapa de segmentación. La división celular continua en el embrión en segmentación 

y conduce a la formación de un embrión compactado: la compactación corresponde al primer 

evento morfogenético y en el ratón ocurre después de la tercera segmentación, en la etapa de 8 

células. Durante la compactación las superficies de las blastómeras establecen un contacto más 

íntimo entre sL las blastómeras superficiales desarrollan uniones estrechas (light junclions) y las 

internas, uniones de tipo comunicante (gap junclions) (Watson, 1992). 

El desarrollo prosigue a la etapa de mórula y luego a la de blastocisto. La mórula de ratón 

contiene 16 células, se forma durante el trayecto del embrión por el oviducto y ya en el útero da 

lugar al blastocisto (Fig. 1 ). Inicialmente la mórula no tiene una cavidad; sin embargo. durante el 

proceso de cavilación, las células epiteliales periféricas secretan un fluido para generar el 

blastocele; como consecuencia, por el estadio de 64 blastómeras en el ratón, se forman dos 

grupos de células: la masa celular interna (MCI) rodeada del blastocele y una pared de células, las 

células del trofectodermo o trofoblasto (TE) que forman un anillo. A partir de la MCI se formará 

el embrión propiamente. El TE aunque, no formará parte del embrión mismo, si es necesario para 

que se lleve a cabo la implantación del conceplus (se emplea este término para designar a todas 

las etapas del desarrollo posteriores al blastocisto, contituidas por los derivados de la MCI y del 

TE) en la pared uterina (Watson, 1992; Gilbert, 1997). 

El TE es el primer tejido epitelial que se diferencia en el desarrollo del embrión de los 

mamíferos, el cual originará al corión, del que se forma el constituyente embrionario de la 

placenta y establecerá la interacción con los tejidos maternos. El TE que recubre la MCI se 

conoce como polar (TEP) y el que rodea al blastocisto. como mural (TEM) (ver Fig. 1) (Edwards, 

1980; Izquierdo, 1986; Willey y col., 1990). 

INTRODUCCION

_l-_I)_eea_r_roIto del embrion de¬marnít`ero_has_ta Ia etapa de blastoeisto.

En los mamíferos, uno o varios ovocitos después de ser ovulados son fcrtilistados en la porcion

del ámpula oviductal. Como consecuencia, los ovocitos completan su mciosis, sc forma el cigoto

y se inicia la etapa de segmentación. La division celular continua en el embrion en segmentacion

y conduce a la formacion de un embrion eompactado: la compactación corresponde al primer
evento morfogenético y en el raton ocurre después de la tercera segmentación, en la etapa de 8

células. Durante la compactación las superficics de las hlastorneras establecen un contacto mas
intimo entre si; las blastomeras superficiales desarrollan uniones estrechas (tight jìinctinrrs) y las

internas, tinioncs de tipo comunicante (gap_,iunctions) (Watson, l99?.)_

El desarrollo prosigue a la etapa de morula y luego a la de blastocisto. La morula dc raton

contiene lo celulas. se forma durante el trayecto del embrion por el oviducto y ya en el útero da

lugar al hlastocisto (Fig. ll. Inicialmente la morula no tiene una cavidad; sin einhurgo, durante el

proceso de cavitacion, las células epitclialcs periféricas secretan un fluido para generar el

blastocele; como consecuencia, por el estadio de of-l blastomcras en el raton, se forman dos

grupos de células: la masa celular interna [MUI] rodeada del blastoccle y una pared de células, las

células del trofectodermo o trofoblasto (TE) que forman un anillo. A partir de la M(`l sc formara

el embrion propiamente. El 'IE aunque, no torinarii parte del embrion mismo, si es necesario para

que se lleve a cabo la implantacion del conceptu.s [se emplea este término para designar a todas

las etapas del desarrollo posteriores al blastocisto, contituidas por los derivados de la MC] y del
TE) en la pared uterina (Watson, 1992; Gilbert, l99'i).

El Tlí es el primer tejido epitclial que se diferencia en el desarrollo del embrion de los

mamíferos, el cual originará al corion, del que se forma el constituyente embrionario de la

placenta y establecerá la interaccion con los tejidos maternos. El TE que recubre la MC] se
conoce como polar (TEP) y el que rodea al blastocisto, como mural (TEM) (ver Fig. I) (Edwards,

1930; Izquierdo, 1986: Willey y col., l99t]).

3



RUPTURA DE Lft. 

ZrtNA i='ELl~l(l[1A. 
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ETAPAS DE LA 
IMPLANT AC!ÓN 

SEGMENTACIÓN 

Figura l. Desarrollo del embrión de roedor hasta su implantación. Muestra desde la 
fertilización del ovocito, la etapa de segmentación hasta la formación del blastocisto en el 
oviducto y cuerno uterinos, respectivamente. ZP= zona pelúcida: TEP= trofectodcrrno polar; 
TEM= trofectodermo mural (modificada de Flores. 1996) 

Durante su trayecto por el oviducto y la formación del blastocisto. el embrión está rodeado por la 

ZP. una envoltura glicoproteica producto del ovocito, y las células de la granulosa. En el útero, el 

blastocisto rompe la ZP y una vez fuera, puede establecer contacto directo con el endometrio 

(Watson. 1992). 

Los embriones tienen sus divisiones de segmentación en el oviducto y entran al útero en 

diferentes estados de la segmentación, según la especie. En los mamíferos poliovulares. los 

embriones son transportados de tal manera que quedan equidistantes uno del otro en el tiempo de 

la implantación (Edwards, 1980; van Tienhoven, 1983) (ver tabla 1) 
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Figura I. Desarmllu del crnhri-im dc ruedur hasta su i|11p|.a1ntau:iún. Muf.-:slra dssds la
fif:|1ì1i2a›::iún dcì uvmwcilü, Ia: cmpai ch: s|:gn1f:|11af:i<Í*›|1 hasta In fnr|11.sciú11 d¬-::1 hlastncìsm en ±:|
us.-'ir.|u¢t-:J 3-' cmmrnu uierinns. rcspcclivalmlentc. }fÍP= ¡unn peIm:id:1; TF.P=- lrnihutndcrrnn pular;
Tì'Íi'*v'1- tr+.1Í`».-:f;1+:':+::I¦=:|'|11-;¬† mural {|11ndi|ìundH de Flurfls. ¦99ú}.

Duranlfi su lruyucïflr por -:=.-.I Lwìdllutn 1.* la furrr|acìñ11 del hlasmcistn. el snìbriún uslà rudcadu pur la

ZP. una Em-'nlturíl glìtüprüteica prmiuctn dcl [Wu-zìtü. ff las células df.: la granulüsa. En cl úterü. +31

hlasm-:istü rnn1p-:± la ZP' 3' una wei! fuera. puede estahhscer cfjrfnl:-1-:ïlu dirf:-:lu tun el cxìdümfllríu

{Wa1sun. I 9112).

Lüs crnhriun-.~:s tin-:nun sus disfisiuncs dc sfign1e11taciú11 cn el us-idllclu 1; entran al ül-:ru en

dil`=:r::n1±:s csladus de la scgmc|11:sf:iú~n¬ según la firspecic. En Ens rn:±|1¬±iïì¿:r-ns pülimfularcs_ los

c|¬nhriu|1~:s sun tramspurlasdns ds: tal nmnera fiI1I.1e qllfldan f:quirJis1s1|1t1:s unn del ulru en cl tictmpu dr:

la ilnplanlflcìún (Edwards, IÉFSUJ 1-'s1|1`ï`íun|1mfc11_ l'š1'H3) (ver Lalhln 1].
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Tabla 1. Desarrollo embrionario preimplantacional en varias especies (basada en van Tienhoven, 
1983) 

Especie Transporte Etapa de Implantación Etapa de 
oviductal desarrollo en que (días post desarrollo en la 
(días) entra al útero fertilización) implantación 

PRJAIATES Mórula 
Mono rhesus (/14acaco) 4 (32 células) 8-9 Blastocisto 
Humano 
(Homoi 

4-5 i. ? 6 -7 Blastocisto 
LAGOMORFOS 
Cont:JO Blastocisto 
(Orycroiagus cunicu/1s) 

3 - 3.5 Mórula 7 bilaminar 
(20 células) 

ROEDORES 
Ratón Blastocisto, algo 
(1'v!t1J nwsrn/us) 

3 - 3.5 Mórula 6 de endodermo 
( 16 células) 

Rala Blastocisto, algo 
(Rattus norverg1cusj 

4 Mórula 6 de endodermo 
··--

llamskr Blastocisto, algo 
(Cnce/us auraf¡¡s) 

3.5 4 -8 células 4.33 de endodermo 
Cobavl) Blastocisto 
(( 'm·1t1 porce/fus) 

3.5 8 células 6 unilaminar 
~· ·- ~---·-

CARNIYOROS Mórula de Blastocisto 
l\:rro 16 células a bilaminar 
1('m11.1fomi/1ari.5) 

4 - 5 blastocisto joven 11 - 12 
Gato Mórula (28 - 30 Blastocisto 
(Fehs catus) 

6-7 células) 13 - 14 bilaminar 

UNGULADOS Vesícula 
Cerdo coriónica 
(S11s scrofa) 

2.5 - 3.75 3 a 8 células 11 - 20 alargada con 
alantoides 

-. - ---

11. Implantación embrionaria y cambios endometriales. 

La implantación en los mamíferos, es una secuencia compleja <le eventos que inicia con la 

adquisición de una posición fija del embrión dentro del útero como resultado de la adhesión del 

TE al epitelio uterino, con la subsecuente degradación de este último. A continuación ocurre la 

invasión del estroma uterino por parte del blastocisto, para que finalmente éste llegue a ser 

embebido en la pared uterina y en respuesta a las señales embrionarias el estroma experimenta la 
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Tabla l. Desarrollo embriónarie preimplanlaeierral en varias especies (basada en van Tienhcwen_
1983).

iïraecie" iTranspórte ii Etapa i I de Implantación. Etapai de
óviductal desarrolle en que (dias póslfdesarrelln en la

¦ _(días) .entra a1 ütere __ __fertiIì:*.aeión) implantación
¡_ - ----. . 1 .. ..

PRIMA TES _ Mórula
.LL'~f1=›ef›ff~ffflff==~«›±LLLL _- 4 L G2 «;LeïL1±›L1afl:›LL Li -9 Hlwfisrfi

I iumane
|".H`::-num __

________í________ __4¿F¿“i ____¿___'i'__ __ __ 6-Í ¿_B_las1ócis1e _____
_-T.-I.._Lmsomearfos _ -_

Í-'“"“l*' ' Blastuciste
UIÍ'1_1'crelc:_guscunicm'-mi 3 _ 3-5 _ 7 hilaminar

_ LED celulas)
ROEDURES i
:_':~ï:lT“Wm_H¡m_' Blasmciste, alge

H H ` 3 - 3.5 Mórula ó de cndódermó
_L - L_LL L llfifiëhllfiï L _--. L

:'Í;1iuå'ïi'II.1 HE]f"l-'-¡:'.f"gl'-|'."ll.'I_.l
4 Mórnla 1 6 de cndcderrnó

,_____ _ _ _ _ . _.- † _¿b __ _ 1; ¿-1 _ _ . . _.- ...-1._í,_.

"“_'"““" = l Blaslncistc›¬ algn
IT Neem: imrmrisi `__ ' 3.5 «¶_-se-s1u1ss L ___4_3L3 en_a.›d¢rma__

=_ï“fl'“**' H I Blasrocisle
¦ u|.'li¡;n_:Irfl' mi - , _ _

L L 3%? L ,LL_$L¢fL1L1LJJss LL LLše__L___.L1flfHLIflfL1L!__%
(L`ARNlVOR()S Mórula de l Blasreeism
1"-'_"“ le celulas a bilaminar .
ri :rms .I'ur.rifƒ.|urrs_J _ _ '

_ _ _hl_a_srec1sle ¡e-aer1_ __ ll - 12 ¦
- ¬-- _ _ . 9-- _ ..._ _

I-

W” U Mórula [23 - Íïü Blasleeisle
' 6 - 7 celulas] 13 - 14 bilaminar

ii i..¡. - - --__ -._ _ . .-¬..-...r¬. _ _ ' _

UP~'GULADOS Vesíeula
iii.-rnƒrrj col-i Única

2.5 3.75 3 a S celulas l I - 20 alargada eónl
alanleides ¦

 n. .i -r 1-. -rr r-v¬- 111--n--r en-n._.___. ¬- ¬- . _ -1--r-riel

ll. Implantación cmbrienaria 1' cambies endemetgiales.

La implanlación en los nranriferós. es una secuencia eempleja de cvenles que inicia cen la

adquisición de una posición fija del ernhrión dentrn del óterc córnó resultade de la adhesión del

Tlì al epitelió uterino. con la subsecucnie degradación de este üllimn A continuación ocurre la

invasión del estroma uterino per parte del blasteeíste, para que iinalmemc este llegue a ser

emhebidó en la pared uterina 3.' en respuesta a las señales emhriónarias el estrema experimenta la
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reacc ión dcc iduaL la cual consiste principalmente de modificaciones en la forma, organización y 

metabolismo de los fibrobl astos est romales del endomctri o. generando un tejido distinto , la 

dec idua (la capa funcional del endometri o que se transform a y desprende en el momento del 

parto). Los fibroblastos de es te tejido aumentan de tamaño debido a que presentan muy 

desarroll ados los organelos involucrados en la síntesis de mac romolécul as y acumulan lípidos, 

glucógeno y fil amentos intermedios . Las células y sus núcl eos ti enden a adoptar una forma más 

redondeada y disminuye el espac io ex tracelular entre las células ya que establecen uniones tipo 

comuni cantes y adherentes (Hamilto n y Mossman, 1973 ; van Tienhoven, 1983; Abrahamson y 

Zorn, 1993). Sin embargo, en el cerdo , oveja, vaca y yegua, no hay un contacto directo entre el 

TE y el es troma endometrial y la dec idualización estroma! no ocurre (van Tienhoven, 1983 ). 

A. Im plantación embrionaria 

La implantac ión en algunas especies se limita a la adhesión ent re el TE con el epitelio lumina l 

uterino. En los roedores y otros mamí fero s que desarroll an placentas hemocoriales o endocoriales 

(son placi::ntas en donde el corión ti ene cont acto directo ya con la sangre o con el endoteli o 

vascular del endometrio, respectivamente), esta adhesión es segu ida por la invasión de l 

endometrio por parte del embrión (Abrahamson y Zorn. 1993 ). Sin embargo, la adhesión entre el 

TE y el epitelio uterino solamente puede iniciarse cuando ambos tejidos se encuentran en estados 

fis iológicos específicos: en el caso de l TE en un "es1ado de compelencia para la adhesión " y en 

el caso del endometrio en un "es1ado receplivo " (Denker, 1993 ). 

Durante el proceso de implantac ión ocurre la interacción entre dos epite lios: e l del endometrio y 

el del TE embri onario , en donde cé lulas ge néticamente diferentes (TE y endometrio) interac túan 

( Roberts y co l.. 1996) y sus membranas apicales adquieren caracterís ticas adhesi vas que 

coinciden con el período de receptividad uterina (condición fi siológica del útero para permitir la 

implantac ión, cuyo tiempo de duración es breve y también se le ha llamado "ventana de la 

imp!a111acián " (Paria y col., 1993) y es dependiente de las hormonas es tero ides (Guzmán y col. , 

1993 ; lk nkcr, 1993) 
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reacción decidual. la cual consiste principalmente de modificaciones en la forma, organización y

trtetaholismo de los fibroblastos estromales del endometrio. generando un tejido distinto, la

tiecidua [la capa funcional del endometrio que se transforma fr desprende en cl momento del

parto). Los fibroblastos de este tejido autnentan de tamaño debido a que presentan muy
desarrollados los organelos involucrados en la sintesis de macromoléculas y acumulan lípidos,

glucógeno y filamentos intermedios. Las células y sus núcleos tienden a adoptar una fonrta mas
redondeada v disminuye el espacio extracelular entre las celulas ya que establecen uniones tipo

eomunieantes 1.-' adherentes (Hamilton v Mossrnan, l973j, van Tienhoven, 1983; Abraharrtson jr

Zom, l993}. Sin embargo. en el cerdo, oveja, vaca y yegua, no hay un contacto directo entre el
TE y el estroma endometrial y la deeidttalización estromal no ocurre (van Tienhoven, 1933).

A. ltnplatttaeión etnbrionari_a

l.n itnp|antaciót¬t en algunas especies se limita a la adhesión entre el TE con el epitelio Iuntinal

uterino. 1-ln tos roedores jr otros mamíferos que desarrollan plaeentas hemocoriales o endocoriales

(son placentas en donde el corión tiene contacto directo ya con la sangre o con el endotelio

vascular del endometrio, respectivamente), esta adhesión es seguida por la invasión del

endontctrió por parte del embrión (Abrahantson y Zorn. V193). Sin embargo, la adhesión entre el

TE Lv el epitelio uterino solamente puede iniciarse cuando ambos tejidos se encuentran en estados

ltsiológieos especificos: en el caso del TE en un "e.rttttt'o de eotnpetetteiu pero lo ttt:iitesiótr" y en

el caso del endometrio en un "emitió t'et'e,f:-tivo " tlìenker. 1993).

Durante el proceso de ìrnplantación ocurre la interacción entre dos epitelios: el del endorrtetrio 3'

el del 'IT etnbrionario. en donde celulas genéticamente diferentes (TE ¿tf endometrio) interactúan

[Roberts 3 col.. W96) y sus tttenthrttttas apicales adquieren caracteristicas adhesivas que

coinciden con el período de receptividad uterina (condición fisiológica del útero para permitir la

implantación. cuyo tiempo de duración es breve y también se le ha llamado "veria-:inn de to
irtt;1itrttrt:t't`rin " (Paria y col., 1993) 1.' es dependiente de las hormonas esteroides (Guzman y col..

l9€`fÍi; ltettker. lQ¢ì3}L
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En la mayoría de las especies, el endometrio completo es receptivo a la implantación. Sin 

embargo, en algunas de ellas las áreas de receptividad están restringidas y pueden variar desde 

solamente un cuerno a una pequeña parte del endometrio en un cuerno (van Tienhoven, 1983). 

La adquisición de la receptividad del endometrio y la adhesividad del TE dependen de Ja 

expresión de moléculas de adhesión (o por la supresión de moléculas que la impidan) en las 

superficies apicales correspondientes (Denker, 1990) de las cuales se hablará posteriormente. En 

muchas especies el blastoci sto penetra mas profundamente en el endometrio después de la 

adhesión al epitelio uterino , lo que implica la interacción del TE con la lámina basal (también 

conocida como membrana basal, representa la superficie de contacto con el tejido conjuntivo 

formada principalmente por una asociación de la proteína colágeno con glucoproteínas) y 

posteriormente con la MEC del estroma uterino, la cual consiste de macromoléculas secretadas 

por las células, como colágena, proteoglicanos, fibronectina, laminina, entre otras (Guzmán y 

col. , 1993 ; Gilbert, 1997). 

En la mayoría de los mamíferos, la implantación del embrión oc urre cuando se ha alcanzado la 

etapa de blastocisto, excepto en los ungulados, en los cuales una vesícula coriónica alargada con 

alantoides llega a adherirse al endometrio (tabla l) 

La implantación puede ser clasificada de acuerdo al grado de penetración de la mucosa uterina 

por el blastocisto, o de acuerdo al punto de la primera adhesión del TE (van Tienhoven, 1983). 

Acorde al primer criterio, la implantación puede ser: céntrica o superficial , excéntrica, 

parcialmente intersticial e interst icia l (Fig. 2). Si se considera la orientación del blastocisto dentro 

del útero, tomando en cuenta a la posición del disco germinal. la implantación puede ser: 

mesometrial con el disco de cara al mesometrio, antimesometrial con el disco mirando desde el 

mesometrio y lateral con el disco mirando entre las dos posiciones anteriores (Fig. 2). De acuerdo 

a las zonas de la primera adhesión trofoblástica tenemos: difusa, ant imesometrial, mesometrial , 

lateral, bilateral, circunferencial (o ecuatorial) y cotiledonaria (Fig. 3). 
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En ia mayoria de las especies, el endometrio completo es receptivo a la implantación. Sin

embargo, en algunas de ellas las áreas de reeeptividad estan restringidas y pueden variar desde

solamente un cuerno a una pequeña parte del endometrio ett un cuerno (van Tienhoven, 19331

La adquisición de la receptividad del endometrio y la adhesividad del TE dependen de la

eitpresión de moleculas de adhesión (o por la supresión de moleculas que la impidan) en las

superficies apicales correspondientes (Denkcr, 1990) de las cuales se hablara posteriormente. En

muchas especies el blastocisto penetra nias profundamente en el endometrio despues de la

adhesión al epitelio uterino, lo que implica la interacción del TE coii la lamina basal (tambien

conocida como membrana basal, representa la superficie de contacto con el tejido conjuntivo

formada principalmente por una asociación de la proteina colágeno con glucoproteinas) y

posteriormente con la MEC del estroma uterino, la cual consiste de macromolóculas secretadas

por las celulas, como colágena, proteoglicanos, fibronectitia, Iaminina, entre otras (Guzman v

col., 1993; Gilbert. 1991?).

En la mayoría de los mamíferos. la implantación del embrión ocurre cuando se ha alcanzado la

etapa de blastocisto, ei-:cepto en los ungulados. en los cuales una vesícula coriónica alargada con

alantoides llega a adherirse al endometrio (tabla ll.

La implaiitación puede ser clasiltcada de acuerdo al grado de peiietración de la mucosa iiterina

por el blastocisto, o de acuerdo al punto de la primera adhesión del TE (van Tienhoveii. 1933).
Acorde al primer criterio, la implantación puede ser: céntrica o superficial. eitcentrica,

parcialmente intersticial e intersticial (Fig. 2). Si se considera la orientación del blastocisto dentro

del útero, tomando en cuenta a la posición del disco gerniinal. la iniplantación puede ser:
niesometrial con el disco de cara al inesometrio, aiitimesometrial con el disco niirando desde el

mesoinetrio jr lateral con el disco mirando entre las dos posicioiies aiiteriores (Fig. 2). De acuerdo

a las zonas dc la primera adhesión trofoblastica tenemos: difusa. antiniesotiietrial. mesotnetrial.

lateral, bilateral, circunferencial (o ecuatorial) y cotiledonaria (Fig. 3).
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Figura 2. Patrones de implantación. 
Los cuatro dibujos superiores 
ilustran los patrones de implantación 
común observados en mamíferos. Los 
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orientación de la masa celular 
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B. Fases de la implantación. 

De acuerdo con Enders (1970), durante el período peri-implantacional ocurren los siguientes 

eventos: 

l. Distribución. En las especies politocas (animales que tienen varias crías), los blastocistos 

deben distribuirse al sitio donde se van a implantar. La distribución de éstos se debe a ondas de 

contracción muscular desde el oviducto hacia el útero . 

2. Orientación. Tanto en las especies monotocas como politocas los blastocistos son ubicados en 

una porción determinada del útero y son orientados de una manera específica en él. En la rata y el 

ratón los blastocistos son ubicados del lado antimesometrial uterino y se adhieren por las células 

del TEM. Durante este proceso ocurre la pérdida de la ZP; cuando el blastocisto llega al útero las 

células del TEM del ratón producen estrepsina, una proteasa que se encarga de lisar un segmento 

de la ZP (Yama1.aki y Kato, 1989) 

3. Aposición. La aposición se considera como la simple yuxtaposición entre el TE y el epitelio 

luminal. 

La aposición puede ocurrir por diversos mecanismos (Psychoyos. 1973; Enders. 1970; Edwards, 

1980): 

a) Por envolvimienlo. El hinchamiento del endometrio uterino causa que los blastocistos queden 

atrapados entre los repliegues uterinos y se establezca el contacto del TE con el epitelio 

uterino. como ocurre en la rata y el ratón. 

b) Por expansión. Los blastocistos se expanden para llenar la cavidad uterina quedando así en 

contacto con el endometrio, como en el conejo, cerdo, animales carnívoros y en el mono 

rhesus. 

e) Por acercamiento activo. Se establece por la aproximación del blastocisto a la mucosa 

uterina, ocurre en el cobayo, el chimpancé y el humano. 

4. Adhesión . La adhesión implica la participación de moléculas adhesivas entre ambos epitelio. 

La aposición y adhesión del embrión al endometrio involucra inter<icciones entre la superficie 

9 
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De acuerdo con Endcrs U970), durante el periodo peri-implaritacional ocurren los siguientes

eventos:

l. Distribucijin. En las especies politocas (animales que tienen varias crias), los blastocistos

deben distribuirse al sitio donde se van a iniplantat. La distribución de estos se debe a ondas de

contracción iiiuscular desde el oviducto hacia el úteroL

2. Orien_nitdì Tanto en las especies monotocas como politocas los blastocistns son ubicados eii

una porción deierniinada del útero y son orientados de una manera especifica en el. En la rata y el

ratón los blastocistos son ubicados del lado antiniesonretrial uterino jr se adhieren por las células

del TEM. Durante este proceso ocurre la pérdida de la ZP; cuando el blastocisto llega al útero las

celulas del 'FHM del ratón producen estrepsina, una proteasa que se eiicarga de Iisar un segmento

de la ZP {Yaniaaaki v Kato, l989)L

3. Aposición. La aposicióii se considera como ta simple yu:-:taposieión entre el TE 3' el epitelio

luminat.

La aposición puede ocurrir por diversos inccanisnios (Psycho)-'os, l973: Enders. l9'?Ú; Edwards,
l930):

ri) Por erii-oli-iiiiieiitu. El hinchaiiiiento del endonietrio uterino causa que los blastocistos queden

atrapados entre los repliegues uterinos gr se establezca el contacto del TE con el epitelio

uterino. conto ocurre en la rata y el ratóti.

b) Por e.r_uriri.i't`riiiL Los blastocistos se expanden para llenar la cavidad uteriiia quedando asi en

contacto con el endometrio. como en el conejo, cerdo, animales carnívoros si en el inono

rhesus.
cf) Por nt'er'crtrniento nctiiiri. Se establece por la aproximación del blastocisto a la mucosa

uterina, ocurre en el cobayo, el chimpancé y el humatio.

4. Adhesión. La adhesión implica la participación de moleculas adhesivas entre ambos epitelio.

l.a aposicióii 3.' adliesión del cnibrión al endrirnctrio iiivoliicra iiitcraecioiies entre la superficie
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cxlerna del TE y la superficie apical del epitelio luminal del útero . Tanto el blastocisto como la 

superfi cie apical del epitelio uterino no son adhesivos prev iamente. Así ambos tejidos deben de 

alcanzar un estado de "competencia para la adhesión" para soslener estas interacciones. En el 

caso del embrión. el estado no ad hesivo puede ser considerado parcialmente pasivo en el sentido 

que, para la mayoría de los periodos de preimplantación, el embrió n está encerrado en la ZP no 

adhesiva; sin embargo, no es el único factor responsable de la fa lta de adhesividad; ya que la 

remoción de ésta no es suficienle para que un embrión preimplantacional sea adhesivo. 

Los blasloc istos adhesivo-competentes tiene la capacidad de unirse a diversos tipos celulares y a 

componentes de la MEC: por otra parte cuando éstos son transferidos al útero antes de la fase 

receptiva tardan en implantarse. Esto parece ser debido a diversas razones que incluyen, una 

inadecuada expresión de moléculas promotoras de adhesión o a la presencia de moléculas que la 

impidan (Carson y col.. 2000). Ha sido considerada la participac ión de diversas moléculas que 

fac ili tan o impiden la ad hes ión durante la implantación (Carson y col, 2000; Kimber y 

Spanswick. 2000), entre ellas 

o) Las mucinas, son glicoproteínas que se expresan en la superfi cie ápical del epitelio uterino y 

representan una barrera física para el ataque enzimático y las infecciones. La mucina mejor 

estudiada en el aparato reproductor es la MUCJ (la nomenclatura en el ratón es Muc-1). La 

func ión que tiene esta molécula es la de inhibir la adhesión célula-célula y célula-matriz 

ex tracelular, su expresión parece estar regulada por una variedad de factores de crecimiento, 

que a su vez son modulados por hormonas esteroides. La remoción o reducción de mucinas 

favorece la adhesión del emhrión al útero en el ratón. En contraste en el conejo y el humano 

la expresión de las mucinas aumenta durante la fase recepliva y constituyen una barrera que 

los blas tocistos más maduros deben de superar para implantarse. 

h! Las proteoglicanos de heparan sulfato (HS) son proteínas que ll evan unidas cadenas de 

glucosarninoglicanos cargadas negativamente, participan en los procesos de adhesión celular; 

entre ellos el sindecano que se expresa durante el estado peri-implantacional en los 

embriones de ratón . El perlecano es encontrado típicamente en la lámina basal de muchos 

tej idos y se expresa fu ertemente en la interfase materno-fetal humana durante la preñez. 

e) Proteínas que unen HS; un pequeño número de proteí nas de unión a HS han sido detectadas 

en los sitios de adhesión del embrión como por ejemplo el LGF-HB (factor de crecimien to 
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superlicie apical del epitelio uterino no son adhesivos previamente. Asi ambos tejidos deben de

alcanxar un estado de “competencia para la adhesión" para sostener estas interacciones. En el

easti del embrión. el estado no adhesivo puede ser considerado parcialmente pasivo en el sentido

que, para la mayoria de los periodos de preimplantación, el enibrión esta encerrado en ta ZP no

adhesiva; sin embargo, no es el único factor responsable de la falta de adhesividad, ya que la
remoción de esta no es suficiente para que un embrión preimplantacional sea adhesivo.

Los blastocistos adhesivo-conipetentes tiene la capacidad de unirse a diversos tipos celulares jr a
componentes de la Ml;`C; por otra parte cuando éstos son transferidos al útero antes de la fase

receptiva tardati en implantarse. Esto parece ser debido a diversas razones que incluyen, una

inadeciiada expresión de moleculas promotoras de adhesión o a la presencia de moléculas que la

impidaii (Carson y col.. Í-3000). Ha sido considerada la participación de diversas moleculas que

tiicilitan o impiden la adliesion durante la implantación (Carson gr col. 2000; Kimber gr

f¬ip;tttsv.'icl<, ÍUUUJ. entre ellas:

nl i'.rt.i' iiiut:t`nti.r, son glicoproteinas que se expresan cti la superficie apical del epitelio uterino 3-'

representan utia barrera fisica para el ataque ettxiniatico 3-' las inlecciottes. La mucina mejor

estudiada en el aparato reproductor es la Mt/'(.`¡ (Ia nomenclatura en el ratón es Mac-I). La

función que tiene esta nioleeula es la de inhibir la adhesión celula-celula ji célula-matria
extracelular, su expresión parece estar regulada por utia variedad de factores de creciniiento,

que a su vea son modtilados por liomionas esteroides. La remoción o reducción de niucinas

favorece la adhesión del embrión al útero en el ratón- En contraste en el conejo y el humano
la expresiótt de las niucittas atintenta durante la fase receptiva y constituyen una barrera que

los blastocistos mas tnaduros deben de superar para implantarse.
til Lrts pi'uƒt*t›giictiiiris' rte liept.-rrtii i1u_lfs'to (HS) son proteiiias que llevan unidas cadenas dc

glueosainiiioglicanos cargadas negativamente, participan en los procesos de adhesión celular;
entre ellos el .rindecriiiu que se expresa durante el estado peri-implantacional en los

embriones de ratón. El perietvrno es encontrado típicamente en la lámina basal de muchos

tejidos jr se expresa fuertemente en la interfase materno-li-:tal humana durante la preñez.
el Prtiret'tins que trneii HS; un pequeño ttúntero de proteittas de unión a HS han sido detectadas

eii los sitios de adl¬1esión del embrión cotito por ejetttplo cl litil-`-llB (factor de crecimiento
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epidérmico que une heparina), el cual se presenta elevado en los sitios de implantación y es 

regulado por homonas esteroides, se ha demostrado que la unión de este factor de 

crecimiento al blastocisto no solamente requiere de la presencia de su receptor específico 

sino también de proteoglicanos de HS. 

d) Los ligandos de carbohidratos y sus receptores, algunos oligosácaridos son mediadores de la 

adhesión embrionaria como la lacto-N~fucopentosa-1 (LNF-1), sin embargo, la identidad de 

los sitios de unión a LNF-1 sobre los embriones no se ha determinado. 

e) Jntegrinas y ligandos de integrinas, estas glicoproteínas sirven como receptores para una 

variedad de ligandos de MEC. 

/) La trofinina, la tastina y la bistatina. Son proteínas con actividad promotora de adhesión. La 

trofinina es detectada en la superficie celular tanto de epitelio uterino como del TE. La 

trofinina requiere de una segunda proteína citoplásmica, la tastina, para sostener la adhesión, 

sin embargo, estas proteínas aparentemente no interactúan directamente una con otra, sino 

que forman parte de un complejo con elementos del citoesqueleto mediados por una tercera 

proteína llamada bistatina. Las tres proteínas han sido detectadas en el TE y las células 

decidualcs en la interfase materno-fetal humana tan temprano como la sexta semana de 

gestación y declinan al final del primer trimestre. 

5. Invasión o Penetración. En las especies en que la implantación es más profunda en el 

endometrio, primero se penetra, se desplaza o se asimila al epitelio luminal y después durnnte la 

interacción con la membrana basal y los tejidos subyacentes. el TE secreta enzimas como 

metaloproteinasas y activador de plasminógeno (Strickland y col., 1976; Behrendtsen y col., 

1992). Estas enzimas conducen a Ja degradación de las proteínas de Ja MEC del tejido uterino 

para que el blastocisto pueda penetrar a la pared uterina. 

Durante la implantación, en algunos mamíferos como el humano, el trofoblasto se diferencia en 

dos capas: el sincicitrofoblasto y el citotrofoblasto. El primero es más externo, presenta núcleos 

voluminosos y el citoplasma de sus células es continuo debido a que durante la división no hubo 

citocinesis o división citoplásmica, formando una masa citoplasmática multinucleada (sincicio). 

El citotrofoblasto está formado por una capa irregular de células ovoides (Edwards, 1980). 

11 
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reguiade per hemenas estereides, sc ha demestrade que la unien de este facter de

crccimiente al blasteciste ne seiamente requiere de la presencia de su recepter especifice

sine también de pretceglicanes de HS.
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En otros mamíferos, como el ratón , el TEM inicia la implantación en el día 4.5 de gestación y 

subsecuentemente se diferencía para formar las células gigantes primarias del trofoblasto (que 

surgen por duplicación del DNA), las cuales forman una red anastomosada de vasos sanguíneos 

en la periferia del embrión los cuales facilitan la difusión de los nutrientes y el oxígeno al 

embrión antes de la formación de la placenta. Ll TLP se mantiene en un estado proliferativo hasta 

el momento de la implantación. Después de la implantación ambos tejidos formarán dos 

estructuras extraembrionarias, el ectodermo extraembrionario y el cono ectoplacentario, este 

último dará lugar a las células gigantes secundarias del trofoblasto y posteriormente al 

espongioblasto de la placenta (Parast y col., 2001 ). 

Las células gigantes del trofoblasto presentan expresión de hormonas y factores de crecimiento 

como. lactogeno placentario y proliferina, así como de metaloproteasas. Este tejido se requiere 

para mantener la preñez y para la formación y vascularización de la placenta. Además. se encarga 

de mediar las inlcraciones con la decidua (Paras! y col., 2001 ). 

La invasión del TE puede ser de tres formas (van Tienho ven. 1983; Denker. 1990; Tabibzadeh y 

Babaknia, 1995: Carson y col., 2000). 

a) Penetración por desplazamiento (presente en rata y ratón). La unión del trofoblasto a la 

membrana apical del epitelio uterino es seguida por la degeneración y descamación de grupos 

completos de células epiteliales uterinas. Estas células se disocian de sus vecinas y se 

desprenden de su lámina basal , la cual posteriormente queda expuesta y accesible al avance 

del trofoblasto (Fig. 4a). La penetración subsecuente a la lámina basal aparentemente no es 

iniciada por el trofoblasto sino por procesos de células deciduales. las cuales degradan la 

lámina basal remanente. En los roedores el blastocisto promueve una respuesta decidual del 

endometrio durante la fase de aposición y éste pierde la ZP subsecuentemente. en el epitelio 

del área decidual primaria ocurre apostosis y es fagocitado por el trofoblasto, facilitando la 

penetración (Carson y col.. 2000). 

h) l'enetraciún por júsión (presente en el conejo. carnívoros y en rumiantes) la membrana 

plasmática apical de ciertas partes del TE se fusiona con aquellas del epitelio uterino y 

forman un sincicio mixto que contiene núcleos de origen embrionario y materno (Fig. 4b). 

Este sincicio revela en el conejo su comportamiento invasivo verdadero al penetrar a través 
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para mantener la preñea 5 para la formación y vasculariaación de la placenta- Ademas- se encarga

de mediar las interaciones con la decidua (Parast 3.-' col-_ 2001)-

La invasión del Tlf. puede ser de tres formas (van Tienhoven- N33; flettitcr- l9'~JCl_; Tabibaadeh y

Bahaltnia-_ Iflüfc Carson 3' col-- 2Ut`lÚ)-

ra* Perierrritvkin por r2'e-rpirrsrrniitfnro (presente en rata y ratón). La unión del trofoblasto a la

membrana apical del epitelio uterino es seguida por la degeneración y descamaeión de grupos

completos de celulas epiteliales uterinas- listas celulas se disocian de sus vecinas y se

desprenden de su lamina basal, la cual posteriormente queda expuesta y accesible al avance

del trofoblasto [Fig- 4a). La penetración subsecuente a la lamina basal aparentemente no es
iniciada per ei troiinblasto sino per procesos de celulas deciduales- las cuales degradan la

lamina basal remanente- En los roedores el blastocisto promueve una respuesta decidual del

endometrio durante la tase de aposición y este pierde la ZP subsecuentemente- en el epitelio

del area decidual primaria ocurre apestesis v es fagocitado per el trefeblaste, facilitando la

penetración (Carson gi col.- 2000)-
h) Penenrrncitiri por _ƒir-fiein (presente en el conejo- carnívoros y en rumiantes) la membrana

plasmática apical de ciertas partes del TE se fusiona con aquellas del epitelio uterino jr

forman un sincieio mixto que contiene núcleos de origen embrionario 3' materno t`Fig- filo)-

Este sincicio revela en el conejo su comportamiento invasivo verdadero al penetrar a traves
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de la lámina basal y degradar a los vasos sanguíneos subyacentes para formar el tipo de 

placenta hemocorial típico de contacto. Además de las especies antes mencionadas, la fusión 

entre el TE y el epitelio uterino también se ha observado en el humano (Denker, 1990). 

El blanco del TE de los carnívoros son las glándulas uterinas, con la formación masiva 

secundaria de un sinciciotrofoblasto invasivo que destruye el tejido estroma] intraglandular. 

En el conejo la invasión trofoblástica se dirige a capilares subepiteliales, los cuales son el 

blanco del embrión que invade. En las musarañas del género Blarina y Sorex, la superficie del 

epitelio uterino antes de la adhesión del TE muestra la fo rmac ión de criptas cilíndricas, las 

cuales forman las rutas de invasión (van Tienhoven, 1983). En rumiantes están involucradas 

células binucleadas. El sinciciotrofoblasto se fusiona con las células epiteliales superficiales y 

forman un sincicio que penetra la membrana basal del epitelio superficial (Tabibzadeh y 

Babaknia, 1995). 

e) Penetración intrusiva (presente en el cobayo, hurón, quizá también en carnívoros y mono 

rhesus). Este tipo de invasión incluye la penetración de procesos del siciciotrofoblasto entre 

las células epiteliales superficiales uterinas, lo cual lleva a una pérdida de uniones entre las 

células epiteliales vecinas y la formación de uniones entre el TE y las células epiteliales. 

El TE se interpone entre las células epiteliales y entonces penetra a través de la membrana 

basal bajo la superficie epitelial (Tabibzadeh y Babaknia, 1995), y se extiende debaj o. 

Pequeñas lengüetas de citopl asma del sinciciotrofoblasto han sido observadas entre las células 

epiteliales uterinas. Más tarde pueden o no fusionarse con otras simultáneamente y así forma 

un pequeño sincicio de diferentes grados dependiendo de la especie. Los procesos 

citoplásmaticos del sinciciotrofoblasto obviamente abren uniones intercelulares entre las 

células epiteliales uterinas (Fig.4c) , e irunediatamente después las uniones son aparentemente 

modificadas entre el TE y las células epiteliales uterinas adyacentes. Asi una combinación de 

estos mecanismos ocurre al menos en algunas especies (mono rhesus y quizá en el humano) 

(Denker, 1990). 

En el cobayo el trofoblasto sincicial envía proyecciones citoplásmalicas a través de la ZP para 

adherirse al epitelio luminal uterino. Los procesos no so lamente penet ran entre las células 

epiteliales uterinas sino también en la l<imina basa l. /\sí el blastoc isto completo se introduce 
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de la lamina basal y degradar a los vasos sanguíneos subyacentes para formar el tipo de

placenta hemocorial tipico de contacto- Además de las especies antes mencionadas, la fusión

entre el TE y el epitelio uterino tambien se ha observado en el humano (Denker, 1990)-

El blanco del TE de los carnívoros son las glándulas uterinas, con la formación masiva
secundaria de un sineìciotrofoblasto invasivo que destruye el tejido estromal intraglandular-

En el conejo la invasión trofoblàstica se dirige a capilares subepiteliales- los cuales son el
blanco del embrión que invade- En las rnusarañas del genero Bforino y Serex. la superficie del

epitelio uterino antes de la adhesión del TE muestra la formación de criptas eilindricas, las
cuales forman las rutas de invasión (van Tienhovert, l933l- En rumiantes esten involucradas

celulas binucleadas- El sincieiotrofoblasto se fusiona con las celulas cpitcliales superficiales 3'

forman un sincicie que penetra la membrana basal del epitelio superficial tTabibr-adeh v

Babaknia. 1995)-

Penetrrieirin inirusivo (presente en el cobayo, hurón, qtiiaá tambien en carnívoros 5' mono

rhesus}- I-Éste tipo de invasión incluye la penetración de procesos del siciciotrofoblasto entre

las celulas cpitcliales superficiales uterinas, lo cual lleva a una perdida de uniones entre las
celulas cpitcliales vecinas ¿v la tìorniación de uniones entre el 'l`E 1.' las celulas cpitcliales-

El TE se interpone entre las celulas cpitcliales y entonces penetra a traves de la membrana

basal bajo la superficie epitelial (Tabibzadeh jr Babal-tnia. lf)<)5)- v se ei-:tiende debajo-
Pequenas lengüetas de citoplasma del sinciciotrofoblasto han sido observadas entre las celulas

cpitcliales uterinas- Más tarde pueden o no fusionarse con otras simultaneamente y asi forma
un pequeño sincicie de diferentes grados dependiendo de la especie- Los procesos
citoplasmatices del sineiciotrofoblasto obviamente abren uniones intercelulares entre las

celulas cpitcliales uterinas (Fig-4e), e inmediatamente despues las uniones son aparentemente

inodificadas entre el TE y las celulas epiteliales uterinas adyacentes. Asi una combinación de

estos inecanismos ocurre al menos eii algunas especies (mono rhesus y quise en el humano)

(Denl-ter, 19%)-

lin el cobayo el trofoblasto sincicial envia proyecciones citoplasmaticas a traves de la ZP para

adherirse al epitelio Iuminal uterino- Los procesos no solamente penetran entre las celulas

cpitcliales uteriiias sitio también eii la I-.imina ha:-ia|- Asi el lilastocisto coinplcto se introduce
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en el es troma endometria l debajo del epitelio luminal , perdiendo la ZP durante el proceso. 

So lamente después de que e l blastocisto está dentro del endometri o, este último sufre una 

respuesta decidual similar a la de los roedores múridos (Carson y col. , 2000). 

~ 
~1fü1 
~ 

~ 
~ 

a 

~ 
~ 

Figura 4. Formas de invasión del 
Trofec todermo. En a, b y e se 
muestran los tres tipos de 
interacc ión entre el trofoblasto y 
el epiteli o uterino durante la 
penetración del primero. En a la 
penetrac ión es por 
desplazamiento, en b la 
penetrac ión es por fusión y en e 
la penetración es intrusiva (ver 
explicac ión en el texto). Basada 
en Denker ( 1990). 

Los tres modos descritos de penetración tienen en común que siempre empiezan con la adhesión 

de la membrana plasmática del epitelio uterino. Esto es un fenómeno general encontrado no 

solamente en los tipos invasi vos descri tos de implantación sino también en el tipo epitelio-corial 

no invasivo (cerdo, no incluido en la fi g. 4) (Denker, 1990, Carson y co l, 2000). 

C. Modificaciones del endometri o durante la implantación embrionaria. 

1. Cambios epiteliales: receptividad uterina. Durante la aparic ión de l es tado receptivo, el epite lio 

uterino presenta tanto cambios morfo lógicos como funcionales. ll gli cocáliz, una capa delgada 

de glucoproteínas, generalmente rev iste las células epiteliales en su lado apical, disminuye en 

cantidad y en carga negativa: norm almente las microvellosid ades npi cales se retraen, creando una 

superfi c ie li sa en muchas áreas: se observa la remodelación de las uniones estrechas, uniones 

adherentes y la ae tina de l c itoesq ueleto. En muchas, espec ies la fase recepti va está fuertemente 

asociada con la generación de proyecciones apicales grandes y anchas descritas como pinópodos, 
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en el estroma endometrial debajo del epitelio luminal, perdiendo la Z-P durante el proceso.

Solamente despues de que el blastocisto está dentro del endometrio, este último sufre una

respuesta deeidual similar a la de los roedores nnìridos (Carson jv col., 2tlItl=U)-

L. â- Figura 4, Fi;-,i~mas de invasión del
- ` _ _ - Trofeetodermo. En a. b y c se

kfü) 5, _' " i ' ' niuestran los tres tipos de
__ fi ' - - - _ interacción entre el trofoblasto y

" ' "U-~ "" "*' -_ -_, .~""" el epitelio uterino durante la
O . #1@ _ _ penetración del primero- En a la

É _ _ penetración es por
ì""\~*'¬"¬"f'f¬/ ' - desplaaantiento, en b la

ea, OQ'o 'ca-1'”“*
__ Ífí ¬________._.. _ .¬ã_ü T-3 ___ _ penetración es por fusión y en c
"&_.ï__3»f”"¿,,__ 'Ó -_, _ la penetración es intrusiva (ver
_-;/'___'“'f _,______ O O l explicación en el testo). Basada

U- _ O O en [ìtenlter { M90).

ei ll C

Los tres modos descritos de peitctración tienen en común que siempre empiezan con la adhesión

de la membrana plasma'-tica del epitelio uterino- Esto es un fenómeno general encontrado no

solamente en los tipos invasivos descritos de implantación sino tambien en el tipo epitelio-corial
no invasivo (cerdo, no incluido en la fig- 4) (Denker, 1990, Carson v col.- 2GilU)-

L". _Mod_i_ficaciones_del_ endometrio durante la in_tpl_a_ntació_n embrionaria.

l- Cambios epiteliales: rec_eptividad,uterina- Durante la aparición del estado receptivo, el epitelio

uterino presenta tanto cambios morfológicos como funcionales- El glicecalia, una capa delgada

de glucoproteinas, generalmente reviste las celulas epiteliales en su lado apical. disminuye en

cantidad y en carga negativa: normalmente las microvellosidades apicales se retraen, creando una
superficie lisa en muchas áreas; se observa la remodelación de las uniones estrechas, uniones

adherentes y la actina del citoesqucleto. En muchas, especies la fase receptiva está fuertemente

asociada con la generación de proyecciones apicales grandes jv aiichas descritas como pil'iópodos¬
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cuya función no es clara, pero se piensa que forman un sistema de recuperación de los 

componentes del fluido Juminal uterino (Carson y col., 2000). 

Comúnmente las células epiteliales están fuertemente polarizadas, pero esta característica cambia 

durante su tránsito al estado receptivo. Así se ha observado la pérdida o redistribución de varios 

marcadores de la membrana apical o basolateral, por ejemplo el sindecano, la integrina a6 y de 

distribución lateral a apila de las cadherinas (Kimber y Spanswick, 2000). El trofoblasto también 

presenta cambios fenotípicos durante la implantación dando lugar a poblaciones celulares 

sedentarias y migratorias. Estos cambios en el trofoblasto son caracterizados por modificaciones 

en la expresión de integrinas y metaloproteasas (Carson y col., 2000). Como resultado de lo antes 

expuesto, el epitelio uterino receptivo puede exhibir cambios en el comportamiento celular por 

ejemplo, descamación de las células de su lámina basal (en roedores), o compo11arse de una 

manera semi-invasiva al enviar proyecciones hacia su membrana basal (en el humano y el 

conejo), para facilitar la invasión del TE (Denker, 1993 ). 

Los experimentos de transferencia de blastocistos y de implantación retardada del ratón han 

mostrado que el estado de actividad del blastocisto es también un determinante importante en 

definir la "ventana de la implantación" en el útero receptivo; ya que en ausencia de blastocistos, 

los úteros receptivos entran en la fase no receptiva (Paria y col., 2000). Los resultados de estas 

investigaciones sugieren, primero que la ventana de la implantación está fuertemente regulada 

para que el estado activo del blastocisto coincida con el estado receptivo del útero. Segundo, el 

estradiol induce rápida, pero transitoriamente, la expresión de uno o varios factores en el útero 

sensibilizado por la progesterona, que activa a Jos blastocistos latentes para su implantación en el 

útero receptivo. Finalmente aunque los blastocistos latentes se activan metabólicamente in vitro 

no llegan a ser competentes para la implantación in situ (Carson y col., 2000; Paria y col., 2000). 

Se ha mostrado recientemente que el estradiol vía su receptor nuclear induce la receptividad 

uterina de una manera endocrina, mientras que su metabolito, el 4-hidroxiesteroide-17~ estradiol 

( 4-0l-I-E2, un catccolestrógeno ), producido en el útero a partir de estradiol media la activación 

del blastocisto de una manera paracrina. Los blastocistos latentes llegan a ser competentes para 

la implantación in vitro cuando son cultivados en presencia de 4-0H-E2 y se implantan 
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cuva función no es clara, pero sc piensa que forman un sistema de recuperación de los

componentes del fluido luminal uterino (Carson jr col., 20013)-

Com tinmentc las celulas epiteliales esten fuertemente polarieadas, pero esta caracteristica cambia

durante su tránsito al estado receptivo- Asi se ha observado la perdida o redistribución de varios

marcadores de la membrana apical o basolateral, por ejemplo el sindecano, la integrina ete v de

distribución lateral a apila de las cadherinas (Kimber v Spanstvick, 2tJU'ÍJ}- El trofoblasto tambien

presenta cambios fcnotipicos durante la implantación dando lugar a poblaciones celulares

sedentarias jr migratorias- Estos cambios en el trofoblasto son caracterizados por modificaciones

eo la esprcsión de integrinas v metaloproteasas (Carson y col., 2tl[ltl}. Como resultado de lo antes

ei-apuesto, el epitelio uterino receptivo puede eithibir cambios en el comportamiento celular por

ejemplo- descamaeión de las celulas de su lamina basal (en roederesj, o comportarse de una

manera senti~invasiva al enviar proyecciones hacia su membrana basal (en cl humano jr el

conejol, para facilitar la invasión del TE (lÍJenlter, 1993].

I-es experimentos de transferencia de hlastocistos gr de iniplantación retardado del ratón han

mostrado que el estado de actividad del blastocisto es tambien un determinante iinportaiitc cn

detinir la "ver-trono de to inipicirrocerin " en cl útero receptivo; va que en ausencia de blastocistos,

los óteros reeeptivos entran en la fase no receptiva (Paria 1v col., 2IÍli.`-'fl)- Los resultados de estas

investigaciones sugieren, primero que la ventana de la implantación este fuertemente regulada

para que el estado active del blastocisto coincida coit el estado receptivo del útero- Segundo- el

cstradiol induce rapida- pero transitoriamente- la ei-:presión de uno o varios factores eii el iltero

scnsihili:-:ado por la progesterona, que activa a los blastocistos latentes para su implantación en el

útero receptivo. Finalmente aunque los blastocistos latentes se activan irietabólicamcnte to v.r'i'ro

no llegan a ser competentes para la implantación in sifrr (Carson v col., Ztltlllt Paria v col., Éíliilfll-

Se ha mostrado recientemente que el cstradiol via su receptor nuclear induce la receptividad

titerina de una ntanera cndocrina, mientras que su metabolito. cl 4-hidroitiesteroide-l TB cstradiol

(4-Dll-E2, un catccolestrógeno), producido en el útero a partir de cstradiol media la activación

del blastocisto de una manera paracrioa. Los blastocistos latentes llegan a ser competentes para

la implantación tn virrri cuando son cultivados en presencia dc 4-Ut-l-E2 v se implantan
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exitosamente al ser transferidos a úteros tratados con progcsterona y cstrógenos (Paria y col., 

2000). 

2. Modificaciones estromales. 

a) A umenro de fa permeabilidad vascular y proliferación celular. En los primeros días de 

preñez, el blastocisto envía señales (como la poducción de factores de crecimiento) (Roberts 

y col. , 1996) al endometrio que causan en éste una respuesta, incluso antes de que exista 

contacto físico con él. En algunas especies (rata, ratón, conejo, cobayo, criceto) aumenta la 

permeabilidad en los capilares endometriales en las regiones donde ocurre la implantación 

con la producción de edema y extravasación de proteínas séricas (Psychoyos, 1973 ; 

Abrahamson y Zorn. 1993), por ello cuando se inyectan intravenosamente colorantes de alto 

peso molecular (azul de tripano , azul de pontamina, azul de Geigy, azul de Evans, etc.), éstos 

forman complejos con la albúmina sérica, se extravasan y se acumulan sólo en las zonas de 

implantación. formando bandas en el útero después de 30 minutos de la inyección del 

co lorante (Baiza. 1980: Abrahamson y Zorn. 1993 ). Este es el método usual para encontrar 

embriones implantados muy tempranamente (Fig. 5), donde no hay evidencia macroscópica 

de su presencia (por ejemplo en la mañana del 5º día de preñez en el ratón). 

La ocurrencia del aumento en la permeabilidad vascular sugiere que puede ser de alguna 

importancia general en el establecimiento de la preñez. Posiblemente las moléculas que se 

filtran de la sangre pueden actuar sobre el endometrio para permitir o inducir modificaciones 

que son necesarias para las interacciones propias con el embrión (Abrahamson y Zorn, 1993). 

Este incremento de la permeabilidad vascular concide con la reacción de adhesión entre e l 

trofoblasto y el epitelio luminal uterino (Carson y col.. 2000). 

Entre las modificaciones endometriales durante la implantación se presentan la proliferación 

del epitt·lio \ de los fihrohlastos estromales en el útero. En el ratón adulto. los estrógenos 

estimulan la proliferación de células epiteliales uterinas. mientras que este proceso en el 

estroma requiere tanto de progesterona y estrógenos (Paria y col. , 2000) 
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c¬-titosamente al ser transferidos a úteros tratados con progesterona ji estrógenos (Paris y col.,
?'tÍtt]tIl).

T' Medifisaciotics-cstr_om_a1e_s-_

Arrnienrri rie lo prrrmerrbiliriod vo-rr-'iil'rrr y prr›l'r`)'errrr'ión refutar- En los primeros dias de

preñez- el blastocisto envia señales (como la poducción de factores de crecimiento) (Roberts

v col., 19%) al endometrio que causan en este una respuesta, incluso antes de que exista

contacto fisico con el- En algunas especies (rata, ratón, conejo, cobayo, criceto) aumenta la

pernieabilidad en los capilares endometriates en las regiones donde ocurre la implantación

con la producción de edema y estravasación de proteinas sericas (Psychoyos, 19?-f'3;

ftbrahantson jr Zorn. l993), por ello cuando se inyectan intravcnosamente colorantes de alto

peso molecular (azul de tripano, azul de pontamina, azul de Geigy, azul de Evans, etc-), estos

forman complejos con la albúmina serica. se erttravasan y se acumulan sólo en las zonas de

implantación- formando bandas en el útero despues de 30 minutos de la inyección del

colorante tllaiza- IQSÚ: Abrahamson y Zorn. 1993). F-ste es el metodo usual para encontrar

embriones implantados muy tempranamente (big. 5]. donde no hay evidencia macroscópica

de su presencia (por ejemplo en l.=-t mañana del 5° dia de preñez en cl ratón)-

La ocurrencia del aumento en la permeabilidad vascular sugiere que puede ser de alguna
importancia general en el establecimiento de la preñez- Posiblemente las moleculas que se

filtran de la sangre pueden actuar sobre el endometrio para permitir o inducir modificaciones

que son necesarias para las interacciones propias con el embrión (Abrahamson j' Z-om, N93)-
Este incrcinento de la permeabilidad vascular concide con la reacción de adhesión entre el

trofoblasto 5 el epitelio luminal uterino (Carson y col.. 2000).

Entre las niodificaciones endometriales durante la implantación se presentan la proliferación

del epitelio jr de los fìhrohlastos estromales en el útero- En el ratón adulto. los estrógenos

estimulan la proliferación de celulas epiteliales uterinas- mientras que este proceso en el

estroma requiere tanto de progesterona jr estrógenos (Parla y col., Etlfltlì.
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Figura 5. Detección macroscópica de las zonas de implantación . Al adm111istrar por vía 
intravenosa algún colorante de alto peso molecular (azul de tripano, azul de Evans, etc .) 
forman complejos con la albúmina sérica. los que atraviesan los capilares y se acumulan en las 
zonas de implantación en el útero (Mod ificado de Bates, 1976 por Baiza, 1980). 

Por su parte la MEC del útero también es remodelada, los fibroblastos estromales 

presentan vacuolas que contienen fibras de colágena, que so n positivas a fosfatasa ácida, 

lo que indica que la colágena ha sido fagocitada y está siendo digerida. La fagocitosi s de 

fragmentos de colágena es importante en la remodelación de la MEC del endometrio, por 

lo que se piensa que esta proteína pudiera presentar cambios durante la decidualización 

(Abrahamson y Zorn, 1993). Varias modificaciones tambi én han sido observadas en los 

Yasos sanguíneos endometriales durante el período preimplantac ional. Es común ver 

cé lulas endoteliales dividirse en los capilares del estroma endometrial. Adicionalmente se 

ha observado la proliferación de pericitos alrededor de los capilares sanguíneos 

endometriales (Abrahamson y Zorn, 1993). 

b) Decidualización. Después de Ja adhesión las células epiteliales pasan por apoptosi s, 

mientras que las células estromales entran en una proliferación ex tensiva y se diferencian 

L'n células deciduales en el sitio de aposición del blastocisto (Cnson y col., 2000). 

En respuesta a los estímulos del blastoc isto las células estroma les se diferencian en células 

deciduales las cuales son más activas tanto en sí ntesis de proteínas y ácidos nucleicos 
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Figura S. Deteccion macroscopica de las zonas de implantacion. A1 administrar por via
intravenosa algún colorante de alto peso molecular (azul de tripano, azul de Evans. etc.)
forman complejos con la albúmina sérica. los que atraviesan los capilares y se acumulan en las
¡zonas ele implantacion en el útero tlvlodificatio de Bates. lúïü por Baixa, 1980).

Por su parte la MEC del útero también es remeuzlelada, los fibroblastos estromales
presentan vacuolas que contienen libras de colagena. que son positivas a fosfatasa ácida,

lo que indica que la eolagena ha sido fagocitada y está siendo tligerida. La fagocitosis de

fragmentos de colagena es importante en la remodelación de la MEC del endometrio. por

lo que se piensa que esta proteina pudiera presentar cambios durante la decidualizacion

[Abrahamson y Zorn, 1993). Varias modificaciones también han si-¿lo observadas en los
vasos sanguíneos endometriales durante el periodo preimplantaeional. Es común ver

celulas endoteliales dividirse en los capilares del estroma entlometrial. Adicionalmente se

ha observado la prolifcracion dc pericitos alrededor de los capilares sanguíneos

endonietriales (Ahrahantson y Zorn, l993).

b} Detíditaƒi;-:ae'ión. Despues de la adhesión las células epiteliales pasan por apoptosis,

mientras que las células estromales entran en una proliferación extensiva 1; se diferencian
en celulas deciduales en el sitio de aposicion del blastocisto (Carson y col., 2UÚü}.

En respuesta a los estímulos del blastocisto las células cstromalcs se diferencian en células

elccitlualcs las cuales son mas activas tanto en sintesis de proteinas y ácidos nucleicos

li'



como en el metabolismo energético. La decidualización en los roedores empieza en la 

región del estroma! inmediatamente alrededor de la cripta mucosa donde el embrión está 

implantado, inicialmente antimesometrial y subepitelial. Las primeras células deciduales 

están ya presentes cuando el epitelio es desplazado y el TE alcanza la lámina basal. La 

decidualización entonces se extiende antimesometrialmente hacia el miometrio, y pocos 

días después, también puede observarse una reacción conspicua en el endometrio 

mesometrial (Abrahamson y Zorn, 1993). 

Entre las funciones de la dccidua están la de nutrir al embrión, la separación de los 

embriones en la preñez politoca, contribuir a la formación de sistemas vasculares 

individuales durante el desarrollo de la placenta, la restricción de la invasión trofoblástica, 

la formación de una zona de "segmentación" para la separación de la placenta de la pared 

uterina durante el parto, la de secreción y la participación en la repuesta inmunológica en 

la preñez (Abrahamson y Zorn, 1993). 

3. Eventos tardíos en la invasión del endometrio. La laminina y la colágena IV desaparecen de la 

membrana basal del epitelio luminal antes de que el trofoblasto alcance la superficie basal del 

epitelio luminal por lo que no están disponibles para la interacción con el trofoblasto. Al inicio de 

la invasión, sin embargo. las células deciduales tienen una abundante secreción de laminina, 

entactina, colágena tipo IV y proteoglicanos de heparan sulfato (todos ellos substratos del 

trofoblasto) y una baja producción de fibronectina. La MEC es rearreglada en una capa 

pericelular alrededor de las células deciduales en el humano. o en parches o manchas en el ratón 

(Kimber y Spanswick. 2000). 

Las moléculas de la MEC están disponibles para la adhesión y migración del trofoblasto y 

también como una fuente de unión de factores de crecimiento e inducción de la diferenciación. 

Conforme el trofoblasto de murino se extiende in vitro, diversas subunidades de integrinas (al, 

c1.6a y u- 7) son expresadas por el trofoblasto. En combinación con la (l l, estas integrinas forman 

receptores para laminina y colágena. Estas se expresan durante la invasión in vivo sugiriendo un 

mecanismo de encendido a este grupo de integrinas para esta fase. Anticuerpos ncutralizantes 

contra intcgrinas ~ 1 evitan la adhesión y la extensión del trofoblasto de ratón sobre fibronectina y 

la adhesión de citotrofoblasto humano a fibronectina o laminina (Kimber y Spanswick, 2000). 
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embriones en la preñea poliloca, contribuir a la forntacion de sistemas vasculares
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uterina durante cl parto. la de secrecion ji la participacion en la repuesta inmunologica en
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111. Antecedentes 

A. Implantación in vitro de blastocistos de ratón. 

Los embriones de ratón han sido usados extensivamente para experimentos de bioquímica y 

genética. Además, su estructura. tasa de segmentación e implantación son similares a las del 

embrión humano (Edwards, 1980). La mayor parte del estudio sobre el desarrollo de embriones 

in vi/ro se ha hecho en esta especie; puesto que sus embriones toleran un extenso intervalo de pH 

y presión osmótica (Edwards , 1980). 

Generalmente para obtener un buen número de embriones, las hembras son superovuladas por 

medio de Ja administración de gonadotropinas como las provenientes del suero de la yegua 

preñada (PMSG) y/o la gonadotropina coriónica humana (hCG), las cuales inducen al desarrollo 

folicular y a la ovulación (Gonda y Hsu, 1980; Tachi. 1992) 

Los blastocistos de ratón en medios de cultivo apropiados que contengan suero adquieren 

numerosas propiedades análogas a aquellas observadas durante el período peri-implantacional in 

lllero. Los blastocistos de roedores se expanden y escapan de su ZP. El TEM adquiere 

propiedades de adhesividad a la superficie de cultivo (de vidrio o plástico), y subsecuentemente 

propiedades migratorias (extensión) (Edwards, 1980; Sellens y Shennan, 1980). El TEP prolifera 

situándose entre el trofoblasto y la MCJ (Edwards. 1980). Todo este proceso se conoce como 

implantación in vitro. 

Partiendo de blastocistos de ratón obtenidos al 4º día de preñez y cultivados en un medio simple 

con suplemento de SBF (inactivado por calor) al 10%, el rompimiento de la ZP inicia a las 12 h 

de cultivo y una vez fuera de ella. se adhieren a la cubierta de plástico entre las 24 y 48 h (Gonda 

y Hsu, 1980). Las células del TEM llegan a extenderse a las 48 h de cultivo y en ocasiones, a las 

72 h. ya se formó el cilindro embrionario y comienza la diferenciación de las tres capas 

germinales. Después de las 96 h de cultivo, la cavidad pro-amniótica puede ser observada en el 

cilindro embrionario (Tachi , 1992). 

Cerca de las 48 h de cultivo, el blastocele ha empezado a colapsarse conforme las células del 

TEM se transforman en células gigantes durante su extensión en Ja caja de cultivo. 
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Los embriones de raton han sido usados extensivamente para experimentos de bioquímica y

genetica. Ademas, su estructura. tasa de scgrnentacion e implantacion son similares a las del

embrion humano (Edwards, 1980). La mayor parte del estudio sobre el desarrollo de embriones

in vitro se ha hecho en esta especie; puesto que sus embriones tolcran un extenso intervalo de pH
y presion osmotica (Edwards, l980).

I

Generalmente para obtener un buen número de embriones. las hembras son superovuladas por

medio de la administracion de gonadotropinas como las provenientes del suero de la yegua

preñada (PMSG) yfo la gonadotropina corionica humana (h(`G), las cuales inducen al desarrollo

folicular y a la ovulacion (Gonda gr Hsu, l930; Tachi, 1992)

Los blastocistos de raton en medios de cultivo apropiados que contengan suero adquieren

numerosas propiedades análogas a aquellas observadas durante el período peri-implantacional in

i.-tere. Los blastocistos de roedores se expanden y escapan de su ZP. El TEM adquiere

propiedades de adhesividad a la superficie de cultivo (de vidrio o plastico), y subsecuentemente

propiedades migratorias (extension) (Edwards, 1980; Scllens gr Sherman, 1980). El TEP prolilìera

situándose entre el trofoblasto y la MCI (Edwards. 1981)). Todo este proceso se conoce como

implantacion in vitro.

Partiendo de blastocistos de raton obtenidos al 4*' día dc preoca ji' cultivados en un medio simple
con suplemento de SBF [inactivado por calor) al 10%. el rompimiento de la ZP inicia a las 12 h

de cultivo y una vea fuera de ella. se adhieren a la cubierta de plástico entre las 24 v 43 h (Gentle

jr Hsu. 1930). Las celulas del TEM llegan a extenderse a las 43 h de cultivo y en ocasiones, a las
12 h, ya se liormo el cilindro embrionario y comienza la diferenciacion de las tres capas

germinales. Despues de las 96 h de cultivo, la cavidad pro-amniolica puede ser observada en el

cilindro embrionario (Tachi. 1992).

Cerca de las 48 h de cultivo, el blastocele ha empezado a colapsarse conforme las celulas del
TEM se transforman en celulas gigantes durante su extension en la caja de cultivo.
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Aproximadamente a las 72 h, la cavidad del blastocele ha desaparecido debido al agrandamiento 

de la MCI y la extensión de células del TEM. Conforme la MCI continua creciendo en 

circunferencia, su crecimiento hacia abajo es mecánicamente inhibido por la superficie plástica y 

empieza a migrar hacia arriba atravesando el espacio entre el trofoblasto mural y polar, y 

eventualmente descansarán sobre una cima de células del TEP las cuales han formado el cono 

ectoplacentario (Gonda y Hsu, 1980). 

El análi sis bioquímico indica que los concepri (plural de conceptus) en desarrollo también 

expresan vari os productos de genes propios de la diferenciación del trofoblasto durante el período 

peri-implantacional tanto in u/ero como in vitro. Estos incluyen a la subunidad A de la lactato 

deshidrogenasa, al activador de plasminógeno y a la L'i.5-3~ hidroxiesteroide deshidrogenasa 

(3~HED) (Séllcns y Sherman, 1980) 

En los primeros estudios de implantación in vi/ro se usaron tiras de endornetrio, las que eran 

co locadas en una superficie de medio con agar nutriti vo, lo cual permitía que los blastocistos 

culli vados se adhirieran al endometrio (Sherman. 1978); sin embargo, estas condiciones son muy 

complejas, difíciles de observar y los embriones no interactúan con el epitelio uterino sino que se 

adhieren en zonas en que este tejido habia sido dañado (Wilson y k nkinson, 1974). 

Se han establecido las condiciones básicas del cultivo para las distintas fases de la implantación 

in vitru. Para la formación del blastoc isto y la ruptura de la ZP se requiere de una solución 

balanceada de sales, con un suplemento de fuentes de energía como la glucosa, el piruvato, el 

lactato, ade más de la presencia de una proteína, por lo general BSA (Baiza, 1994 ). Sin embargo, 

para que los procesos de adhesión y diferenciación celular del TE se lleven a cabo, es necesario 

complementar el medio de cultivo con aminoácidos y SBF, este último puede ser sustituido por el 

co-cultivo con otras células (Sherman, 1978) o por la adición de proteínas de la matriz 

extracelular (Armant y col., 1986a, Armant, 1991) o por el empleo de fetuina (Rizzino y 

Sherman. 1979. Sellens y Sherman, 1980). 

Los blastocistos son capaces de implantarse in 1·itro sobre monocapas de di versos tipos celulares, 

sean o no de tejido uterino (Sherman, 1978. Sherman y Salomon, 1975). Fn estas condiciones no 

se observa la interdigitación de microvcl Josidades entre el TF y las células en cultivo, más bién 
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Aproximadamente a las 'F2 h, la cavidad del blastocele ha desaparecido debido al agrandamiento

de la MCI y la extension de celulas del TEM. Conforme la MCl continua creciendo en

circunferencia, su crecimiento hacia abajo es mecánicamente inhibido por la superficie plástica y

empieza a migrar hacia arriba atravesando el espacio entre el trofoblasto mural y polar, y

eventualmente descansaratt sobre una cima de celulas del TEP las cuales han formado el cono

ectoplacentario (Cìonda y Hsu, l'ï1!S{l).

El analisis bioquímico indica que los cura,-epri (plural de i:onceprn,rl en desarrollo también

expresan varios productos de genes propios de la difercnciacion del trofoblasto durante el periodo

pcri-implantacional tanto tu arero como in vitro, Estos incluyen a la subunidad A de la lactato

deshidrogenasa, al activador de plasminogeno y a la A5-35 hidroxiesteroide deshidrogenasa

(3BHEDl (Sel|ens y Sheraton, lfålt-ill).

En los primeros estudios de implantacion in vitro se usaron tiras de endometrio, las que eran

colocadas en una superficie de medio con agar nutritivo, lo cual permitía que los blastocistos

cultivados se adhirieran al endometrio (Sherman, W731; sin embargo, estas condiciones son muy

complejas, difíciles de observar y los embriones no interactúan con el epitelio uterino sino que se
adhieren en zonas en que este tejido habia sido dañado (Wilson y .lenl-tinson, 1974),

Se han establecido las condiciones basicas del cultivo para las distintas fases de la implantacion

in vitro. Para la formacion del blastocisto y la ruptura de la ZP se requiere de una solucion

balanceada de sales. con un suplemento de fuentes de energia como la glucosa, el piruvato, el

lactato, ademas de la presencia de una proteina, por lo general ESP. (Baiaa, 1994). Sin embargo,

para que los procesos de adhesion y difercnciacion celular del TE se lleven a cabo, es necesario

complementar el medio de cultivo con aminoácidos y SBF, este último puede ser sustituido por el

co-cultivo con otras celulas (Sherman, l97S) o por la adicion de proteinas de la matriz

extracelular (Armani y col., l9'8oa, Armant, 1991) o por el empleo de fetuina (Rizccinti y
Sherman, l97'-I. Sellens y Sherman, 1930).

Los hlastocistos son capaces de implautarse in 1'.-'tro sobre tnonocapas de diversos tipos celulares.

sean o no de tejido uterino (Sherman, N73. Sherman y Salomon, 1'~l?5}. l-Ín estas condiciones no

se observa la interdigitacion de microvcllosidades entre el `l`l-Í y las celulas en cultivo, mas bien
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las células son desplazadas y el TE se extiende sobre la m;:itri z secretada por ellas (Sherman, 

1978; Sherman y Salomon, 1975 ; Glass y col., 1979). 

Los modelos de implantación in vitro parecen estar más relac ionados con la interacción del 

blastocisto con la matriz extracelular durante la invasión del endometrio, por lo que el modelo in 

vitro se ha equiparado más con el proceso de invasión del TE (Guzmán y col., 1993). 

Dentro de las proteínas de matriz extracelular que se han empleado para sostener la extensión del 

TE se tiene : colágena tipo 1 (Wilson y Jenkinson, 1974), laminina, fibronectina y colágena tipo 

IV (A rmant y col., l 986a , Shuterland y col., 1988; Armant, 199 l ), vitronectina (Armant y col., 

l 986b) y trombospondina (O'Shea y col., 1990); también puede ser sostenida por 

glicosaminoglicanos como el ácido hialurónico (Carson y col.. 1987) . 

El mecanismo por el que el suero sostiene Ja adhesión y extens ión del TE sólo ha sido 

parcialmente dilucidado, es suficiente exponer el área de cultivo al mismo. para que se forme una 

cubierta capaz de sostener Ja adhesión y ex tensión del trofohlasto (Baiza, 1994), lo que sugiere 

que el sue ro proporciona un fac tor de adhesión que recubre la supe rfici e de cultivo que favorece 

el proceso. El factor es sensible a tripsina y de alto peso molecular. Los factores séricos no se 

han identificado. En una caracterización parcial de los mi smos, se ha encontrado que 

componentes del suero con un peso molecular de 30 a 100 kDa son capaces de inducir la 

adhesió n e inicio de la extensión del TE, mientras que factores mayores a l 00 kDa promueven 

una mayor extensión del mismo y el inic io del desarrollo de la MCI y de acuerdo con Tachi , 

( 1992). dentro de los primeros podrían estar la fetuina y algunos factores de crecimiento; en los 

segundos, moléculas de adhesión como la fibronectina o la vitronect ina. 

La ad ición de anticuerpos neutrali zantes contra fibronectina sérica ca usa una disminución en el 

área de extensión del trofobl asto inducida por el suero (Martine1., 1994; Baiza 1994). Sin 

embargo. la adhesión de los blastocistos no es afectada. Por lo que la fibronectina sérica 

proporciona un substrato para la extensión del trofoblasto pero deben de existir otros factores 

séricos implicados. 
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las celulas son desplazadas y el TE se extiende sobre la matriz secreiada por ellas (Sherman,

l9?8: Sherman y Salomon, l9?5; Glass y col., l979).

Los modelos de implantacion in virrri parecen estar más relacionados con la interaccion del

blastocisto con la matriz extracelular durante la invasion del endometrio, por lo que el modelo in
vitro se ha equiparado mas con el proceso de invasion del TE (Guzman y col., 1993).

Dentro de las proteinas de matriz extracelular que se han empleado para sostener la extension del

TE se tiene: colágena tipo l (Wilson y Jcnkinson, l974), laminina, fibroncctiiia y colagena tipo

llv' (Armani y col,, 193621 , Shuterland y col., V933; Armani, 1991), silroneetina (Armani y col.,

l93ob] y trombospondina (O`Shea y col., 1990); tambien puede ser sostenida por

glicosaminoglicanos como el acido hialuronico (Carson y col., 1987).

El mecanismo por el que el suero sostiene la adhesión y extension del TE solo ha sido

parcialmente dilucidado, es suficiente exponer el area de cultivo al nusnio_ para que se forme una

cubierta capaz de sostener la adhesion y extension del trofoblasto (Bahia, 1994], lo que sugiere
que el suero proporciona un factor de adhesión que recubre la superficie de cultivo que favorece

el proceso. El factor es sensible a tripsiiia y de alto peso niolecular. Los factores séricos no se
han identificado. En una caracterización parcial de los mismos, se lia encontrado que

componentes del suero con un peso molecular de 30 a 100 kDa son capaces de inducir la

adhesioii e inicio de la extension del `l`l-Ã, mientras que lactores niayores a IÚU klJa promueven

una mayor extension del mismo y cl inicio del desarrollo de la l'v“lCl y de acuerdo con Tachi,

(l9*?Ã*l. dentro de los prinieros podrian estar la fetuina y algunos factores de crecimiento; en los

segundos, moleculas de adhesion como la libronectiiia o la vitronectiiia.

La adicion de anticuerpos neutralizantcs contra fibronectina serica caiisa una disminución en el

area de extension del trofoblasto inducida por el suero (Martinica, 1994; Baiaa l994], Sin

embargo, la adhcsion de los blastocistos no es afectada. Por lo que la fibronectina serica
proporciona un substrato para la extension del trofoblasto pero deben de existir otros factores

sericos implicados.
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B. Cambíos bíoquímícos y morfológicos del TE durante su diferenciacíón in vitro. 

El linaje celular del trofoblasto surge antes de Ja implantación. en Ja etapa de blastocisto, primero 

como un simple epitelio (el TE). Antes de este estado. todas las blastómeras son competentes 

para formar tanto trofoblasto como a las células de la MCI. Sin embargo, dos factores influencian 

su destino final: 1) la posición de las blastómeras, pues solamente las blastómeras que están 

colocadas periféricamente en Ja mórula compactada de 8 células llegarán a ser trofoblasto, 

mientras que las células internas llegarán a ser parte de la MCJ. 2) Perdida de la expresión del 

factor de transcripción Oct4. La expresión de Oct4 ocurre en todas las blastómeras 

tempranamente durante el desarrollo, pero llega a extinguirse en el TE y se mantiene en la MCI. 

En conceptus deficientes de Oct4. todas las células adoptan un destino de trofoblasto 

independientemente de la posición que tengan en Ja mórula compactada, lo que indica que Oct4 

es crítico para el mantenimiento de Ja MCI (Cross, 2000). 

Uno de los principales destinos del TE en el ratón es la formación de células gigantes del 

trofoblasto, éstas son poliploides y se forman como resultado de endoduplicación, el proceso 

donde las células continúan a través de su circuito de síntesis de DNA en ausencia de mitosis. 

Estas células son homologas a las células de citotrofoblasto de la placenta humana las que 

también son poliploidcs aunque en menor magnitud. Además ambos tipos celulares son invasivos 

e interactúan con los vasos sanguíneos maternos (Cross. 2000) 

Las células gigantes del trofoblasto surgen en diferentes tiempos durante el desarrollo del ratón. 

Las que corresponden al trofoblasto "primario" derivan de la transfonnación del TEM después de 

la implantación. Las células gigantes que se forman posteriormente o "secundarias" son derivadas 

de las células precursoras que residen en el cono ectoplacentario y más tarde de la capa del 

espongiotrofoblasto (Cross. 2000; Parast y col., 200 l ). 

Los factores que inducen a la formación del TE, la adquisición de su estado adhesivo y su 

diferenciación posterior a trofoblasto son poco conocidos. 

Tales eventos de diferenciación. al igual que el desarrollo del patrón temporal de la expresión de 

algunos de los parámetros morfológicos y bioquímicos propios de la diferenciación del 

trofoblasto, tales como formación de células poliploidcs ( Barl(m y Sherman, 1972) y expresión 
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li. Cambios bioquímicos v morfologicos del TE durante su difercnciacion oir vgrrol

Fl linaje celular del troloblasto surge antes de la implantación, en la etapa de blastocisto, primero

como un siniple epitelio (el 'fl-1], iltrttes de este estado, todas las blastomeras son competentes

para formar tanto irolohlasto como a las celulas de la lvlCl. Sin embargo, dos factores inlluencian

su destino final: l] la posicion de las blastomeras, piies solamente las blastomeras que estan

colocadas perifericamente en la moriila compactada de ll celulas llegaran a ser trofoblasto,

inicntras que las celulas internas llegaran a scr parte de la lvl{Íl. 2) Perdida de la expresion del

factor de transcripcion Llcid. La expresion dc ücnl ocurre en todas las blastomeras

temprananieiitc durante el desarrollo, pero llega a cxtinguirse eii el TE y se mantiene en la l'vllL`l_

En eoiiee_otii,v dcfieieiites de field, todas las celulas adoptan un destino de troloblasto

independientemente de la posicion que tengan en la morula compactada, lo que indica que Uci-=l

es critico para el mantenimiento de la MC] (Cross, 2IÍlIÍl{l},

llno de los principales destiiios del Tfi en el raton es la forniacion de celulas gigantes del

troloblasto, estas soii poliploides y se fomian conto resultado de endoduplicacion, el proceso

donde las celulas coiiiinúan a traves de sii circuito de sintesis de lÍil\li**-. en ausencia de initosis.

listas celulas son homologas a las celiilas de cilotrofoblasto de la placenta humana las que

tambien soii poliploides aiinriue eii menor niagiiitiid, Adenios ambos tipos celulares son invasivos

e inieractúaii con los vasos sangiiiiieos matcriios l_[.`ross, Éllllfll.

Las celulas gigantes del trofohlasto siirgeii en diferentes tieinpos durante el desarrollo del ratoii.

Las que corresponden al trofohlasto “primario” derivan de la transformacion del TEM dcspties de

la implantacion. Las celtilas gigantes que se fornian postcriornieiite o "secundarias" son derivadas

de las celulas precitrsoras que residen en el cono ectoplacentario y mos tarde de la capa del

espongiotrofoblasto (Cross, Étlütl; Parast y col,, Élllfll ].

Los factores que inducen a la formacion del TE, la adqiiisicion dc su estado adhesivo y su

dilereneiación posterior ii trofohlasto son poco conocidos.

Titles eventos de difcreiiciacion, al igual que el desarrollo del patrón teinporal de la expresion de

alguiios de los paronietros morfológicos y bioouimicos propios de la difercnciacion del

triiliibliistii. tales coiiio tiirniación de celulas poliploidcs lllarlnu y Sherman, lflïïl y expresion
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de la P-glucuronidasa (Sellens y Sherman, 1980), del activador de plasminógeno (Strickland y 

col., 1976), de la 3P HED (Chew y Sherman, 1973), y de la subunidad A de la lactato 

deshidrogenasa (Sellens y Sherman, 1980), ocurren in virro en forma similar a la natural en el 

útero, aún en ausencia de suero y factores de origen materno, por lo que se piensa que su 

surgimiento está intrínsecamente programado durante el desarrollo (Chew y Sherman, 1973; 

Sherman y Salomon, 1975 ; Strickland y col., 1976; Sellens y Sherman, J 980) . 

En los blastocistos que no son capaces de romper la zona pelúcida en cultivo se expresan algunos 

de los marcadores de diferenciación del trofoblasto como son la formación de células gigantes 

poliploides (Barlow y Sherman, 1972), y la expresión del activador del plasminógeno (Strickland 

y col., 1976), sin requerirse para ello ni de la ruptura de la ZP, ni la adhesión, ni extensión del 

trofoblasto. 

C. Suero bovino fetal 

El SBF se ha empleado extensivamente como un suplemento en cultivos celulares y de tejidos, 

entre sus componentes se encuentran proteínas (albúmina, inmunoglobulinas), ferritina, enzimas 

como la fosfatasa alcalina, la P-N-acetil-D-galactosaminiltransferasa y la P-0-
glucuroniltransferasa fetuina, fibronectina, citocinas (factor de crecimiento insulinoide -11) 

interleucina - 1 a. hormonas (insulina. testosterona, progesterona y l 7P-estradiol). Además de 

glucosa, hierro, bicarbonato, magnesio, bilirrubina. fosfato s, potasio, calcio, cloruro, sodio, 

colesterol, creatinina. trigliceridos y ácido úrico 

(http ://www.atlantabio .com/ fetal bovine serum.htm,; Fujimoto y Kern, 1991 ; Hida y col. , 1995; 

Kakuta y col., 1997; Tsuchida y col. , 1999; Valenzano y col. , 1995). 

Dentro de ellos pueden ser importantes para inducir la adhesión y diferenciación celular; la 

fetuina, la fibronectina. las hormonas y los factores de crecimiento. 

l . Fetuina 

a) Características: La fetuina fue la primera proteína plasmática que fue descrita, siendo 

purificada del suero fetal de bovino por Pedersen ( 1944) Constituye casi el 45 % del total de 

proteínas del suero (Brown y col. , 1992). Las fetuinas son miembros de la superfamilia de las 
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de la |`,l-glucuronidasa (Sellens y Sherman, 1980), del activador de plasmínogeno (Stricltland y

col., l9'l'ó), de la BB HED (Chew y Sherman, 1973), y de la subunidad A de la lactato

deshidrogenasa (Sellens y Sherman, l980), ocurren in viirii en fomia siniilar a la natural en el
útero, aún en ausencia de suero y factores dc origen materno, por lo que se piensa que su

surgimiento está intrinsecaniente programado durante el desarrollo (Chew y Sherman, 1913;

Sherman y Salomon, 1975; Stricltland y col., l976; Sellens y Shennan, l93lÍl].

En los blastocistos que no son capaces de romper la zona pelúcida en cultivo se expresan algunos

de los marcadores de difercnciacion del trofohlasto como son la fomiacíon de celulas gigantes

poliploides (Harlow y Sherman, 1972), y la expresión del activador del plasmiiiogeno (Stricl-tland

y col., 19%), sin requerirse para ello ni de la ruptura de la ZP, ni la adhesión, ni extension del

trofohlasto.

C. Stgero boy_igp¬fetaI

El Sl?-F se ha empleado cxtensivamcnte como un suplemento en cultivos celulares y de tejidos,

entre sus componentes se eiiciientran proteinas (albúmina, iiimunoglobulinasl, ferritiiia, enzinias

coiiio la tiosfatasa alcalina, la [Él-N-acetíl-D~galactosamíniltransferasa y la [LD-

glucuroniltransferasa fetuina, fibronectina, citocínas (factor de crecimiento ¡nsulinoide -ll)

interleucina -lci. honnonas (insulina. testosterona, progesterona y 1713-cstradiol). iftdeinás de

glucosa, hierro, bicarbonato, magnesio, bilirrubina, fosfatos, potasio, calcio, cloruro, sodio,

colesterol, creatiiiina, trigliceridos y ácido úrico

(_li_ttp,:i'i'wvrw'.atiaiitabiri.coinitetal bovine senim_,litni,; Fujimoto y Kern, 1991; Hida y col., 1995;
Kakuta y col.. l9'¿J?:_ 'fsiichida y col., 1999; Valenzano y col-, V995),

Dentro de ellos pueden ser iiiiporlantes para inducir la adhesión y diferenciación celular; la

fetuina, la fibroncctina, las liorrnonas y los factores de crecimiento,

l. Fetuina

al ("rii-iii.-ieri,rricri,r_- La fetuina fue la primera proteina plasmática que fue descrita, siendo

purilicada del suero fetal de bovino por Pedcrsen (l'~)4-fi). Ciinstiiuyc casi el 45 “/ti del total de
proteinas del suero (Brown y col., l992_). Las fctuinas son miembros de la superfainilia de las

23



cistatinas (Brown y col. 1992), son glicoproteínas con residuos de azúcar~s N- y O- ligados. 

La porción proteica de la fetuina de bovino fue identificada como una cadena polipeptídiea 

simple de 361 residuos de aminoácidos con seis puentes disulfuro (Nie, 1992). El peso 

molecular de la fetuina es de alrededor de 68 kDa (Ochieng y col., 1995). 

b) Sitios de producción: Originalmente la fetuina fue identificada en el suero de bovino fetal 

(SBFJ. aunque su presencia también ha sido observada en los fluidos alantoideo, amniótico y 

cerebroespinal (Nie, 1992). La fetuina es sintetizada en el hígado. Sin embargo, existen 

diversos reportes sobre la producción de esta proteína en otros sitios. principalmente en los 

tejidos y órganos en remodelación. 

Durante el desarrollo prenatal de la rata, esta proteína se sintetiza de manera pronunciada en 

el hígado. y en la zona ventricular y cortical del cerebro. También se ha observado en otras 

células pero en menor grado como en células epiteliales del intestino, riñón y piel. 

Coincidiendo el pico de expresión de fetuina en este último grupo de células con el período 

en el cual éstas están estableciendo su nuevo fenotipo, período que corresponde a la transición 

entre la organogénesis y la histogénesis (inicial) (Terkelsen y col., 1998). Recientemente ha 

sido descrita la expresión de fetuina en neuronas de la retina y del cerebelo durante la vida 

fetal y postnatal (Kitchener y col.. 1999). 

c) Función: Las fetuinas purificadas han sido ampliamente utilizadas como suplemento en 

medios de cultivo libres de suero para sostener el crecimiento celular. Las funciones 

biológicas precisas de estas proteínas no han sido claramente definidas. Sin embargo, éstas se 

han visto involucradas en una gran variedad de procesos biológicos (Nie, 1992) (tabla 2). 

La fetuina aislada del suero de acuerdo a Pedersen (1944) tiene actividades promotoras de 

proliferación y adhesión celular en una extensa variedad de tipos celulares. Sin embargo, 

preparados de fetuina altamente purificados por los métodos de Spiro o Deutsch son 

biológicamente inactivos en la mayoría de los ensayos de crecimiento, por lo que se ha 

cuestionado si la actividad promotora de crecimiento de tales preparados reside en la fetuina 

misma o en algunos contaminantes menores (Nic, 1992). encontrados en la fetuina aislada por 

e 1 método de Pedersen ( 1 944). 
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cistatinas (Brown y col-, 1992), son glicoproteinas con residuos de azúcares N- y 0~ ligados-

l,a porción proteica de la fetuina de bovino fue identificada como una cadena polipeptidica

simple de 361 residuos de aminoácidos con seis puentes disulfuro (Nic, 1992). El peso

iiiolecular de la fetuina es de alrededor de oo lclìa (üchieng y col-, 1995)-
,S`i`ii`n._i de pi'oo'iicci'riii: Originalmente la lìetuina fue identificada en el suero de bovino fetal

tStil-` 1. aunque su presencia tambien ha sido observada en los fluidos alantoideo, amniótico y

ccrebroespinal (Nic, 1992). La fetuina es sintetizada en el hígado. Sin embargo, existen

diversos reportes sobre la producción de esta proteina en otros sitios. principalmente en los

tejidos y órganos en remodelacion-

Durante el desarrollo prenatal de la rata, esta proteina se sintetiza de manera pronunciada en

el higado, jr cn la zona ventricular y cortical del cerebro. Tambien se ha observado en otras

celulas pero en menor grado como eii celulas epiteliales del intestino, riñon y piel-

(`oincidiendo el pico de expresion de fetuina en este último grupo de celulas con el período

en cl cual estas están estableciendo su nuevo fenotipo, periodo que corresponde a la transición

entre la organogenesís y la histogenesis (iniciall (Terkelsen y col-, 1993)- Recientemente ha

sido descrita la expresion de fetuina en neuroiias de la retina y del cerebelo durante la vida

fetal y postnatal (Kiteheiicr y col.- lflflëll.

F`i.iiici'iiii: Las fetuinas puriticadas han sido ampliamente utiliaadas como suplemento en

nicdios de cultivo libres de suero para sostener el crecimiento celular, Las funciones

biológicas precisas de estas proteinas no han sido claramente definidas. Sin embargo, estas se
han visto involucradas en una gran variedad de procesos biológicos (Nic, l992`} (tabla 2)-

I-a fetuina aislada del suero de aciicrdo a Pedcrsen (1944) tiene actividades promotoras de

proliferación y adhesión celular en una extensa variedad de tipos celulares- Sin embargo,

preparados de fetuina altamente puriticados por los metodos de Spíro o Deutsch soii
biológicamente inactivos en la mayoria de los ensayos de creciniiento, por lo que se ha

cuestionado si la actividad promotora de crecimiento de tales preparados reside en la fetuina

inisina n en algunos contaminantes menores (Nic, 1992), encontrados en la fetuitia aislada por
el metodo de Pcderscn (1944)-
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En cultivos de blastocistos, el supmento de BSA y fetttina promueven la adhesión y 

extensión en cultivos sin suero (Rizzino y Sherman, 1979) así como la producción de 

fibronectina (Carnegie, 1991) 

Por otra parte las funciones ya mencionadas pueden ser complementarias; ya que al menos la 

adhesión celular puede llevarse a cabo dando un tratamiento especial a las cajas de cultivo 

con proteínas de matriz extracelular como fibronectina, la cual es capaz de promover la 

adhesión de músculo cardiaco y esquelético pero la fetuina se requiere adicionalmente para 

un crecimiento óptimo de estos tipos celulares (Nie, 1992). 

Otras acciones biológicas de la fetuina son la inhibición de la actividad de la tripsina y otras 

proteasas, inhibición de la hemaglutinación causada por el virus de la influenza inactivado 

por calor. estimulación la captación de uridina en células de embrión de ratón, aumento del 

transporte de hexosas en fibroblastos 3T3 de ratón, unión específica a lectinas o moléculas 

parecidas a lectinas, supresión de la respuesta de linfocitos T y B, inhibición de la movilidad 

del espermatozoide, inhibición del rompimiento de la ZP e inducción de la actividad de la 

fosfatasa alcalina en la placa de crecimiento epifiseal del cartílago (Nie, 1992). 

El mecanismo de acción por el cual la fetuina promueve adhesión, crecimiento y 

diferenciación celular se desconoce, aunque se han hecho numerosas especulaciones. 

Tabla 2. Funciones de la fetuina (Nic, 1992). 

Funciones de la fetuina in Tipo celular 
vilru 
Adhesión l leLa, fibroblastos 
Crecimiento Adipocitos, epitelios, fibroblastos. células hematopoyeticas, 

lifocitos, mioblastos, células espennatogénicas 

Diferenciación Blastocistos, espermatogonia A 

2. Fibronectina 

a) Caracteríslicas: Las fibronectinas se encuentran en los líquidos corporales en 

concentraciones cercanas a 300 µg/ml en el plasma y en menor cantidad en otros fluidos , en 

las matrices del tejido conjuntivo y en la mayoría de las membranas basales (Hynes y 

Yamada, 1982). 
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En eultisfus de hlastueistus, el supmentu de ESA 5» feniina prumueuen la adhesiun 3:

estensiun en eultivus sin sueru {Ri2ainu jr Sherman, l'E¦'?Él'l asi eurnu la prudueeidn de

Iilïwuneetina (Carnegie. lålfll).

Pur utra parte las funeiunes ya meneiunadas pueden ser eurnplementarias; ya que al menus la

adhesiun eelular puede llevarse a eabu dandu un tratamienìu espeeial a las eajas de eultivu

eun pruteínas de matria estraeelular eumu fihrune-Zilina. la eual es eapaa de prumuver la

adhesiun de ïnúseulu eardiaeu 1,' esquelelieu peru la fetuina se requiere adieiunalrnente para

un ereeimienlu uptiinu de eslus tipus celulares [Nie, 1992).

Otras aeeiunes hiulugieas de la fetuina sun la inhibieiun de la aetividad de la trip-sina jr ulras

pruleasas_ inhihieiun de la hemaglutinaeidn causada pur el virus de la inlluen;-sa inaetivadu

pur ealur. estimulaeiun la eaptaeìun de uridina en eelulas de ernl:-riun de ralun. aumenlu del

lranspurte de hesusas en fibrublaslus ET3 de ratun, uniun espeeiliea a leetinas u muleeulas

parecidas a Ieetinas, supresiun de la respuesta de linfueitus T 3* B, inhihieiun de la muvilidad

del espermatuaui-de. inhihieidn del rumpimientu de la 1-'ÍP e indueeiun de la aetividad de la

fusfatasa alealina en la plaea de ereeimieniu epifiseal del ear1ilagu{Nie, 1992).

El meeanisrnu de aeeiun pur el eual la fetuina prumuei.-fe adhesidn, ereeimienlu jr

difereneiaeiun eelular se deseunuee, aunque se han heehu numerusas espeeulaeiunes.

Tabla 2. Funeiunes de la fetuina -(Mie, N92).
¿_ _ -- 4. .-. il mii-_ ¿_ -ii.. -iii -1-en-4. 1-mi I

Funeiunes de la fetuina in Tipu eelular '
'rifru

_¿_'1.dhesidL_ |_lIe_La. lihnuhlastus
flreeimienlu ffxdipueitus, epiielius, fibrublastus. eelulas hematupu§,fetieas¬
__? _ _ __|_i_I`ueitus_, miul_;:-lastus, eelulas_esper|1iatug_enieas __ _;
llifereneiaeiun __ BIustueistu_s¿_espermatugunia ff'-. _ __ ____ í__ __

2 Fibruneetina
_ . - -

If`urrre'rer-fsrf¢'u.r: Las iihruneetinas se eneuentran en lus líquidus eurpurales en

euneenlraeiunes eereanas a EDU ugfml en el plasma jf en menur eanlidad en ulrus fluidus. en

las rnatri-:es del tejidu eunjuntii.-'u 14 en la mayuria de las membranas basales fllfrnes 5'

Tamada. lFl32`).
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Existen dos tipos de fibronectinas, la plasmática y la celular, aunque pue.de haber múltiples 

formas de fibronectina celular. Sin embargo, ambos tipos tienen características y propiedades 

si milares (Hynes y Yamada, 1982) 

La molécula es asimétrica y consiste de dos subunidades idént ica. con peso molecular de 250 

kDa aproximadamente unidas por puentes disulfuro cerca de su carboxilo tenninal 

(Romberger, 1997). Las mediciones biofisicas indican que, aunque la molécula completa es 

fl ex ible, contiene un dominio globular compacto. Una característica importante de las 

fibronectinas es que son capaces de interactuar específicamente con una extensa variedad de 

moléculas. tales como proteínas de la matriz extracelular, gelatina, colágenas, fibrina, 

transglutaminasa, heparina y proteoglicanos. Además es claro que las fibronectinas 

interactúan con muchas células (Hynes y Yamada, 1982). 

La libronec tina plasmática se presenta como una proteína so luble y se puede encontrar en 

otros fluidos como plasma seminal. orina. leche, líquido amniótico y sa liva (Poulouin y col. , 

1999); Ja apariencia típica de la fibronectina celular es una matri x extracelular fibrilar. Las 

libras que contienen fibronectina pueden contener colágena y proteoglicanos (Hynes y 

Yamada. 1982). 

b) Funciones: Numerosos estudios han reportado que la fibronectina promueve la adhesión y/o 

Ja ex tensión de células en una variedad de materiales incluyendo plástico, colágena, gelatina y 

fibrina . Las células que sinteti zan su propia fibronectina no requieren fibrinectina exógena 

para la adhesión y extensión y muchas células que producen poca o nada, responden a Ja 

adic ión de fibronectina (1-lyncs y Yamada, 1982). 

Experimentos in vitro han mostrado que la fibronectina promueve la migración celular en 

cultivo y puede estimular la quimiotaxis (Hynes y Yamada, 1982). Esto conduce a la 

posibilidad de que la fibronectina puede promover o guiar la migración celular en embriones. 

La libronectina ha sido encon trada en asociación con varias áreas de células en migración en 

la gástrula de aves. entre las crestas neurales, área vasc ulosa y cdulas germinales 

primordiales, también se presenta en el mesenquina primario del erizo de mar (Gilbert, 1997). 
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Existen dos tipus de lìbronectinas, la plasmática y la celular, aunque puede haber múltiples

formas de libronectina celular. Sin embargo. ambos tipus tienen caracteristicas y propiedades

similares {Hynes y Yamada, V982)

La molécula es asimétrica y consiste de dos subunidades idéntica. con peso molecular de 250

I<Da aproximadamente unidas por puentes disulfuro cerca de su carbuxilo terminal

{Romberger, 1912?). Las mediciones biofisicas indican que, aunque la molécula completa es

flexible. contiene un dominio globular compacto. Una característica importante de las

fibrunectinas es que sun capaces de interactuar cspecíticamente con una extensa variedad de

moleculas, tales conto proteinas de la matrix extracelular. gelatina, culagenas, tìbrina,

transglutaminasa, heparina y proteuglicanus. Ademas es claro que las fibrunectinas

interactúan con muchas celulas (l-lyncs y Yamada, 1982).

La Iìttronectina plasmática se presenta como una proteina soluble 5* se puede encontrar en

otros fluidos como plasma seminal. orina. leche. líquido amniótico y saliva (Poulouin jr col.,

1999): la apariencia tipica de la fibrunectina celular es una matrix extracelular fibrilar. Las

libras que contienen fibrunectina pueden contener colágetta y pruteoglicanos (Hvnes 1,'

Yantada. l982}.

Ftirtt.-irtttes: Numerosos estttdius han reportado que la libruncctina promueve la adhesión vfu

la extensión de celulas en una variedad de materiales incluyendo plastico, colagcna, gelatina y

fìbrina. Las células que sintctiaan su propia fibronectitta nu requieren librinectina exógetta

para la adhesión y extertsión y muchas cclulas que producen poca u nada. responden a la

adición de Íibrunectina [l-lyrics jv Yamada, l932).

Experimentos in vifru han mostrado que la fibronectina promueve la migración celular en

cultivo y puede estimular la quimiotaxis (Hynes y Yamada. 1982). Esto conduce a la

posibilidad de que la lìbrunectina puede promover o guiar la migración celular en embriones.
La tibruncctina ha sido encontrada en asociación con varias areas de celulas en migración en

la gtistrula de aves. entre las crestas neuralcs. área vasculusa 3' celulas gerntinales

primordiales. también se presenta en cl mescnquina primario del erixo de mar (Gilbert, 1991?).
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Las fibronectinas son sintetizadas por una gran variedad de células entre las que se 

encuentran los fibroblastos, las células endoteliales, las células del endometrio uterino, Jos 

condrocitos, los hepatocitos, células de piel y tejidos embrionarios tempranos (Ffrench

Constant, 1995). 

Estudios recientes indican que Ja forma celular y plasmática de la fibronectina son estructural 

y funcionalmente muy similares, pero no son idénticas. Las dos formas son indistinguibles en 

sus actividades biológicas en ensayos que involucran interacciones celulares con sustratos, o 

actividad opsónica para macrófagos. Sin embargo, en los ensayos sobre morfología celular y 

alineamiento de células transformadas y sobre hemaglutinación la fibronectina celular es más 

activa que Ja fibronectina sérica. 

Estudios bioquímicos han revelado también similitudes y diferencias entre las dos moléculas 

de fibronectina mencionadas. Las moléculas son muy similares en su composición de 

aminoácidos, de carbohidratos, y estructura secundaria y terciaria. Además Jos tipos y 

organización de campos estructurales específicos son indistinguibles, pero tienen diferentes 

puntos isoeléctricos, solubilidades, los números de subunidades unidas por puentes disulfuro 

y hay diferencias en el tamaño aparente de los dominios específicos. Los estudios con 

anticuerpos monoclonales proveen evidencia adicional de que las dos formas son distintas; ya 

que algunos anticuerpos se unen preferentemente a la celular. Uno de éstos se une a 

determinantes localizados cerca del carboxilo terminal pero interno a Ja unión disulfuro entre 

las dos cadenas y su unión no parece requerir la presencia de carbohidratos. Esto sugiere la 

existencia de diferencias en la secuencia primaria. Estos estudios indican que aunque las dos 

formas de fibronectina son muy similares, son distintas estructural y funcionalmente (Hynes y 

Y amada, 1982 ). 

D. Proteínas de matriz extracelular y desarrollo temprano de mamíferos. 

La MEC está conformada por moléculas secretadas por las células a su medio circundante. Estas 

moléculas interactúan para formar redes insolubles, que tienen diversas funciones durante el 

desarrollo, como separar grupos de células adyacentes y evitar algunas interacciones, sirve 

Las fibronectinas son sinteti:-:adas por una gran variedad de celulas entre las que se

encuentran los tibroblastos, las celulas enduteliales, las celulas del endometrio uterino, los

condrocitos, los hepatocitos, celulas de piel y tejidos cmbrionarios tempranos (Fl`rench-

Constant, l995).

Estudios recientes indican que la forma celular y plasmática de la fibroneetina son estntetural

y funcionalmente muy similares, pero no son identicas. Las dos formas son indistinguibles en

sus actividades biológicas en ensayos que involucran interacciones celulares con sustratos, o

actividad opsónica para macrófagos- Sin embargo, en los ensayos sobre morfología celular y

alineamiento de celulas transformadas y sobre hernaglutinación la fibronectina celular es mas

activa que la fibronectina serica.

Estudios bioquímicos han revelado tambien similitudes y diferencias entre las dos moleculas

de libronectina mencionadas. Las moleculas son muy similares en su composición de

aminoácidos, de carbohidratos. y estructura secundaria y terciaria. Ademas los tipos y

organización de campos estructurales especificos son indistinguibles, pero tienen diferentes

puntos isoelectricos, solubilidadcs, los numeros de subunidades unidas por puentes disulfuro

y hay diferencias en el tamaño aparente de los dominios especificos. Los estudios con

anticuerpos monoclonales proveen evidencia adicional de que las dos formas son distintas; ya

que algunos anticuerpos se unen preferentemente a la eelular. Uno de estos se une a

determinantes localizados cerca del carbuxilo terminal pero interno a la unión disulfuro entre

las dos cadenas y su unión no parece requerir la presencia de carbohidratos. Esto sugiere la

existencia de diferencias en la secuencia primaria. Estos estudios indican que aunque las dos

formas de fibroncctina son muy similares. son distintas estructural y funcionalmente (Hynes y

Yamada, l'-Í*82).

D. Proteinas de Lmatriz extracelular y desarrollo temprano detjnamiferus.

La MEC esta conformada por moleculas secretadas por las celulas a su ntedio circundante. Estas

moleculas interactúan para formar redes insolubles¬ que tienen diversas funciones durante el

desarrollo, como separar grupos de celulas adyacentes y evitar algunas interacciones. sirve
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además como substrato sobre e l cual las células pueden migrar o puede igualmente inducir 

diferenciación en ciertos tipos celulares (Gilbert, 1997)_ 

La laminina es la primera proteína de matriz extracelular que es sintetizada por el embrión de 

ratón in vivo e in vitro desde el estadio de dos células. in vivo se ha observado que la laminina 

incrementa en función de la expansión del blastocisto. En los blastocistos del 4° día de gestación 

aparece en la MC! (Leivo y col., 1980; Shim y col., 1996) y se localiza en todo el TE. En los 

blastocistos de 5 días de gestación se locali za entre el ectodemo y el endodermo y en otras partes 

en la etapa de huevo cilíndrico (Leivo y col. l 980). 

La colágena, otra proteína de matriz extracelular se ha localizado en embriones de ratón durante 

la etapa peri-implantacional (Leivo y col. 1980), se observa en la MCI de blastocistos de 4 días y 

en blastocistos de 5 días en la parte basal del TE. 

La fibronectina se ha detectado débilmente en el blastoci sto tardío en el tiempo de la 

implantación, en la MCI adyacente al blastocele. es decir en aquellas células que formarán el 

endodermo, aunque tambi~n se ha observado en el TE que re visté el blastocele ( Wartiovaara y 

col.. 1979), observándose un patrón fibrilar de fíbronectin a en la cara blastocélica 

(Thorsteinsdóttir. 1992). En la etapa de huevo cilíndrico. cuando el conceptus ya ha penetrado el 

epitelio uterino, la fibronectina se locali za entre el cctodemo y el endodermo de la MCI, también 

se ha detectado en la parte interna del TE que rodea a la cavidad vitelina (Zetrer y Martín, 1978; 

Wartiovaara y col., 1979). 

Por otra parte tanto in vivo como in vitro se ha detectado que las células gigantes del trofoblasto 

de ratón contienen gran cantidad de fibronectina (Wartiovaara y col., 1979; Baiza. 1994 ). 

La colágena y la laminina son producidas por la MCI, pero se unen y ensamblan bajo el epitelio 

del TE (Thorsteinsdóttir. 1992). 

IV. Justificación 

Hay evidencia directa que bajo condiciones de cultivo, la fíbronectina prese nte en el suero o 

sintetizada por diversas células promueve la adhesión y extensión celular. pero se desconoce en 
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además como substrato sobre el cual las celulas pueden migrar o puede igualmente inducir

diferenciación en cienos tipos celulares (Gilbert. 1997).

La laminina es la primera proteina de matriz extracelular que es sintetizado por el embrión de

ratón ln vivo e rn vitro desde el estadio de dos celulas. in vivo se ha observado que la laminina

incrementa en función de la expansión del blastocisto. En los blastocistos del 4° dia de gestación

aparece en la MCI (Leivo y col., l98[l; Shim y col.. 1996) y se localiza en todo el TE- En los
blastocistos de 5 dias de gestación se localiza entre el ectodento y el endodcrrno y en otras partes

en la etapa de ltuevo cilíndrico |fl,eivo y col. 1930).

La colágeno. otra proteina de matriz extracelular se ha localizado en embriones de ratón durante

la etapa peri-intplantacional {l.eivo y col. 1930), se observa en la lvlC'l de blastocistos de 4 dias y

en blastocistos de 5 dias en la parte basal del TE.

La fibronectina se ha detectado debilmente en el blastocisto tardío en el tiempo de la

implantación. en la MC! adyacente al blastoccle. es decir en aquellas celulas que tomarán el

cndodermu. aunque tarnbten se ha observado en el TE que reviste el hlastoeele [Wartiovaara y

col.. 1979). observándose un patrón fihrilar de libronectina en la cara blastocelica

(Tltorsteinsdóttir_ W921. En la etapa de huevo cilíndrico. cuando el conceptus ya ha penetrado el

epitelio uterino. la tibroneetina se localiza entre el ectodemo y el endudcrmo de la MCI, tambien

se ha detectado en la parte interna del TE que rodea a la cavidad vitelina tãetter y Martin, l978;
Wartiovaara y col.. l9?El)

Por otra parte tanto in vivo como in vero se lia detectado que las celulas gigantes del trofohlasto
de ratón contienen gran cantidad de lìbroneetina (Wartiovaara y cul., l9?9; Etaiza_ 1994).

La colagena y la laminina son producidas por la MUI, pero se unen y ensamhlan bajo el epitelio

del TE (Thorsteinsrlóttir. ltìfììl.

IV; Justific_ación

Hay evidencia directa que [tajo condiciones de cultivo, la lìhroneetina presente en el suero o

sintetizado por diversas celulas promueve la adhesión y extettsión celular. pero se desconoce en
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los blastocistos si la fibronectina sintetizada por el mismo (fibronectina celular). participa en el 

proceso de implantación y si su secreción puede ser favorecida por factores séricos. 

Se ha sugerido que diferentes componentes macromolecularcs del suero como la fibronectina y la 

fetuina favorecen la implantación embrionaria in vitro. Además se sabe que los embriones desde 

etapas tempranas son capaces de sintetizar proteínas de matriz extracelular que podrían ser útiles 

durante la adhesión y extensión del trofoblasto en la implantación embrionaria. Los factores que 

modulan la expresión de estas proteínas no se conocen, posiblemente durante la implantación 

embrionaria in vitro algunos factores séricos sean capaces de estimular su producción. 

V. Planteamiento del problema 

El proceso de implantación embrionaria implica diversos eventos como la adhesión y migración 

celular y la diferenciación del trofoblasto, cuyo estudio in vivo es muy complejo. Aún no se 

conocen del todo los mecanismos de regulación del proceso de implantación. Los blastocistos de 

ratón en medios de cultivo que contienen suero adquiren propiedades similares a las observadas 

durante el periodo peri-implantacional in u/ero, como la capacidad de romper la ZP, la 

adquisición de una superficie adhesiva y la formación de células gigantes del trofoblasto. El 

hecho de que los blastocistos experimenten estas propiedades y que su secuencia temporal sea 

similar a la que ocurre in vivo, sugiere que estos eventos son programados o disparados en 

respuesta a activadores presentes en los medios de cultivo que contienen suero. Durante estos 

eventos que también se obsevan durante la implantación in vitro, por lo cual es importante 

conocer la posible participación de la fibronectina celular en el proceso de implantación in vi/ro, 

dado que esta proteína juega un papel muy importante en estos fenómenos, así como tratar de 

esclarecer si algún factor sérico como la fetuina es capaz de promover su producción. 

VI. Hipótesis 

Es posible que la producción de fibronectina proveniente del blastocisto medie la implantación in 

vi/ro inducida por el suero y que su presencia dependa de factores séricos como la fetuina. 
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los blastocistos si la ltbronectina sintetizada por el mismo {l`|l::-ronectina celular). participa en el

proceso de implantación y si su secreción puede ser favorecida por factores sericos.

Se ha sugerido que diferentes componentes macromoleculares del suero como la ftbronectina y la

fetuina favorecen la implantación embriunaria in vitro. Adetnas se sabe que los embriones desde

etapas tempranas son capaces de sintetizar proteinas de matriz extracelular que podrían ser útiles
durante la adhesión y extensión del tro foblasto en la implantación embriunaria- Los factores que

ntodttlan la expresion de estas proteinas no se conocen, posiblemente durante la implantación

embriunaria in vitro algunos factores sericus sean capaces de estimular su producción.

IV. Plantgamicrttqdelproblcma

El proceso de implantación embriunaria implica diversos eventos conto la adhesión y migración

celular y la diferenciación del trofohlasto, cuyo estudio in vivo es muy complejo. Aún no se

conocen del todo los mecanismos de regulación del proceso de implantación. Los blastocistos de

ratón en medios de cultivo que contienen suero adquiren propiedades similares a las observadas

durante el periodo perl-implantacional in nrero, como la capacidad de romper la ZP, la

adquisición de una superficie adhesiva y la formación de celulas gigantes del trofohlasto. El
hecho de que los blastocistos experimenten estas propiedades y que su secuencia temporal sea

similar a la que ocurre in vivo, sugiere que estos eventos son programados o disparados en

respuesta a activadores presentes en los medios de cultivo que contienen suero. Durante estos

eventos que también se obscvan durante la implantación in vitro, por lo cual es importante

conocer la posible participación de la libronectina celular en el proceso de implantación in vitro,
dado que esta proteina juega ttn papel muy importante en estos fenómenos, asi como tratar de

esclarecer si algún factor serico conto la fetuina es capaz de promover su producción.

VL Hipótesis

Es posible que la producción dc fibroncctina proveniente del blastocisto medie la implantación in

vit'ro inducida por el suero y que su presencia dependa de factores séricos conto la fetuina.
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar si la fibronectina producida por el embrión participa en la implantación in vitro 

promovida por el suero y si la fetuina induce su producción y liberación por blastocistos de ratón 

en cultivo. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Obtener suero sin fibroncctina y determinar s1 es capaz de sostener la implantación 

embrionaria in vi/ro. 

2. Evaluar si los anticuerpos contra fibronectina sérica o celular evitan la implantación 

embrionaria in vitro promovida por el suero. 

3. Determinar si el medio de cultivo con fetuina sin suero ni proteínas de matriz extracelular 

puede sostener la implantación embrionaria in vitro y promover la secreción de fibronectina 

por los blastocistos. 

4. Estudiar el efecto de anticuerpos anti-fibronectina sérica o celular sobre la implantación in 

vitro inducida por fetuina. 
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la tihronectina prodttcitla por cl entbrión participa en la implantación in vitro

promovida por el suero y si la fetuina induce su producción y liberación por blastocistos de ratón

en cultivo.

OBJETIVOS PARTICULARES

l

2.

3

4

Obtener suero sin libronectina y determinar si es capaz de sostener la implantación

embriunaria in vitro.

livaluar si los anticuerpos contra ftbronectina serica o celular evitan la implantación

embriunaria in vitro promovida por el suero.

Determinar si el medio de cultivo con fetuina sin suero ni proteínas de matriz extracelular

puede sostener la implantación embriunaria in vitro y promover la secreción de fibronectina

por los blastocistos.

lístudiar el efecto de anticuerpos anti-fibronectina serica o celular sobre la implantación in

vitro inducida por fetuina.
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MATERIAL Y METODOS 

l. Animales. 

Ratones machos y hembras sanos, de la cepa CD 1, fueron proporcionados por el bioterio de la 

FES-lztacala. Todos los animales fueron mantenidos en condiciones ambientales controladas, con 

un fotoperíodo de 1411 O h (luz/obscuridad) y con un abastecimiento de alimento y agua ad 

libituma a una temperatura de 22 :!:: 1 º C. 

ll. Superovulación y apareamiento de los ratones. 

Los ratones hembras vírgenes de la cepa CD 1, de aproximadamente 2 meses de edad, fueron 

inducidos a superovular por medio de una inyección intraperitoneal de 5 UI de gonadotropina de 

yegua preñada (PMSG) ( Foligon, lntervet), seguida 48 h después. de 5 U! de gonadotropina 

coriónica humana (hCG) (Sigma) por la misma vía. Después de la administración de hCG las 

hembras fueron apareadas con machos adultos de la misma cepa. Al día siguiente por la mañana 

se revisó la presencia de tapón vaginal. el cual determina el <lía 1 de preñez. 

111. Preparación de SBF deficiente de fibronectina 

Para preparar el suero defici ente de fibronectina se utilizó una columna de gelatina-sefarosa la 

cual se lavó con NaCl O. l 5M (con aproximadamente 350 mi) . para lavar la solución conservadora 

de la columna, luego se pasó el suero por la columna 2 veces y finalmente se recuperó el suero 

deficiente de fibronectina. el cual se empleó como un suplemento en el medio NCTC. 

Posteriormente el suero fue co locado sobre una membrana de nitrocelulosa para la 

inmunodetccción de fibronectina por ;,Dot-Blot ". 

IV. lnmunodetección de fibronectina por "Dot-B/ot" en suero deficiente de fibronectina por 

el método directo. 

El papel de nitrocelulosa. que contenía el suero deficiente de libronectina, se incubó en solución 

de bloqueo consistente en leche descremada al 5% en tritón X-100 al 1 % en solución 
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MATERIAL Y METODOS

I. Animales.

Ratones machos y hembras sanos, de la cepa CDI, fueron proporcionados por el bioterio de la
FES-lztacala. Todos los animales fueron mantenidos en condiciones ambientales controladas, con

un fotoperíodo de 14t1tl h lluziobscuridad) y con un abastecimiento de alimento y agua od
tibitunta a una temperatura de 22 ± 1° C.

ll. Supergvulación y aparcamiento dg los ygtones.

Los ratones hembras virgenes de la cepa CDI, de aproximadamente 2 meses de edad, fueron

inducidos a supcrovular por medio de una inyección intraperitoneal de 5 lll de gonadotropina de

yegua prcñada [Pl\«'lSfi} l lioligon. lntervet), seguida ¿lll h despues. de 5 U1 de gonadotropina

corió|tic.a humana thfffil (Sigma) por la tnisma via. Despues de la administración de h(_¬(Íi las

hembras fueron apareadas con tnachos adultos de la misma cepa. Al dia siguiente por la mañana

se revisó la presencia de tapón vaginal. el cual detemtina el dia l de preñez.

Ill.jìrepar_;a_c_ión de SBF dgficitgtte de fibronectina

Para preparar el suero deficiente de tibrunectina se utilizó una columna de ge1atina~sefarosa la

cual se lavo con Natfl t}.l5lv1 (con aproximadamente 350 ntll. para lavar la solución conservadora

de la columna. luego se pasó el suero por la coltunna 2 veces y finalmente se recuperó el suero

deficiente de fibronectina. el cual se empleó como un suplemento en el medio NC'fC.

Posteriormente el suero fue colocado sobre una membrana de nìtrocelulosa para la

inmttnodetccción de lìbronectina por "Dot-Blur

IV. lnmytodctección de fìhropee_t_i_na_p_g[ “Dot-Blor"__c_n sue¿'__u dc§tciente_t_l_e fibronectina por

cl metodo _tj_i_recto.

El papel de nitrocelulosa. que contenía el sttcro deficiente de libronectina. se incubo en solución

de bloqueo consistente en leche descremada al 5% en tritón lt-ltltl al l"/ti en solución
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amortiguadora de fosfatos (T-PBS), durante 1 ha 37º C en agitación, posteriormente se lavó 3 

veces con T-PBS antes de la incubación en presencia del anticuerpo marcado con peroxidasa (Ig 

G de conejo contra fibronectina sérica de ratón, ICN Biomedicals, !ne.), el cual se utilizó en una 

dilución 1 :5000 en solución de bloqueo durante 1 h a 3 7º C en agitación. Se vuelvió a lavar con 

T-PBS. luego se realizaron lavados con PBS y con amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4. El 

substrato para la peroxidasa que se empleó fue una so lución que contenía 0.5 mg/ml de 

tctrahidrocloruro de 3,3' --diaminobenzidina, 1 mg/ mi de CoCl2 y l mg/ mi de NiCl 2 y H20 2 al 

1.5 %. (Sigma). Una vez que ocurrió la reacción el papel se enjuagó con amortiguador de fosfatos 

50 mM pH 7.4. con PBS y Jgua desti lada, en esa secuencia. 

V. Medios de cultivo. 

A. Biggers. 

Este medio se empleó con un suplemento BSA (4 mgl ml) para iniciar el cu lti vo de los embriones; 

ya que favorece el rompimiento de la ZP (Baiza. 1994 ). La composición del medio es la 

siguiente: 

gil 00 mi 

NaCI 0.55 

KCI o 0356 

Lactaw de calcio 5H,O 0 . 05~7 

KH 2PO,O 0.0 162 

MgS0, 7H20 0.0294 

NaHCO; 0.2 106 

Piruvato de sodio 0.0028 

Lactato de sodio ( 60%) 0.2416 

Glucosa 0.1 

Rojo fenol 0 .0005 

Una vez pesados todos los componentes del medio se disolvieron en la mitad del volumen, a 

excepción del bicarbonato. el piruvato de sodio y el rojo fenol , los que se agregaron lentamente. 

Se aforó al volumen preestablec ido. se esterili zó por filtración al vacío a travcs de una membrana 

de nitrocelulosa (Sigma) de 0.45 ~un de po ro. y se almacenó en refrigeración. 
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amortiguadora de fosfatos tT-PBS), durante l h a 37°' C en agitación, posteriomtente se lavó 3
veces con T-PBS antes de la incubación en presencia del anticuerpo marcado con peroxidasa (lg

G de conejo contra ftbroneetina serica de ratón, ICN Biomedicals. lnc.), el cual se utilizó en una

dilución l:5flU0 ett solución de bloqueo durante l h a 37° C en agitación. Se vuelvió a lavar con

T-PBS. luego se realizaron lavados con PBS y con amortiguador de fosfatos 50 mlvl pH 7.4. El

substrato para la peroxidasa que se empleó t`ue una solución que contenía 0.5 mg/ml de
tetrahidrocloruro de 3,Í›` --diatnittobenzidina, l mg! ml de CoCl1 y 1 mgt ml de l\liCl¿ y H1O¡ al

1.5 °/tt. (Sigmal. Una vez que ocurrió la reacción el papel se enjuagó con amortiguador de fosfatos

SO mM pH 7.4, con PBS _v agua destilada, en esa secuencia.

1t'._Medios de__c_j_tlt_iy'o,

A. Biggers.

Este medio sc empleó cott un suplemento BSA (4 mgtmlj para iniciar el ettltivo de los embriones;

ya que favorece el rompimiento de la ZP (Baiza. N94). La composición del ntedio es la

siguiente:

t oo mi
Naffl 0.55

lf~íCl tl 0356

Lactato de calcio r'~tl_~0 0.0527
xH,Po,o oo no
lvtgSüJH¿O t}.t`l29-I

NaHCCtt t).2 tuo

Piruvato de sodio 0.0028

Lactato de sodio tous-si tl.24 lo
Glucosa 0.l

Rojo fenol 0.9005

Una vez pesados todos los componentes del medio se disolvieron en la mitad del volumen, a

excepción del bicarbonato. el pirttvato de sodio y el rojo fenol, los que se agregaron lentamente.

Se aforo al volumen pt'cestablecido_ se estet'i|iz.ó por filtración al vacio a traves de una membrana

de nitrocelttlosa [Sigma] de 0.45 tun de poro. y se almacettó en refrigeración.
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B. NCTC. 

En el cultivo a largo plazo de blastocistos, se emplea el NCTC 135 (Sigma) con un suplemento 

de BSA, fetuína o SBF inactivado por calor completo o deficiente de fibronectina. 

De la mezcla comercial de NCTC 135, 9.4 g se disolvieron en 900 mi de agua destilada. Se les 

adicionó 2.2 g de bicarbonato de sodio. Luego se ajustó el pH con NaOH o HCl al O. 1 N, 0.2 

unidades por debajo del pH deseado. Finalmente se aforó con agua destilada a un litro. El medio 

se esterilizó por filtración al vacío utilizando una membrana de nitrocelulosa de 0.45 µm de poro, 

y se almacenó en refrigeración. Cuando en el medio se usó un suplemento de SBF inactivado por 

calor se le denominó NCTC completo (NCTCc). 

VI. Antibióticos. 

Se preparó una solución con 100 U/ mi de penicilina G. O. 1 mg/ml sulfato de estreptomicina y O. 1 

mg/ml de kanamicina la cual se esterilizó por filtración al vacío, y se almacenó en refrigeración 

hasta su uso. Esta solución fue adicionada a los medios con el fin de evitar su contaminación. 

También se utilizó una solución antibiótica-antimicótica equivalente (Sigma). Se agregaron 1 O µl 

de la solución de antibióticos por mi de medio de cultivo. 

Los dos medios de cultivo empleados se colocaron en 5 gotas de 20 µI cubiertas con aceite 

mineral, para evitar Ja evaporación, en cajas Falcon de 35 mm mantenidas en una incubadora a 

3 7º C, 5 % de C02 y una atmósfera húmeda. Las cajas de cultivo fueron preparadas por lo menos 

3 h antes de su utilización. 

VII. Obtención y cultivo de blastocistos. 

En la tarde ( 16-18 h) del 4º día de preñez. las hembras fueron sacrificadas para la obtención de 

blastocistos. los cuales se cultivaron por 17 h en medio de Biggers, colocándo 1 O por cada gota y 

posteriormente se transfieren a medio NCTC con diferentes suplementos, como BSA ( 4mg/ml), 

fetuina (0.25-1 mg/ml) o SBF (10%) inactivado por calor completo o deficiente de fibronectina. 

En algunos cultivos se empleó un anticuerpo neutralizante monoclonal contra fibroncctina celular 
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B. NC"l`C_`.

En el cultivo a largo plazo de blastocistos, se emplea el NCTC 135 (Sigma) con un suplemento
de ESA, fetuina o SBF inactivado por calor completo o deficiente de fihroncetina.

De la mcaela comercial de NC"l`lÍ__` l35¬ 9.4 g se disolvieron en Sltltì ml de agua destilada- Se les

adiciona 2.2 g de bicarbonato de sodio. Luego se ajuste el pH con i`*~laOH e HC! al 0.1 N, 0.2

unidades por debajo del pl-i deseado. Finalmente se aforo cen agua destilada a un litro. El medie

se csteriliao por filtracion al vacio utiliaando una membrana de nitrecclulosa de 0.45 um de poro,

y se almaeeno en refrigeracion. Cuando en el medie se uso un suplemento de SBF inaetivado per

calor se le denominó NCTC completo (NCTCc}.

VI. Antibjpticos.

Se preparo una solucion con IÚO Ut ml de penicilina Li. ill iiigttttl sulfato de estrcptonticina y 0.1

mgƒrnl de kanamicina la cual se esteriliao por Iiltracion al vacio. y se almaceno en refrigeracion

hasta su uso. [Ésta solucion fue adieionada a los medios con el tin de evitar su eontatttinacion.

Tambien se utiliao una solucion antibiotiea-antimieotiea equivalente (Sigma). Se agregaron 10 ul

de la solucion de antibióticos per ml de medie de cultivo.

Les dos medios de cultivo empleados se colocaron en 5 gotas de 20 pl cubiertas con aceite

mineral, para evitar la evaporación, en cajas Falcon de 35 mm mantenidas en una incubadora a

37° C. 5 % de CO; y una atmósfera húmeda- Las cajas de cultivo fueron preparadas por lo menos

3 h antes de su trtiliaaeion.

VII. Obtención v cultivo de blastocistos.

En la tarde (lo-¡S h) del 4° dia de preñer.. las hemhras fueron saeriticadas para la obteneien de

blastocistos. los cuales se eultivaron por 1'? h en medio de Biggcrs. colocando IU por cada gota y

posteriormente se transfieren a medio l'\iC`TC` con diferentes suplementos, como BSA (flmgíini),

fetuina (0-25-l mgfml) o SBF {l0"/it) inaetivado por calor completo o delieicnte de tibroncctina-

En algunos cultivos se empleó tin anticuerpo ncutraliaante monoclonal contra Iìbroneetina celular
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(Sigma) en dos diluciones (1: 30 y l: 125) en medio NCTCc o un anticuerpo neutralizante 

policlonal contra fibronectina (IgG de conejo contra fibronectina sérica de cobayo) obtenida en el 

laboratorio en NCTC con fetuina en dos diluciones, l: 125 y l: 250 correspondientes a las 

concentraciones 34 y 17 ~tg/ml. Como control se utilizó un antilgG de humano (Anti IgGh) de 

conejo. donado por el Dr. Rafael Jiménez del laboratorio de inmunología de la la UMF de la 

FES-lztacala en las mismas diluciones o concentraciones de los otros anticuerpos, o azida de 

sodio en la concentración presente en el antifibronectina celular. 

Cada 24 h se observó la cinética del cultivo, evaluando bajo un microscop10 estereoscópico 

(Nikon) el porcentaje de blastocistos que se libera de la ZP; colapsan el blastocele; se adhieren 

y/o extienden sobre el substrato. 

En algunos experimentos, el medio condicionado de 96 h de cultivo se utilizó para la los ensayos 

de "'western-hlottinf(' y la cuantificación de fibronectina por ELISA. 

Después de 96 h de cultivo. fueron evaluadas las áreas de extensión del trofoblasto a través del 

uso de una plantilla transparente de doble cuadrícula, en la que los cuadros grandes medían 1.2 

por J .2 cm y los cuadros pequefios, 0.3 por 0.3 cm (9 mm2
). La plantilla se sobrepuso a la 

fotografía y se contó el número de cuadros pequefios que abarcaba el área del trofoblasto. Con 

este dato se obtuvo el área ocupada por el trofoblasto de acuerdo con el procedimiento de 

lV!artino ( l 994 ). 

VIII. lnmunodetección de fibronectina en los medios condicionados. 

Después de 96 h de cultivo en NCTCc o NCTC con un suplemento de BSA y fetuina al 0.5 

mg/ml. los medios condicionados de 3 a 5 gotas con 1 O concepti cada una, fueron conjuntadas 

para cada ensayo. Simultáneamente medios de cultivo sin embriones fueron incubados en forma 

paralela Todos los medios fueron concentrados a 1 O 000 rpm a 4º C por 15', en cada ocasión, en 

tubos de microcentrifuga que contenían un filtro para no dejar pasar moléculas de 5000 Da. En 

estos medios se hizo la inmunodetección de fibronectina embrionaria por "Dot-Blot "o "Western

B!otting '. procedimientos que se presentan a continuación: 
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(Signtrt) en dos diluciones (11 30 jr l: 125) en medio NCTCc o un anticuerpo neutraliaante

policlonal contra librottectina (lgfì de conejo contra fibronectina serica de cobayo) obtenida en el

laboratorio en l'*-"CTC con fetuina en dos diluciones, l: l25 v lt 250 correspondientes a las

concentraciones 34 y 17 ttgƒml. Como control se utilizo ttn antilgG de humano (Anti lgüh) dc

conejo. donado por el Dr. Rafael .limenca del laboratorio de inmunología de la la UMF de la

FES-Iztacala en las mismas diluciones o concentraciones de los otros anticuerpos, o aaida de

sodio en la concentracion presente en el antifibroneetina celular.

Cada 24 lt se observo la cirtctica del cultivo. evaluando bajo un microscopio estereoscopico

[Nit-ron) el porcentaje de blastocistos que se libera de la ZP; eolapsan el hlastoccle; se adhieren

vt-zi ei-:tienden sobre el substrato.

En algunos experimentos. el medio condicionado de 96 h de cultivo se utilizo para la los ensayos

de "tt'e.rtet'r1-htritfing" y la cttantiticacion de libronectina por ELISA.

Despttes de 'ïìti h de cttltit'o_ fueron evaluadas las arcas de cxtcnsiott del trofohlasto a través del

ttso de una plantilla transparente de doble cuadricula. cn la que los cuadros grandes mediatt 1.2
ev “lt 2 'por ll cm jr los cuadros pequenos. 0.3 por lla cm [9 mm ). La plantilla se sohrepuso a la

fotografia y se conto el número de cuadros pequeños que abarcaba el arca del trofohlasto. Con

este dato se obtuvo el área ocupada por el trofohlasto de acuerdo con el procedimiento de

Mttrtine? ( l9'ïHl.

'v'Ill. lnmunodetección de fibrtinectina en los medios condicionados.

Despues de 96 h de cultivo en NCTCe o NCTC con un suplemento de BSA v tetuina al 0.5

mgfntl. los medios condicionados de 3 a 5 gotas con ll) concept." cada una, fueron conjuntadas

para cada ensayo. Simultáneamente medios de cultivo sin embriones fueron incubados en torma
paralela. Todos los medios fueron concentrados a IU üüü rpm a 4° C por 15', en cada ocasion, en

tubos de microccntrifuga qtte contenían un filtro para no dejar pasar molectrias de 5000 Da. En

estos medios se hiao la inntttnodeteccion de tibronectina embrionario por "Drtt-Btrrt "o “Western-

Bltirti`ii_e procedimientos que se presentan a continuacion:
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A. '"Dot-8/ot " método indirecto . 

Para la detección de fibronectina celular en los medios condicionados, se colocó una muestra en 

el papel de nitrocelulosa, el cual se incubó en solución de bloqueo (leche descremada al 5% en T

PBS) durante lh a 37º C en agi tación, posteriormente se lavó 3 veces con T-PBS antes de la 

incubación en el primer anticuerpo (lgG de conejo contra fibronectina sérica de cobayo) en una 

dilución 1: 2000 en solución de bloqueo durante 1 h a 3 7º C con agitación. Se vuelve a lavar con 

T-PBS . Se incubó con el segundo anticuerpo de chivo (un anticuerpo contra IgG de conejo 

marcado con peroxidasa, INC Biomedicals, !ne.) en una dilución 1 :5000 en solución de bloqueo 

durante lh a 37º C con agitación. Se empleó el mismo substrato que por el '" Dot-Blot' ' método 

directo. 

B . .. Western-Blolling". 

1. Electroforesis en geles de poliacri lamida-SDS. Los medios condicionados fueron sometidos a 

un corrimiento electroforético en geles de poli acri lamida al 7% en condiciones reductoras por el 

método propuesto por Ausubel y co l. ( 1992), a un amperaje co nstante ( 17 miliamperes por ge l) 

durante aproximadamente 1-2 h, usando una cámara de electroforesis (Bio-Rad, Modelo Mini 

protean II). Una vez que terminó el corrimiento electroforét ico se desmontaron los geles de las 

placas de vidrio. Se hicieron simultáneamente dos geles, uno se colocó en un recipiente para su 

tinción con azul de Coomasie R-250 (0.025%) en metano! (40%) y ácido acét ico (7%) y se dejó 

toda la noche. Al día siguiente se verificó Ja tinción de bandas de proteínas por medio de un 

transiluminador, se lavaron los geles con la solución de destinci ón (gli cerol , ácido acético y 

metano! al 10%) y se procedió al secado del gel con papel celofán. El otro gel se utilizó para la 

electrotransferencia a papel de nitrocelulosa. 

2. Elcctrotransferencia. Una vez que terminó el corrimiento elec troforético se desmontaron los 

ge les de las placas de vidrio. Uno de los geles a transferir se equilibró en amortiguador de 

transferencia (trizma base 25mM, glicina 192 mM y mc.:tano l al 20%) frío. Se hi zo un 

.. sandwich " en el siguiente orden; una placa de acrílico, 2 fibras verdes '"Scotch-brite '', 4 capas 

de papel filtro Wathman del No. 1, papel de nitrocelulosa, gel, 4 capas de papel filtro , 2 fibras 

verdes '"Scotch-brile .. y una pl aca de ac rílico ; todo ésto se amarró co n li gas. Se insertó el 
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A. "Dot-Bio: " metodo indirecto.

Para la detección de fìbroneetina celular en los medios condicionados, se coloco una muestra en

el papel de nitrocelulosa, el cual se incubo en solucion de bloqueo tleche descremada al 5% en T-

PBS) durante th a 3?” C ett agitacion, posteriormente se lavo 3 veces con 'I`-PBS antes de la
ittcubacion en el primer anticuerpo tlgü de conejo contra tihronectina serica de cobayo) en una

dilucion l: 2000 en solucion de bloqueo durante l h a 31° C con agitacion. Se vuelve a lavar cott

T-PBS. Se incubo con el segundo anticuerpo de chivo (un anticuerpo contra IgG de conejo

mareado con peroxidasa, INC Biomedicals, lnc.) en una dilucion 1:5EltIIlll en solucion de bloqueo

durante lh a 3?° C con agitacion. Se empleo el mismo substrato que por el "Dot-Blot " metodo

directo-

B. '_"_lP'estern_-åiorrtngfl

_l. El_ectrotore_siis_ien___geI_e¿s de_poliacrilamida-SDS. Los medios condicionados Fueron sometidos a

un corrimiento elcetroforetico en geles de poliacrilantida al ?"n`i en condiciones redttctoras por el

metodo propuesto por Ausubel v col. U992), a un arnperaje cottstattte il? miliamperes por gel)

durante aproximadamente l-2 lt. usando una camara de electroforesis [Bio-Rad, Modelo Mini

protean ll). Una vea que termino el corrimiento electroforetico se desmentaren los geles de las

placas de vidrio. Se hicieron simultaneamente dos geles. uno se coloco en un recipiente para su

tincion con azul de Coomasie R-250 (U.025%) en ntetanol (40%) jr acido acético (7%) y se dejo

toda la noche. Al dia .siguiente se verìtìco la tincion de bandas de proteinas por medio de un

transiluntinador, se lavaron los geles con la solttcion de destincion {glieerol¬ acido acético y

rrtetanol al lt]°/a) y se proccdio al secado del gel con papel celotián. El otro gel se utilizo para la

electrotransferencia a papel de nitrocelulosa.

2. Electrotransferencia. Una vea que terntino el corrimiento electroforctico se desmontaron los

geles de las placas de vidrio. Uno de los geles a transferir se eqttilibro en amortiguador de

translcrettcia (triama base 25tttM¬ glicina I92 mM y ntetanol al 2ü'i«t':›) trio. Sc hizo un

"sr.-ndwr'ch " en el siguiente orden: una placa de acrílico. 2 fibras verdes “.S`t'orch-hr.-'te 4 capas

de papel filtro Wathrnan del Nit. 1. papel de nitroeclulosa, gel, 4 capas de papel filtro, 2 fibras

verdes “.'ït'ri.fcl'r-br-r`ze" 3' una placa de acrílico; todo ésto se amarre con ligas- Se inserto el
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"sandwich" en la cámara de electrotransferencia, colocando el gel hacía el electrodo negro 

(cátodo) y el papel hacia el electrodo rojo (ánodo). 

Se llenó la cámara con el amortiguador de transferencia y se colocó la tapa de la cámara 

colocando adecuadamente los electrodos (ánodo y cátodo). La transferencia se hizo a voltaje 

constante de 35 volts durante toda la noche. Al día siguiente se recuperó la membrana de 

nitrocelulosa y se tiñó con Rosa de Ponceau al 0.1 % en ácido acético al 0.5%. Luego se lavó el 

papel con agua destilada para hacer la inmunotinción. 

3. Inmunotinción. Se siguieron los mismos pasos del "Dot-blot" indirecto. 

IX. Cuantificación de fibroneetina en los medios condicionados por el método de ELISA 

indirecto: 

Se recubrió la placa de ELISA (Falcan, 3915) con fibronectina (de plasma humano, Boehringer 

Mannheim) disuelta en amortiguador de carbonatos (0.1 M a pll de 9.6) a diferentes 

concentraciones de proteína de 2-1 O ~tg para la obtención del título del primer anticuerpo. Se dejó 

la placa cubierta con papel aluminio en refrigeración durante la noche. 

La placa se bloqueo con glicina 0.1 M a pH 8.0 por una hora a 37º C y luego se lavó 3 veces con 

Tween-20 al 0.05% en PBS (Tween-20-PBS). La incubación con el primer anticuerpo 

(anticuerpo policlonal contra fibronectina sérica de cobayo en conejo), disuelto en Tween-20-

PBS, se hace a 37º C por una hora y se vuelve a lavar 3 veces con Tween-20-PBS. Este 

anticuerpo se utilizó en las siguientes diluciones 1 :625, 1: 1250, l :2500, 1 5000. 1: 10000. El 

segundo anticuerpo (anticuerpo contra lgG de conejo en chivo marcado con peroxidasa (ICN 

Biomedicals, !ne.) disuelto en Tween-20 al 0.05% en PBS se utilizó en una dilución 1 :5000 a 37º 

C por una hora. enseguida se lavó 3 veces con T-20-PBS. 

Como substrato se empleó ortofenilendiamina (0.4 mg/ml) (Sigma) en el amortiguador de fosfato 

(0.1 M)-citrato (0.05 M) a pH de 5 y se le adicionó l µl/ml de peróxido de hidrógeno (al 30%) al 

momento de usar, con el que se incubó por 15 min. La reacción se detuvo con 50 ~ti de ácido 

sulfúrico 1.5 M por pozo y se leyó en un lector de El.ISA (Bio-Rad. Modelo 450) a 492 nm. En 

todas las incubaciones se empleó un volumen de 100 ~ti. 
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".ronr.-'tt-it.v'1" en la camara de electrotransferencia. colocando el gel hacia el electrodo negro

tcatodol jv el papel hacia el electrodo rojo {'anodo].

Se lleno la camara con el amortiguador de transterencia jr se coloco la tapa de la camara
colocando adecuadamente los electrodos (ánodo jr catodo). La transferencia se hiso a voltaje

constante de 35 volts durante toda la noche. .-"il dia siguiente se recupero la membrana de

nitroeelulosa y se tiño eott Rosa de Ponceau al [l.l% en acido acetico al 0.5%. Luego se lavo el

papel con agua destilada para hacer la inmunotincion.

3. lnm_unp_ti_n_cion. Se siguieron los mismos pasos del “Dot-olor" indirecto-

IX. Cuantitìeaeion de filztroneetina en los medios condicionados por el metodo de ELISA

Se recttbrio la placa de ELISA (Falcon, 3915] con tibroneetina tde plasma humano, Boehringer

lvlannheitttì disuelta en amortiguador de carhonatos [ü.ltvl a pl-l de 'ïtot a diferentes

concentraciones de proteína de 2-ll] ttg para la obtencion del titulo del primer antiettcrpo. Se dejo

la placa cubierta con papel aluntinio en refrigeracion durante la noche.

La placa se bloqueo con glicina lll lvl a pH 3.0 por una hera a 3?* tf v luego se lavo 3 veces con

T'-.fveen-213 al [l.[l53'¡s ett PES {'l`weett-Él]-Plìfì). La incubacion con el primer atttictterpo

tanticuerpo policlonal cotttt'a fibronectina serica de cobayo en conejo). disuelto en Tvveen-2Ú-

PES. se hace a 3?” C por una hora v se vuelve a lavar 3 veces con Tweett-EU-PES. Este

anticuerpo se utiliao en las siguientes diluciones l:625, l1l25lÍl, l:25LlU, l:1ìtll]lÍl, l:1lll]l3lÍl. El

segundo anticuerpo [anticuerpo contra lgü de conejo en chivo marcado con pero:-ridasa (ICN

Biomedicals, lnc_] disuelto en `l`vveen-2[l al ll.lÍt5% en PES se utiliao en una diluciort l:5tÍltlIÍl a 3?"

(Í por una hora. ensegttida se lavo 3 veces con T-2t3-FPSS.

Como stthstrato se erttpleo ortotìenilendiamina (0.4 mgƒmll {Sigma`,t en el amortiguador de fosfato

{t`l.tl'vl}-citrato ttltlñ lvl] a pH de 5 jr se le adiciono I ttltml de perosido de ltidrogeno tal 3tì'ï'ftt} al

montento de ttsar. cott el que se ittcnbo por IS rttiti. La reaccion se detuvo con ill' pl de ricido

sulfúrico L5 lvl por poso jr se levo en tm lector de lÉl.lSr*t {Bio~Ratl. lvlodelo 45tl} a tlf?? nm. En

todas las incubaciones se entpleo un volttnien de ltltl til.
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Esta técnica se utilizó para el establecimiento del título del primer anticuerpo. Se utilizó el mismo 

procedimiento para cuantificar la fibronectina, ahora utilizando los medios condicionados de 24 h 

y una curva patrón de fibronectina de O a 250 ng para evaluar la sensibilidad de la metodología y 

determinar su intervalo útil. Así mismo, para la cuantificación de esta proteína en los medios 

condicionados se utilizó una curva patrón de O a 40 ng de fibronectina. 

X. Análisis estadístico 

Los porcentajes obtenidos en las cinéticas de cultivo fueron transfonnados a arcoseno; para su 

evaluación por análisis de varianza bifactorial seguida por una prueba de comparaciones 

múltiples (prueba de Tukey) (Zar, 1984 ). 
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Esta tecnica se utilizo para el establecimiento del titulo del printer anticuerpo. Se utilizo el mismo

procedimiento para cuantificar la tibronectina, ahora utilizando los medios condicionados de 24 lt
v una curva patron de fibronectina de 0 a 250 ng para evaluar la sensibilidad de la metodologia y

detemtinar su intervalo útil. Asi mismo, para la cuantificacion de esta proteina en los medios

condicionados se utilizo una curva patron de ll a 40 ng de tibronectina.

X. Análisis estadístico

Los porcentajes obtenidos en las cinetieas de cultivo fueron transformados a arcoseno; para su

evaluacion por análisis de varianza bifactorial seguida por una prueba de comparaciones

múltiples (prueba de Tukey) (Zar, 1984).
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RESULTADOS 

l. Desarrollo de blastocistos en cultivo con un suplemento de suero. 

Los blastocistos de ratón fueron cultivados por 17 h en medio de Biggers para favorecer el 

rompimiento de la ZP. En estas condiciones todos o la mayoría de los blastocístos se expanden 

pero aún conservan la ZP (Fig. 6A). De esta forma fueron transferidos a los medios utilizados. 

En las distintas condiciones de cultivo que penniten la implantación in vitro; los cambios 

morfológicos experimentados por los blastocistos fueron similares. Dentro de las condiciones 

señaladas estuvieron: el cultivo en un medio rico en nutrientes, NCTCe, en otros casos el suero 

fue sustituido por fctuina. fetuina con BSA o BSA. 

Todos los blastocistos conservan la ZP al ser transferidos al medio NCTCc u otros suplementos 

En prcsencrn de suero la mayoría de los blastocistos se han liberado de la ZP un día después ( 48 h 

de cultivo) (Fig. 68 y 6C). A las 72 h de cultivo; alrededor del 95 % de embriones han roto la ZP. 

Después de la liberación de la ZP el trofoblasto se adhiere y extiende sobre la superficie de 

cultivo (Fig. 60) y las células del TEM forman una monocapa, presentando núcleos prominentes 

y poliploides al formar a las células gigantes del trofoblasto (Fig. 60). 

La masa celular interna permanece en la superficie externa y en algunas ocasiones se une al 

crecimiento trofoblástico por un grupo de células pequeñas y redondas correspondientes al TEP, 

a esta estructura se le ha homologado con el cono ectoplacentario (Fig. 68). A las 72 h de cultivo 

el mayor porcentaje de embriones ya ha roto y se han liberado de la ZP, lo cual es un requisito 

para que el trofoblasto se adhiera y se extienda conforme avanza el tiempo de cultivo. En este 

tiempo la mayoría de los embriones ya colapsaron su blastocele. A las 96 h mas del 80 % se han 

implantado (Fig. 6D). 

11. Desarrollo de blastocistos en medio NCTC con suero deficiente de fibronectina. 

Previamente se ha demostrado en este laboratorio mediante el uso de anticuerpos neutralizantes 

que la fibronectina presente en el SBF, es un factor sérico que ayuda al sostenimiento de la 

implantación in l'ilro (Martínez. 1994: Baiza. 1994). Para estudiar qué tanto el embrión es capaz 
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RI-ISIJLTADOS

l. Ilesartjollu de blastocistos en cultivo cop un suplemento de suero.

Los blastocistos de raton fueron cultivados por IT h en medio de Biggcrs para favorecer el

rompimiento de la ZP. En estas condiciones todos o la mayoria de los blastocistos se expanden

pero aún conservan la ZP (Fig. ora). De esta forma fueron transferidos a los medios utilizados.

En las distintas condiciones de cultivo que permiten la implantacion tn vitro; los cambios

morfológicos experimentados por los blastocistos fueron sitnilares. Dentro de las condiciones

señaladas estuvieron: cl cultivo en tm medio rico en nutrientes, NCTCc, en otros casos el suero

fue .sustituido por fetttina. fetuina con ESA o BSA.

'lodos los blastocistos conservan la ZP al ser transferidos al medio l”~ìC`T(`.`c u otros suplementos.

En presencia de suero la mayoria de los blastocistos se hatt liberado de la ZP un día despues (48 lt

de cultivo) (Fig. 613 v 6C). A las T2 lt de cultivo: alrededor del 9:3 % de embriones han roto la loli.

Despues de la liberacion de la ZP el trofohlasto se adlticrc jv er-tticndc sobre la superficie de

cultivo {Fig. 61)) v las celulas del TEM forman una monocapa, presentando núcleos prominentes

1-." poliploides al tbrmar a las celulas gigantes del trofohlasto {Fig. (iD).

La ntasa celttlar itttcrna permanece en la superlicic externa y en algunas ocasiones se une al

crecimiento trofoblastico por un grupo de celulas pequeñas y redondas correspondientes al TE-LP,

a esta estructura se le ha hontologado con el cono ectoplacentario ll-iig. ÓB). A las 72 lt de cultivo

el majfor porcentaje de embriones vn ha roto v se han liberado de la ZP, lo cual es un requisito

para que el trofohlasto se adhiera jr se extienda conforme avanza el tiempo de cultivo. En este

tiempo la mayoría de los embriones ya colapsaron su blastocele. A las 96 h mas del 80 % se han

implantado {Fig. (ID).

ll. Desarrollo de blastocistos en medio NÍÍTC con spero deficiente de fibroneetina.

Previamente se ha demostrado en este laboratorio mediante el oso de anticuerpos neutralizantes

que la l`|bronectina presente ett el SBF. es un factor sorico que ayuda al sostcnintiettto de la

intplantacitin in t-tiro tlvlartittez, l'~l9~l: lìttiza. 19i}4ì. Para cstttdiar quo tanto el embrion cs capaz
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de implantarse sin esta proteína en el suero, se empleó SBF deficiente de fibronectina como un 

suplemento en los cultivos, aunque no se logró quitar completamente la fibronectina del SBF; ya 

que se obtuvo una tinción positiva para fibronectina por la t.:cnica de "dot-blollíng "; sin 

embargo, esta tinción fue mucho mas débil que la del suero completo. 

Como se muestra en la Fig. 7 A en el medio con suero deficiente de fibronectina fue menor el 

porcentaje de embriones que rompen la ZP a las 48 y 72 h. (10 y 63 :+: 2.5 %) (P<0.05); sin 

embargo, a las 96 h, el porcentaje fue similar (82 :+: 2 %) a aquel sostenido por el medio NCTC:c 

(95 :+: 2.5 %). El medio NCTCc fue más eficaz en sostener el rompimiento de la ZP a las 48 y 72 

h; sin embargo, a las 96 h ambas condiciones conducen estadísticamente a la misma proporción 

de embriones sin ZP. Los embriones en el medio deficiente de fibronectina no presentan pérdida 

de cavidad durante las 24-72 h (P>0.05) (Fig. 78) y es hasta las 96 h que disminuye el porcentaje 

de embriones con cavidad (50 :+: 4) (P<0.05). Así como para el rompimiento de ZP, el colapso del 

blastocele ocurre más rápidamente en presencia del suero completo. Durante las primeras 72 h el 

porcentaje de embriones que se adhieren fue mas bajo en el medio deficiente de fibronectina (0 a 

13 :+: 5) (Fig. 7C); sin embargo. a las 96 h aumenta significativamente (65 :+: 4 %), sin mostrar 

diferencias estadísticas con los cultivos en NCTCc. Con respecto a la extensión del trofoblastos 

se observa en la Fig. 70 que en el medio deficiente de fihronectina los embriones no presenta 

extensión hasta después de las 72 h. mostrando a las 96 h apenas un 38 % :+: 2, mientras que en el 

medio con suero completo a las 72 h se alcanza ya un porcentaje significativamente mayor de 

embriones extendidos (85 :+: 5 %) (P< 0.05). 

Es de señalar que en el medio deficiente de fibroneetina prácticamente todos los blastocistos que 

rompen la ZP se adhieren, pero de estos últimos sólo alrededor del 50 % se extienden. 

A pesar de que a las 96 h un alto porcentaje de embriones se adhiere en el medio con suero 

deficiente de fibronectina, sólo la mitad de estos embriones llegan a extenderse (p<0.05), aunque 

los que lo hacen llegan a presentar un tamaño similar en sus áreas de extensión al de los 

embriones cultivados en NCTCc (Fig. 7E). Por lo general cuando se empleó el suero deficiente 

de fihroncetina el desarrollo de los blastocistos fue más lento y se inhibió en algunos embriones 

la extensión del trofoblasto. 
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de implantarse sin esta proteina en el suero, se empleo SBF deficiente dc ftbronectina conto un

suplemento en los cultivos, aunque no se logro quitar completamente la fihrooectina del SBF; va
que se obtuvo una tincion positiva para ftbronectina por la tecnica dc "o'or-ol'o.tting"; sin

embargo, esta tincion fue mucho mas debil que la del suero completo.

Como se muestra en la Fig. To. en el medio con suero delìciente de fibronectina fue menor el

porcentaje de embriones que rompen la ZP a las 43 jr T2 h, [lll jv o3 jç 3.5 %} (P-=1ïtIt_tt5}; sin

embargo, a las 9o h, el porcentaje fttc similar (S2 1 .il 3-ii) a aquel sostenido por el medio l¬\ll_Í`l`IÍÍc

(95 1 2-5 'i/ni. El ntedio l*-lf."l`IZ_`c fue mas eficaz en sostener el rompimiento de la ZP a las 43 v 32

h; sin embargo, a las 96 h ambas condiciones conducen estadísticamente a la ntisma proporcion

de embriones siii EP. Los embriones en el medio deficiente de fthronectina no presentan perdida

de cavidad durante las 2-=l¬?2 h t`P>t_l.fl5} [Fig. TB] v es hasta las 96 h que disminuye el porcctttaje

de embriones con cavidad {_Í.'iil 1 4) [P'=ïll.l35). Asi como para cl rontpitttiento de ZP, el colapso del

blastoeele octtrrc mas rapidamente en presencia del suero completo. llturante las primeras T2 h cl

porcentaje de embriones que se adhieren fue mas bajo en el medio delìciente de tibronectina lll a

I3 ± 511 tFig. '?I`Í_Í); sin embargo. a las Élo h autncnta significativamente to5 if 4 'il/ti), sin mostrar

diferencias estadisticas con los cultivos en ll*-"Í_"i`{Íc. Con respecto a la extension del trofoblastos

se observa en la Fig. TD qtie en el medio deficiente de fthroncctina los eittbriones no prcsettta

extension hasta despuos de las 'F3 h. mostrando a las vo h apenas tin 33 3% pj É, mientras qtte en cl

medio con suero completo a las 'F2 h se alcattza va un porceittajc significativamente mayor de

embriones extendidos (S5 jr 5 “/ti] [Ps (HIS).

Es de señalar que en el medio delìciente de tibronectina practicamente todos los blastocistos que
rompen la ZP se adhieren, pero de estos últimos solo alrededor del SU “fit se extiendert.

Ft pesar de que a las 9o h un alto porcentaje de embriones se adhiere en el medio con suero

delìciente de fibronectina. solo la mitad de estos embriones llegan a extenderse [p*f~lÍl.{l5}, attnquc

los qtic lo hacen llegan a presentar un tamaño sitniiar en sus areas de extension al de los

embriones cultivados ett l\ll_"l'(`c tliig. TE). Por lo general cuando se ctnpleo el suero deficiente

de fthronectina el desarrollo de los blastocistos fue mas lento 1,; se inltibio en algttnos embriones

la extension del trolbblasto.
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111. Efecto de la fctuina en el desarrollo de los blastocistos. 

Para discriminar la participación de la fibronectina exógena, proporcionada por el suero, y la 

endógena, producida por el conceptus: se hicieron experimentos en medio NCTC con BSA sin 

suero. para estudiar cómo actúa la fibrobnectina para inducir la extensión del trofoblasto. 

Por regla general la cinética del cultivo en todas las concentraciones de fetuina empleadas fue 

similar entre ellas y con aquellas de los cultivos en NCTCc excepto para el colapso del 

blastocele. 

La cinética mostrada en el rompimiento de ZP fue similar en los medios con las diferentes 

concentraciones de fetuina y suero. a lo largo del tiempo de cultivo entre las 48 y 96 h, mientras 

que en el medio carente de fetuina el porcentaje de embriones que rompieron la ZP fue menor (O 

y 63 ± 6 %, respectivamente) (P<0.05) (Fig. 8A). Durante las primeras 48 y 72h al parecer no se 

observan diferencias en la pérdida de blastocele para cada uno de los medios con y sin fetuina 

(Fig. 88). A las T!. y 96 h se muestra un porcentaje mayor en la perdida de blastocele, en los 

medios con menos del 0.1 % de fetuina (P< 0.05). La concentración de fetuina parece ser 

importante en la pérdida de cavidad a las 72 h. A las 48 h el porcentaje de adhesión del 

trofoblasto es menor (~35 %) en los medios con 0.25 ~tg/ml de fetuina o sin ella, con respecto a 

los medios con mayores concentraciones de fetuina. que presentaronn mayor porcentaje (~60%) 

(P< 0.05) (Fig. 8C). En las 72 h se generó una mayor adhesión para todos los medios de cultivo, 

excepto para el que no presenta fetuina; aún a las 96 h dicho medio promovió un menor grado de 

adhesión (56 ± 4 %) al substrato. 

Los porcentajes de extensión fueron aumentando de las 24 a las 72 h (Fig. 8D). A las 48 h la 

extensión alcanzó un 25 %. sin mostrar diferencias entre las distintas condiciones de cultivo (P> 

0.05). Entre las 72 y 96 h los medios con fetuina promovieron los mayores porcentajes de 

extensión (por arriba del 60 %) con respecto al control sin fetuina (45 ± 3 %) (P< 0.05). Al 

parecer la fetuina es un factor sérico que promueve la implantación in vitro. Las áreas de 

extensión (Fig. SE) no muestran diferencia estadística significativa en las concentraciones de 

fetuina de 0.5 . O. 75 y l mg/ml {P< 0.05); sin fetuina se obtuvo una ligera extensión similar a la 

concentración de 0.25 rng/ml. Las áreas de extensión alcanzadas por las tres concentraciones 

mayores de fetuina representan apenas un 25 % del área observada en el medio NCTCc. 
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lll. Efecto de la fetuina en el desarrollo d_e los hlastocistos.

Para discriminar la participacion de la fibronectina esogena. proporcionada por el suero, y la

endógeno. producida por el er.›m:'e;Jru.r.' se hicieron esperinientos en medio NCTC con BSA sin

suero. para estudiar como actúa la fibrobnectina para inducir la extensión del trofohlasto.

Por regla general la cinética del cultivo en todas las concentraciones de fetuina empleadas fue

similar entre ellas v con aquellas de los cultivos en NCTCc excepto para el colapso del

blastocele.

La cinética mostrada en el rompimiento de ZP fue similar en los medios con las diferentes

concentraciones de t`etuina v suero. a lo largo: del tiempo de cultivo entre las 43 y 96 li, mientras

que en el medio carente de fetuina el porcentaje de embriones que rompieron la ZP fue menor (0

jr 63 1 6 °/a_ respectivainentel t'P<{l-(l5) (Fig. SA). l)urante las primeras 43 jv 72h al parecer no se

observan diferencias en la perdida de blastoeele para cada uno de los ntedios con y sin fetuina

(Fig. SB). A las T1 3-' 96 h se muestra un porcentaje niajvor en la perdida de blastocele. en los

medios con menos del U.1“Ä:› de fetuina (Pai 0.05). La concentracion dc fetuina parece ser

importante en la perdida de cavidad a las 72 h. A las 48 h el porcentaje de adhesión del

trofohlasto es menor (~-35 "/ir) en los medios con 0.25 tigƒml de fetuina o sin ello, con respecto a

los medios con mayores concentraciones de fetuina. que presentaronn mayor porcentaje (~60%)

(P< 0.05) (Fig. SC). En las 72 h se genero una mayor adhesión para todos los medios de cultivo,

excepto para el que no presenta fetuina; aún a las 96 h dicho medio promovio un menor grado de

adhcsion (56 ± 4 “/ii) al substrato.

Los porcentajes de extension fueron aumentando de las 24 a las T2 h [Fig. SD). A las 48 h la

extension alcanïo un 25 'É/ii. sin mostrar diferencias entre las distintas condiciones de cultivo (P-`>'

0.05). Entre las 'F2 1.-' 96 h los medios con fetuina promovieron los mayores porcentajes de

extension (por arriba dei ol] %] con respecto al control sin fetuina (45 ± 3 %) (P< 0.05). Al
parecer la fetuina es un factor serico que promueve la implantacion irr tfirrrr. Las areas de

extension (li`ig_ Si-I) no muestran dilìerencia estadistica significativa en las concentraciones de

fetuina de 0.5. 0.75 jr l ntgfml [Pai l}.U5); sin fetuina se ohtuvo una ligera extension similar a la

concentracion de (1.25 mgrml. Las áreas de extension alcanzadas por las tres concentraciones

mayores de fetuina representan apenas un 25 % del area observada en el medio Nf_"l`Cc.
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IV. Efecto de la BSA en la implantación embrionaria in vitro inducida por fetuina. 

De acuerdo con los resultados anteriores, el medio NCTC con un suplemento de BSA y fetuina 

(estos últimos componentes del SBF) favorece el proceso de implantación in vitro evaluado a 

través de los parámetros de rompimiento de la ZP, pérdida de la cavidad del blastocele, adhesión 

y extensión del trofoblasto. Sin embargo, no se conoce qué tanto estos fenómenos son disparados 

o estimulados por la fetuina y/o la albúmina. Para saber en qué grado la BSA modifica el efecto 

de la fetuina, se estudió la cinética de desarrollo bajo la acción de la fetuina (0.5 mg/ml) con y sin 

suplemento de BSA. 

Entre las 48 a las 72 h del cultivo el porcentaje de embriones que se liberan de la ZP, aumenta de 

un - 50 a un - 80 % (P< 0.05) (Fig. 9A). Entre las 72 y las 96 h no hubo diferencias significativas 

para cada uno de los medios. El medio con fetuina sin BSA promovió el mismo grado de 

liberación de la ZP que el medio con esta proteína. Corno se observa en la Fig. 98, entre las 72 y 

96 h disminuye significativamente el porcentaje de embriones con cavidad en ambos medios (P< 

0.05 ). Es hasta las 96 h que se observa el mayor colapso de la cavidad del blastocele en el medio 

sin BSA, solamente un 40 % conservan la cavidad, mientras que en el medio con albúmina un 80 

% conservan el blastocele (P< 0.05). Al parecer la pérdida de cavidad inducida por fetuina se ve 

retardada por la BSA. El comportamiento de adhesión de los embriones (Fig. 9C) en las primeras 

48 h muestra un aumento significativo entre un 45-60 % (P< 0.05) en el medio con o sin BSA, la 

fetuina promueve este fenómeno independientemente de la presencia de albúmina. A las 48h de 

cultivo no se observa diferencia entre los porcentajes de extensión en los dos medios (con y sin 

fetuina) (Fig. 9D) con respecto al tiempo inicial. Hasta las 72 h se observa un mayor porcentaje 

de embriones extendidos en los dos medios (-65 %) (P< O 05). En el medio NCTC, el 

suplemento de fetuina favorece la extensión aún sin BSA. 

Las áreas de extensión del trofoblasto no mostraron diferencias estadísticas significativas (Fig. 

9E) (P>0.05) en las áreas de extensión, aunque en promedio el trofoblasto en el medio sin BSA 

parece tener una extensión casi del doble con respecto a aquellos en el medio con BSA, siendo el 

tamaño de muestra más pequeño en este grupo. 
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ufecto de lp,_BS_Ae embriunaria r_`rr_v_r]_'_ï|¿g|_ucida por fetuina.

De acuerdo con los resultados anteriores, el medio NCTC con un suplemento de BSA y fetuina

(estos últimos componentes del SBF) favorece el proceso de implantación in vitro evaluado a

través de los parámetros de rompimiento de la ZP, pérdida de la cavidad del blastoeele, adhesión

y extensión del trofohlasto. Sin embargo, no se conoce qué tanto estos fenómenos son disparados

o estimulados por ia fetuina yfo la albúmina, Para saber en qué grado la ESA modifica el efecto

de la fetuina, se estudió la cinética de desarrollo bajo la acción de la fetuina (0.5 mgfml) con y sin

suplemento de BEA.

Entre las 48 a las 72 h del cultivo el porcentaje de embriones que se liberan de la ZP, aumenta de

un ~50 a un ~3U "/Ei [P< 0.05) (Fig. 9A). Entre las 72 y las 96 h no hubo diferencias significativas

para cada uno de los medios. El medio con fetuina sin BSA promovió ei mismo grado de

liberación de la ZP que el medio con esta proteina. Como se observa en la Fig. 913, entre las 72 y

96 h disminuye significativamente el porcentaje de embriones con cavidad en ambos medios (P-ff

0.05). Es basta las 96 h que se observa el mayor colapso de la cavidad del blastoeele en el medio

sin ESA, solamente un 40 “fa conservan la cavidad. mientras que en el medio con albúmina un 30

% conservan el blastoeele (P-=i 0.05). Al parecer la pérdida de cavidad inducida por fetuina se ve

retardada por la ESA. El comportamiento de adhesión de los embriones (Fiji. 9C) en las primeras

43 h muestra un aumento significativo entre un 45-60 “aii (Ps 0.05) en el medio con o sin BSA. la

fetuina promueve este fenómeno independientemente de la presencia de albúmina. A las 48h de

cultivo no se observa diferencia entre los porcentajes de extensión en los dos medios (con y sin
fetuina) (Fig. 91)) con respecto al tiempo inicial. Hasta las 72 h se observa un mayor porcentaje

de embriones extendidos en los dos medios (~65 %) (P<f 0.05). En el medio NCTC. el

suplemento de fetuina favorece la extensión aún sin BSA.

Las areas de extensión del trofoblasto no mostraron diferencias estadisticas significativas (I-`ig,.

"-EFE) [Fï>(l.Ú$} en las áreas de extensión, aunque en promedio el trofohlasto en el medio sin BSA

parece tener una extensión casi del doble con respecto a aquellos en el medio con BSA, siendo el

tamaño de muestra mas pequeño en este grupo-
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V. Efecto de los anticuerpos contra fibronectina la implantación in vitro de blastocistos 

inducida por fetuina. 

Para evaluar si la fibronectina sintetizada y secretada por el embrión (fibronectina celular) 

pa11icipa en el proceso de implantación in vitro inducida por el suero, se utilizó un anticuerpo 

neutralizante contra fibronectina celular en dos diluciones: 1 :30 y 1: 125. Este anticuerpo 

comercialmente contiene como conservador azida de sodio, por lo que se usaron como grupos 

controles, el medio con las concentraciones de azida de sodio correspondientes a las diluciones 

del anticuerpo (33 µg /m l y 8µg/ml, respectivamente). Se empleó además un anticuerpo 

irrelevante (antilgGh) en la dilución 1: 30 (0.14 mg/ml) como control en la evaluación de las 

áreas de extensión. 

En gene ral no se observó efecto del anticuerpo contra fibronectina celular en la cinética del 

cultivo con respecto a sus controles que contienen la misma cantidad de azida de sodio. 

Sólo en los cultivos en el medio NCTCc con antifihronectina celular en la dilución 1 :30 se 

encontró una menor área de extensión con respecto a su control (P < 0.05) (Fig. 1 O), lo cual podría 

indicar que el ;mticuerpo en esta dilución afecta el grado de extensión del trofoblasto. 

Debido a que casi no se observó un efecto del anticm:rpo contra fibronectina celular en la 

implantación in vitro inducida por el suero se decidió utilizar otro anticuerpo. Ya que en el 

laboratorio se contaba con un anticuerpo policlonal neutralizante antifibronectina sérica el cual ya 

se había empleado en los cultivos en presencia de suero, se quiso probar su efecto sohre la 

implantación in vitro en medio NCTC con 0.5 mg/ml de fetuina, partiendo de diluciones 

probadas previamente en medio NCTCc (Baiza, 1994). Además se buscó eliminar cualquier otro 

suplemento de fibronectina, por lo que para estos ensayos se empleó en medio únicamente con 

fetuina y como control, se usó un anticuerpo no relevante (antilgGh) en las mismas 

concentraciones ( 17 y 34 µg/ml). Del anticuerpo menos concentrado sólo se muestran los 

resultados para las áreas de extensión. 

En las diferentes concentraciones de antifibronectina sérico ( 17 y 34 µg/ml) el porcentaje de 

embriones que rompen la ZP (Fig. 11 A) es menor y más lcn lo con respecto a los grupos 

controles durante las 96 h de cultivo (P< 0.05). lo cual indica que el anticuerpo antifibronectina 
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V. Efecto de los antir_:_tLerpos con_tra _Ij_I;_›rpn_i¿:_c_tina la implantación in viri-o__dt_: hlastocistos
indu_ç_i_tla por t`etu_ina.

Para evaluar si la tibroncctina sintetiaada y seeretada por el embrión ttìbroneetina eelular)
participa en el proceso de implantacion in vitro inducida por el suero, se utilizó un anticuerpo

neutralizante contra fibronectina celular en dos diluciones: 1:30 y 1: 125. Este anticuerpo
comercialmente contiene como conservador azida de sodio, por lo que se usaron como grupos

controles, el medio con las concentraciones de azida de sodio correspondientes a las diluciones

del anticuerpo (33 pginil y tšpgƒml, respectivamente). Se empleó ademas un anticuerpo

irrelevante (antilgtlìh) en la dilución 1: 30 (0.14 mg/ml) como control en la evaluación de las

áreas de extension.

En general no se observó efecto del anticuerpo contra ñbronectina celular en la cinética del
cultivo con respecto a sus controles que contienen la misma cantidad de aaida de sodio.

Solo en los cultivos en el medio N(`TCc con antifihronectina celular en la dilución l:30 se

encontró una menor area de extensión con respecto a su control (Ps 0.115) [Fig. ID). lo cual podria

indicar que el anticuerpo en esta dilución afecta el grado de extensión del trofohlasto.

Debido a que casi no se observó un efecto del anticuerpo contra fibronectina celular en la

implantación in vitro indttcida por el suero se decidio utilittar otro anticuerpo. Ya que en el

laboratorio se contaba con un anticuerpo policlonal neutraliaante antitibronectina serica el cual ya
se habia empleado en los cultivos en presencia de suero, se quiso probar su efecto sobre la

implantación En v.-'tro en medio I“~lC'l"C con 0-5 mg/ml de fetuina, partiendo de diluciones
probadas previamente en medio i“¬iC`TCc (Baiaa, 1994). Además se buscó eliminar cualquier otro

suplemento de fibroneetina, por lo que para estos ensayos se empleó en medio únicamente con
fetuina y como control, se usó un anticuerpo no relevante lantiigüh) en las mismas

concentraciones (17 y 34 pgfmlì. Del anticuerpo menos concentrado sólo se muestran los

resultados para las arcas de extension.

En las diferentes concentraciones de antifibronectina serico (IT y .14 _|J.gJ'ml) el porcentaje de

embriones que rompen la ZP |fFig. HA) es menor y mas lento con respecto a tos grupos
controles durante las 96 h de cultivo (l-'*-'1 0.05), lo cual indico que el anticuerpo antifibronectina
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sérica influye en este proceso, ya que a las 96 h sólo ~40 % de los concepti rompen la ZP en 

presencia del anticuerpo, siendo que en el grupo control se alcanza un mayor porcentaje de 

rompimiento de la ZP de alrededor del 85% (P<0.05). 

El anticuerpo, a una concentración de 34 µg/ml en el medio de cultivo, promovió una pérdida de 

cavidad igual a las 48 y 72 h y finalmente, a las 96 h, solamente un 10% presentan cavidad, en 

tanto que con anti IgGh (34 µg/ml) todos la colapsan (P< 0.05) (Fig. l !B). De acuerdo con estos 

resultados no se puede establecer un efecto del anticuerpo en el colapso del blastocele. 

La adhesión de los embriones sigue un comportamiento similar a la ruptura de la ZP: todos 

aquellos que se liberan de ella se adhieren al substrato independientemente de la concentración 

del anticuerpo (Fig. 11 C). Al parecer el anticuerpo antifibronectina sérica en la dilución de 34 

~tg/ml afectó el rompimiento de la ZP, por lo que la adhesión también se observó disminuida 

durante todo el tiempo de cultivo sin encontrarse un efecto directo sobre ella. A pesar de que fue 

observada la adhesión con el uso de los anticuerpos contra fibronectina sérica entre las 48 y las 

96 h de cultivo; en las primeras 48 h no se observaron embriones extendidos aún en el grupo 

control con antilgGh (Fig. ! ID). 

Entre las 72 y 96 h, en los medios con el anticuerpo antifibronectina en las dos diluciones 

empleadas, se presentó un menor porcentaje de extensión con respecto a los cultivos en el medio 

con antilgGh (P< 0.05). La extensión en la dilución 34 µg/ml de antifibronectina fue nula entre 

las 24 y 72 h, a pesar de que este tiempo, alrededor de un l O % rompieron la ZP. A las 96 h 

aumento a alrededor de un 30% ( P< 0.05), valor que fue similar al de los embriones con 

rompimiento de la ZP. En la dilución del anticuerpo hasta 17 µg/ml sólo alrededor del 50 % de 

los embriones que rompieron la ZP y se adhirieron, se extendieron. 

Se encontró una acción inhibitoria del anticuerpo sobre la extensión del trofoblasto, idea que se 

reforzó al encontrar que el anticuerpo antifibronectina sérica a la concentración de 34 µg/ml (Fig. 

11 E) causa una reducción en el área de extensión del trofoblasto (P< 0.05) en comparación al 

medio con antilgGh, no así en la concentración 17 ~tg/ml, que no mostró diferencias 

significativas con el control. 
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sérica influye en este proceso, ya que a las Eló h sólo »~4U 'i'/ri de los eoricejori rompen la ZP en

presencia del anticuerp-o, siendo que en el grupo control se alcanxa un mayor porcentaje de

rompimiento dela ZP de alrededor del 35% [P*=1lllÍI5}.

El anticuerpo, a una concentración de 34 pgƒml cn el medio de cultivo, promovió una pérdida dc

cavidad igual a las 43 y T2 h y finalmente. a las *Jó lt, solamente un lilii›'í;- presentan cavidad, en

tanto que con anti lgffrh (3-4 pgfml] todos la colapsan (Ps-'I IÍLU5] {Fìg. HH). De acuerdo con estos

resultados no sc puede establecer un efecto del anticuerpo cn el colapso del blastocele.

La adhesión de los embriones sigue un comportamiento similar a la ruptura de la ZP: todos

aquellos que se liberan de ella se adhieren al substrato independientemente de la concentración

del anticuerpo iFig. HC). .nl parecer el anticuerpo antifibronectina sérica en la dilución de 34

ugrml alectó cl rompimiento dc la ZP, por lo que la adhesión también se observó disminuida

durante todo el tiempo de cultivo sin encontrarse un efecto directo sobre ella. .ft pesar de que fue

observada la adhesión con el uso de los anticuerpos contra libronectina sérica entre las 43 y las

ao 11 de cultivo; en las primeras 48 h no se obsenraron embriones extendidos aún en el grupo

control con antilgtfih [Fig. l ID).

Entre las T2 y ÉH5 h, en los medios con el anticuerpo antifibroncctina en las dos diluciones

empleadas, se presentó un menor porcentaje de extensión con respecto a los cultivos en el medio

con antilg-Gb [Pai l].lÍl5], La extensión en la dilución 34 ujgƒnil de amifibroncctina fue nula entre

las 24 y F2 h, a pesar de que este tiempo. alrededor de un lt] “rs rompieron la ZP. A las *Jo h

aumento a alrededor de un Etiflfti {P<' tl_tl5], valor qtte fue similar al de los embriones con

rompimiento de la ZP. En la dilución del anticuerpo hasta l'? pgfml sólo alrededor del Si] “fit de

los embriones que rompieron la ZP y se adhirieron, se extendieron-

Se encontró una acción inhibitoria del anticuerpo sobre la extensión del trofoblasto, idea que se

reforxó al encontrar que el anticuerpo antifibroncctina sérica a la concentración de 34 pgfml {Fig,.

HE] causa una reducción en el area de extensión del trofohlasto {P-s llüñl en comparación al

medio con antilgfih, no asi cn la concentración 1? pgfnil, que no mostró diferencias

signilìcativas con el control.
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VI. Inmunodctección de fibronectina celular por medio de "western blotting". 

Mediante las técnicas de "dot-hlot" y '"western-hlotting" no se detectó la presencia de 

fibronectina en los medios acondicionados por 150 embriones cuando estos se cultivaron por 96 h 

en NCTC con BSA y fetuina al 0.05%. Sin embargo, con esta metodología se pudo 

inmunolocalizar un estándar de fibronectina humana empleando 2 µg de esta proteína (Fig. 12). 

VII. Cuantificación de fibronectina por ELISA 

Para la cuantificación de fibronectina se estandarizó el método de ELISA indirecto; utilizando 

diferentes cantidades de fibronectina humana (2 a 1 O ~tg) y estableciendo la dilución óptima a 

emplear del primer anticuerpo: para ello se probaron varias diluciones 1: 625, 1: 1250, 1: 2500, 1: 

5000, de las cuales se decidió emplear la dilución 1: 1250. En la Fig. l 3A se observa el 

comportamiento de la curva estándar en esta dilución, se observa una relación lineal entre la 

densidad óptica ( D O.) y la concentración de fibronectina en el intervalo de esta última de 1 a 40 

ng (Fig. 13 B) y en esta región de la curva se obtuvo por análisis de regresión un coeficiente de 

regresión de Pearson de 0.995 . 

La técnica estandarizada de ELISA se usó para la Cuantificación de fibronectina en muestras de 

suero humano, para ello se emplearon diluciones de suero que daban valores de D. O. en la parte 

lineal de la curva. La cantidad de fibronectina que se obtuvo en el suero fue de 735.959 ± 67.745 

µg/ml, valor similar a los ya establecidos por Poulouin y col. ( 1999). 

En los medios acondicionados en los cultivos en Biggers y NCTC con fetuina después de 96 h de 

cultivo no se detectó fibronectina por esta metodología. Sólo en el medio NCTCc se encontró que 

se liberaban al medio 559.28 ± 58.09 pg de fibronectina por embrión, este dato corresponde a 5 

ensayos. 
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Mediante las técnicas de "d'or-hier" jr "westerit-ólrirring" no se detectó la presencia de

fibronectina en los medios acondicionados por lfifl embriones cuando estos se cultivaron por 96 h

en i*~lC'l`C` con BS.-ft y fetuina al U.tl5%- Hin embargo. con esta metodologia se pudo

inmunolocalixar un estandar dc fibroncctina humana empleando 2 ug de esta proteina (Fig. l2).

VII. Cuantificación de fibronectina por ELISA

Para la cuantificación de tibronectina se estandarixó el método de ELISA indirecto; utilizando

diferentes cantidades de fibronectina humana (2 a ll] pg) y estableciendo la dilución óptima a

emplear del primer anticuerpo: para ello se probaron varias diluciones I: 625. l: 1250, l: 2500, 1:

5000, de las cuales se decidió emplear la dilución I: 1250. En la Fig. 13/'t se observa el

comportamiento de la curva estandar en esta dilución, se observa una relación lineal entre la

densidad óptica (Í) U-) y la concentración de fibronectina en el intervalo de esta última de l a 40

ng (Fig. IHB) j en esta región de la curva sc obtuvo por analisis de regresión un coeficiente de

regresión dc Pearson de 0.995.

La técnica estandarixada de ELISA se usó para la Cuantificación de fibronectina en muestras de

suero humano, para ello se emplearon diluciones de suero que daban valores de D. O. en la parte

lineal de la curva. [_a cantidad de ftbronectina que se obtuvo en el suero fue de ?Íi5.959 1 67145

pgƒml, valor similar a los ya establecidos por Poulouin y col. (1999).

En los medios acondicionados en los cultivos en Biggers y l\lCT(_`. con fetuina después de 96 h de

cultivo no se detectó fibroncctina por esta metodologia. Sólo en el medio N("l`Cc se encontró que

se libcraban al medio 559.23 Í 53.09 pg de fibroncctina por embrión, este dato corresponde a 5

ensayos.
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Figura 6. Desarrollo in vilro de blastocistos de ratón. Los embriones al 4° día de preñez 

conservan aún la zona pelúcida, el blastocele (B) y se distingue la masa celular interna (M) 

como se observa en (a). Después del primer día de cultivo en medio NCTCc la mayoría se 

liberan de la zona pelúcida (b) y se adhieren al substrato (e). A las 96 h las células del 

trofoblasto se han extendido formando células gigantes con núcleos prominentes, en esta etapa 

ya no se observa el blastocele, el cual se ha colapsado (d). Z: zona pelúcida, B: blastocele, M: 

masa celular interna, T: trofoblasto, C: células del trofoblasto polar que han formado una 

estructura s imilar al cono ectoplacentario, G: células gigantes del trofoblasto . Microscopía de 

contraste de fases. La barra corresponde a 1 O ¡un. 
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Figtira 6. Desarrelio in virrn de hfasteeistes de ratón. Les embriones al 4° dia de preñeir.

ceniservan aún la zona pelúeida. el hlasteeele (B) 3' se distingue la masa eelular intema (M)

entne se tibserva en (ai). Despues del primer dia de enltivn en medio N(_Í`[`(.`e la mayoria se

liberan de ia anna peiúeida tb) 3' se adhieren at snhstrate (e). A las 96 h las eélulas del

trefublastu se han extendida furiiiaritia eeinias gigantes een nüeìe-as prenninentes_ en esta etapa

ya ne se nbserva el biasteeele, el eual se ha eeiapsadu UI). 2'.: ¿ona peifleida, B: hlastecele, Mi

masa eelular ittterttzt. T: lrúfnbiasten CI efíltlias dei trüihhiastn pelar que han Iiarmaclti una

estrtiettira similar al cono eeteipiaeenlariu. fi: celulas gigantes del tri;i†iJi1I¿1st(i. Miertiseüpia de

Ctmtrziste de fases. La 'narra enrrespnmle a HI turn.
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Figura 7. Desarrollo in vitro de blastocistos de ratón en medio NCTCc deficiente de 
fibronectina. Los blastocistos obtenidos del 4° día de prci'iez fueron cultivados en medio de 
Biggers con BSA y después de 17 h, transferidos a medio NCTCc deficiente de fibronectina 
(NC:TCc-Fn) (--<>-) o NCTCc ( ··O · ). Se muestra el porcentaje de embriones sin ZP (A), 
con blastocele (B), adheridos (C:) o extendidos sobre el substrato (D). En (E) se presenta el 

área de extensión del trofoblasto. Cada punto representa la media:+: error estándar (X:+: E. E.) y 
entre paréntesis el número de concepti observados de 5 experimentos separados realizados en 
cultivo de 1 O blastocistos. * P< 0.05 cuando se compara con cultivos en NCTCc. En cuanto a 
las áreas de extensión no hubo diferencia entre ambos grupos. 
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Higgers een HSr't y despues de I? Ii. traiisferides a medie t“¬I[`¬|`IZÍe defieiente de fihreneetina
{N(ÍT(.`e-Fn] {¬'ï`*"'} e i“~iÚÍ".'.'.`-:: t[ "'53 `}. Se muestra ei piireeiitaje de embrienes sin ZP (A),
een blasteeele (B), adherides [C] e exteiidides sehre el snhstrate ÍD}. En (E) se presenta el
area de ei-:tensión del trnfehlaste. Cada pnnte representa ia media ± errer estandar (Í: ± E. E._1y
entre paréntesis el nümere de eeneeg;-rr' ehser-.fades de 5 esperimeiites separades realiaades en
eultive de IU blasteeistes. * Fri 11.115 enande se eenipara een eultives en I'~JC'|`Ce. En euante a
las areas de exlensidri ne huhe diferencia entre amhes grupes.
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Figura 8. Efecto de la concentración fetuina en el desarrollo in \'Í/ro de blastocistos de 
ratón en presencia de BSA. Los embriones obtenidos del 4º día de preñez fueron 
cultivados en medio de Biggers con BSA y después de 17 h, transferidos a medio 
NCTC con un suplemento de BSA (0.4 mg/ml) y diferentes concentraciones de fetuina 
(NCTCt) (-O- O.O, --o-- 0.25, --t:;- 0.5, --o- 0.75, -+ - 1 mg/ml). Se utilizó el 
medio NCTCc (----<>--)como control positivo_ Se muestra el porcentaje de embriones 
sin ZP (A), con blastocele (B), adheridos (C) o extendidos sobre el substrato (D). En 

(E) se presenta el área de extensión del trofoblasto. Cada punto representa la X y entre 
paréntesis el número de co11cepti de 5 experimentos separados realizados en cultivo de 
1 O blastocistos. El E_ E. no se representó en las gráficas A-D, siendo menor al 1 O % en 
todos los puntos. En A-D: * P< 0.05 cuando se compara con cultivos en NCTCc, En 
E: Todos los grupos experimentales fueron diferentes con respecto a los cultivos en 
NCTCc y * P< 0.05 cuando se compara con cultivos en medio sin fetuina. En cuanto a 
las ;írcas de extensión no hubo diferencia entre ambos grupos. 
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Figura 3. Efecte de la cencentracien fetuina en el desarrelle rn 1'.-mi-* de blastocistos de
ratón cn presencia de ESA. Les embrienes ebtenides del 4” dia de preñez fueren
cultivades en medie de Biggers cen ESA y despues de I? h¬ transferides a medie
N(.`TC cen un suplernentu de ESA. (EM mgjml] y diferentes cencentracienes de fetuina
(NCTCl`)('-0'-0.0. "'Ú" (1.25, 0.5, ¬-U-- 0.75, '*" 1 mgfmì).Seutili1ecI
medie NL`"l`(Ie (-0-) ceme centrel pesitive- Se muestra el percentaje de ernhrienes
sin ZP (A). cen blastecele (B). adheridas {C) e estendides sebrc cl substrate (l))_ En
(É) se presenta el área de cittensien del trefeblastri. Cada ptmte representa la Iii y entre
paréntesis el núrnere de erinee¡rri de 5 esperiinentes separades realiaades en cultive de
ll] blastecistes. El E. E. ne sc represente en las graficas A-D. sicnde mener al ID % en
redes les puntes. En A-D; * F'-11 llüã enande se eempara cen cultives en N(j'l`Cc. En
F.: Tedes les grupes experimentales fueren diferentes cen respccte a les cultives en
NC`TCc y * P< 0.05 cuande se cerrtpara cen culti-«ns en medie sin fetuina. En cuante a
las :ircas de extensión ini huhe diferencia entre nmhes grupes.
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Figura 9. Efecto de la BSA en la acción de la fetuina en el desarrollo in vitro de blastocistos de 
ratón. Los blastocistos obtenidos del 4° día de preilez fueron cultivados en medio de Biggers 
con BSA y después de 17 h, transferidos a medio NCTC con un suplemento de fetuina (0.5 
mg/ml) y BSA ( 4 mg/ml) (Con BSA) ( ----t':r--) o el mismo medio sin BSA (Sin BSA) ( · ·,G · ·). 

Se muestra el porcentaje de embriones sin ZP (A), con blastocele (B), adheridos (C) o 
extendidos sobre el substrato (D). En (E) se presenta el área de extensión del trofoblasto. Cada 

punto representa la x ± E. E., y entre paréntesis el número de concepti observados de 5 
experimentos separados realizados en cultivo de 1 O blastocistos. * P< O.OS cuando se compara 
con cultivos en NCTC con fetuina. Con respecto a las áreas de extensión no hubo diferencia 
entre ambos grupos. 
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Figura 9. Fƒecte de la Bfån en la accien de la fetuina en el dcsarrellu in virre de blastecistes de
raten. Les blastecistcs chtenides del 4° día de prenea fueren cnltivades en medie de Biggers
cen BSÄ jr después de 1'? h. transferides a medie `l*~l{Í`[`f_` cen un supleiriente de fetuina lllìi
1i1_g¢'niI)}f ESP; {¿l mgƒmlì (fee BSÄJ {_ér-) e cl misme medie sin BS.-1 {Sin BSFR] {"'.-'_`H"}.
Se muestra el percentajc de embriencs sin EP tA]¬ cen hlastecelc (B), adhcrides {C_} e
er-:tendides sehre el substrate (Di. En [FJ se presenta cl arca de estcnsien del lrefehlaste. Cada
ptmte representa la it j; E. 3@ entre paréntesis el miinere de cen-eeptr uhservades de 5
csperiincntes separades realiaades en cultive de Il) hlastecistes. * l'< ü.lì5 enande se cempara
een cultives en H¬L`Tf.` cen lettlina. Cee respecte a las areas de e:-:lensiéin ne 'nube diferencia
entre ambes grtlpes.
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Figura 1 O. Ekcto del anticuerpo contra fibronectina celular en el desarrollo in vitro de 
blastocistos de ratón sostenida por el suero. Los blastocistos obtenidos del 4º día de preñez 
fueron cultivados en medio de Biggers con BSA y después de 17 h, transferidos a medio 
NCTCc con anticuerpo antifibronectina celular (AntiFnC) en las diluciones de 1: 30. 1: 125 y 
se usaron como sus controles respectivos los medios con azida de sodio (Az) al 33 µg/ml y 8 
µg/ml y NCTCc con anticuerpo AntilgGh en la dilución 1: 30 (0.14 mg/ml). Se presenta el 

área de extensión del trofoblasto. Cada punto representa la X ± E. E. y entre paréntesis el 
número de concepti observados de 3 experimentos separados realizados en cultivo de 1 O 
blastocistos. * P< 0.05 cuando se compara con su control respectivo. 
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Figura ll). Efecto del anticuerpo contra fïbroncctina celular en el desarrollo in vitro de
hlastocistos de raton sostenida por el suero. Los blastocistos obtenidos del 4° día de preñez
fueron cultivados en medio de Biggers con B5»-ft y después de T? h, transferidos a medie
NCTCe con anticuerpo antitibreneetina celular (n.ntiFnC) en las diluciones de I; 30. I: 125 3»
se usaron como sus controles respectivos los medios con azida de sodio (A1) al 33 pgfml y 3
ug,/nil 3- NCTCc con anticuerpo Antilgüh en la dilucion I: 30 ((1.14 mg/ml). Se presenta el
arca de extension del trofohlasto. Cada punto representa la Í ± E. F.. y entre paréntesis el
mìmero de torre-epfi observados de 3 experimentos separados realizados en cultivo de lt]
hlastocistos. * Pi'-1 (1.05 cuando se compara con su control respectivo.
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Figura 11. Efecto del anticuerpo contra fíbronectina sérica en el desarrollo in vitro de 
blastocistos de ratón inducido por fetuina. Los embriones obtenidos del 4º día de preñez 
fueron cultivados en medio de Biggers con BSA y después de 17 h, transferidos a medio 
NCTC con fetuina (NCTCf) (0.5 mg/ml) con anticuerpo antifíbronectina sérica (AntiFnS) a 
distintas concentraciones 34 µg/rnl (-fr--) y 17 µg/ml (--O--). Se usó como control el medio 
con AntilgGh 34 µg/ml C ·t; · ·). Se muestra el porcentaje de embriones sin ZP (A), con 
blastocele (B). adheridos (C) o extendidos sobre el substrato (D). En (E) se presenta el área de 

extensión del trofoblasto. Cada punto representa la X ± E. E. y entre paréntesis el número de 
concepti observados de 3 experimentos separados realizados en cultivo de 1 O blastocistos. Se 
observó un comportamiento similar del cultivo en presencia de lgGh y el medio con fetuina de 
A-D. * P< 0.05 cuando se compara con el medio control con AntilgCih (34 µg/ml). 
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Figura II. Íifecto del anticuerpo contra libronectitta sérica en el desarrollo in vitro de
blastocistos de raton inducido por fetuina. Los embriones obtenidos del 4° dia de preñea
fueron cultivados en medio de Biggers con BS.-'t y después de l? h, transferidos a medio
NC`l`C con fetuina (i\lCT(_Íl) (0.5 mgfmljt con anticuerpo antifibronectina sérica (AntiFnS) a
distintas concentraciones 34 pgƒtnl (_-ü"-] v li' ugitnl (ref-`-*¬-]. Se uso como control el medio
con Antilgüh 34 _ugi'|nl ("e-.'"}. Se muestra el porcentaje de embriones sin ZP (A), cott
blastoeele (B). adheridos (C) o extendidos sobre el substrato (D). En (E) se presenta el arca de
et-:tension del trofohlasto. Cada punto representa la É _-t; E. E. 1; entre paréntesis el número de
cor:-eepti observados de 3 experintentos separados realizados en cultivo de ID blastocistos. Se
observo un comportantiento similar del cultivo ett presencia de lgült y el medio con fetuina de
A-D. * Psï D.D5 cuando se compara con el medio control con Aittilglih (34 pgiml).
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Figura 12. lnmunodetección de fibronectina. En A Corrimiento electroforético en geles de 
poliacrilamida al 7 % con SOS de las proteínas en el medio NCTC con un suplemento de BSA 
(Ü.4 mg/ml) y fetuina (0.5 mg/ml) después de 96 h de cultivo. En B. Western-blotting de los 
medios acondicionados. En el carril 1. fibronectina wmcrcial (- ); en 2. medio sin 
embriones; en 3, medio con embriones; en 4. BSA comercial. 
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Figura ll Inmunodeteccion de lìbroncctina. En .4 IL`orr|miento electroforético en geles de
poiiacriìamida al T “fit con SUS delas proteinas en el tttcdto l'¬»l¬'C"|¬{Í` con un suplemento de BS.-ft
i'_tJ.4 mg_f'ml} 1,» lìctuina [l]-5 m_t_1fm|`,t después de 9o It de cultivo. En B. We.srerri-étfottƒrtg de los
medios acondicionados. En el carril L fìbronectina comercial t-I-ji; en 2. medio sin
embriones; ett 3. medio con embriones; ett 4, BSFH comercial.
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Figura 13. Curva estándar de fibronectina. En A, se representa Ja densidad óptica (O.O.) 
obtenida a diferentes concentraciones de fibronectina (0-200 ng) por el método de ELISA 
indirecto. Se empleó una dilución 1: 1250 del anticuerpo antifibronectina sérica. En B, se 
muestra la parte recta de Ja curva. Se aplicó la regresión lineal a los datos en el intervalo de 1 a 

40 ng de fibronectina. Cada punto representa la x ± Ja D. E. de 15 determinaciones. 
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Figura I3. Curva estándar de Íihroneotina. En nt, se representa la densidad optica (U_U)
obtenida a diferentes concentraciones de fibronectina [U¬2E]ü ng) por el método de ELISA
indirecto. Se empleo una dilucion I: l25lI.'I del anticuerpo antiftbroneetina sérica. En E, se
muestra la parte recta de la curva. Se aplico la regresiétn lineal a los datos en el intervalo de l a
40 ng de fibronectina Cada punto representa la Í ± la D. E. de l5 determinaciones.



DISCUSIÓN 

Durante el proceso de implantación embrionaria en mamíferos, el trofoblasto tiene que penetrar 

hasta la membrana basal y el estroma uterino, donde interactúa con proteínas y componentes 

tisulares que le van a permitir el desarrollo óptimo y el establecimiento de la placenta. 

Las bases moleculares de la implantación embrionaria in vitro no se conocen del todo; debido a la 

complejidad del sistema y su inaccesibilidad a la experimentación controlada. Sin embargo, se 

han implementado modelos para su estudio in vitro. 

El empleo de glucosa, ciertos aminoácidos y suero en los medios de cultivo adecuados han 

permitido considerar una gran variedad de factores de adhesión, proliferación y migración para 

diferentes substratos artificiales y celulares por parte del blastocisto. Las células del trofoblasto 

llegan a desarrollar la capacidad de romper la ZP, adherirse y crecer in vitro. Estas etapas se han 

analogado a los eventos que ocurren durante el desarrollo de blastocistos in utero (Sutherland y 

col., 1988). 

Es importante señalar que los modelos de implantación embrionaria in vitro están más 

relacionados con la interacción del blastocisto con la MEC uterina durante la etapa de invasión, 

que con las etapas anteriores de la implantación. 

La naturaleza y el papel de los factores séricos en los eventos del desarrollo post-implantación en 

cultivo no son completamente entendidos. Dentro de éstos los que podrían desempeñar una 

función relevante, están la fibronectina sérica y la fetuina, ya que éstos han sido empleados para 

sostener el desarrollo in vitro de los blastocistos (Rizzino y Sherman, 1979; Sellens y Sherrnan, 

1980; Armant y col., l 986a; Carnegie, 1991; Martínez, 1994). 

En este trabajo se pretendió eliminar la fibronectina exógena, proporcionada por el suero, para 

luego estudiar la participación de la fibronectina endógena, producida por el conceptus, en un 

medio con un suplemento de fetuina. Sin embargo, no se consiguió eliminar totalmente la 

fibronectina debido probablemente a que el método empleado no fue eficiente. 
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Los resultados obtenidos en este trabajo en los cultivos de blastocistos en el medio con suero 

deficiente de fibronectina apoyan el hecho de que esta proteína sea uno de los principales factores 

séricos en promover la extensión del trofoblasto, lo cual ya ha sido reportado (Arrnant y col., 

l 986a). Sin embargo, existe evidencia de que la fibronectina podría no ser el único factor sérico 

implicado, ya que una cubierta de fibronectina en las cajas de cultivo, sostiene parcialmente la 

extensión del trofoblasto y otros factores séricos menores de 100 kDa promueven también este 

efecto (Tachi, 1992). 

Otra proteína presente en el suero es la vitronectina, la cual también sostiene de manera limitada 

la adhesión y extensión del trofoblasto (Komobliht y Gutman, 1988; Arman! y col., J 986b; 

Tachi, 1992), tiene un peso molecular de 140 kDa por lo que no corresponde a la fracción del 

suero propuesta por Tachi ( 1992). 

Entre los componentes del suero con un peso molecular de 30 a 100 kDa, podrían estar la fetuina 

y algunos factores de crecimiento (Tachi, 1992). Es posible de acuerdo con lo anterior, que la 

participación de la fibronectína en el proceso de implantación in vitro sea no solamente la de 

proporcionar un substrato para la extensión del trofoblasto, sino también la de unir otras 

moléculas como factores de crecimiento, lo cual se ha observado en los cultivos de fibroblastos 

(Roy y col., 1993 ). 

La fibronectina es una proteína que no solamente está presente en el SBF, sino que también es un 

componente de la membrana basal y la MEC del epitelio y el estroma, respectivamente, del 

endometrio (Armant y Kameda. 1994; Gilbert, 1997), con quienes interactúa el trofoblasto 

durante su diferenciación: el blastocisto presenta sitios receptores (integrinas) a esta proteína, por 

Jo que la fibronectina podría desempeñar una función importante in situ (Wartiowaara y col., 

1979; Shiokawa y col., 1999). 

En este trabajo los resultados indican que la fibronectina sérica es uno de los componentes más 

importantes para sostener la implantación in vitro de los blastocistos de ratón, ya que el medio 

con suero deficiente de fibronectina redujo significativamente el número de los concepti que 

llegaron a adherirse y a extenderse, lo cual indica que la fibronectina resultó insuficiente para 

sostener su desarrollo. Sin embargo, de los que llegaron a adherirse sólo un 50% se extendieron y 

las áreas que generaron no fueron diferentes a las del medio con suero completo, lo que hace 
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Los resultados obtenidos en este trabajo en los cultivos de hlastocistos en el medio con suero

delìciente de lìbronectina apoyan el hecho de que esta proteína sea uno de los principales factores
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suero propuesta por Tachi (I992).
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durante su difercnciacion; el blastocisto presenta sitios receptores (integrinas) a esta proteina, por

lo que la fibronectina podría desempeñar una funcion importante En sim (Wartiowaara y col.,
l9?`9; Shiokatva y col., 1999).

En este trabajo los resultados indican que la fihroncctina serica es uno de los componentes más

importantes para sostener la implantacion in vitro de los hlastocistos de raton, ya que el medio

con suero deficiente de libronectina redujo significativamente el número de los concepn' que
llegaron a adherirse y a extenderse, lo cual indica que la libroncctina resulto insuficiente para
sostener su desarrollo. Sin embargo, de los que llegaron a adherirse solo un 50% se extendieron y

las áreas que generaron no fueron diferentes a las del medio con suero completo, lo que hace
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suponer que estos concepti fueron capaces, quizá por la participación que algún otro factor sérico 

o por la producción de alguna substancia de promover su proliferación y adhesión (extensión) al 

substrato. 

Por otro lado, se ha observado en otros sistemas que células musculares pueden adherirse y crecer 

sobre cubiertas de colágena o fibronectina, pero en ausencia de fetuina detienen su crecimiento 

(Nie y col., 1991 ). Lo cual apoya la idea de que la fibronectina sérica participa en el proceso de 

implantación in vitro pero, otros factores como la fetuina sostienen el crecimiento. 

Es conocido que la fetuina puede participar también en la acción promotora del suero en la 

implantación in vitro. Los datos obtenidos en este trabajo y los encontrados en otros reportes 

(Rizzino y Sherman, 1979) muestran que la fetuina sostiene la adhesión y extensión del 

trofoblasto in vitro promoviendo un desarrollo similar al del medio de cultivo con suero, lo cual 

sugiere que este suplemento pudiera ser suficiente para promover dicho efecto; sin embargo, las 

áreas de extensión conseguidas con fetuina representan apenas un 22% de las generadas con 

suero completo, por lo que se pensó que algún otro u otros factores del suero, a parte de la 

fibronectina, se requerían en este proceso. 

Los medios con fetuina y un suplemento de albúmina no presentaron cambios en la cinética de 

los cultivos ni en las áreas de extensión de los concepti con respecto a los medios sin esta última 

proteína. La omisión de albúmina no evita el rompimiento de la ZP, ni la adhesión o la extensión 

o diferenciación del trofoblasto, pero si puede guiar a la muerte de la MCI. Sin embargo, este 

efecto puede ser parcialmente generado aumentando la concentración de fetuina hasta un 0.3%, y 

se ha visto que si se llega a omitir la fetuina algunos blastocistos se adhieren en la caja de cultivo, 

pero ninguno llega a extenderse (Rizzino y Sherman, 1979). En este caso no fue tan evidente el 

requerimiento de albúmina y algunos blastocistos si llegaron a extenderse sin la fetuina pero en 

menor proporción, lo que implica la participación en menor escala de otros factores del suero y/o 

del conceptus para sostener este mínimo grado de desarrollo. 

La fetuina podría corresponder a uno de los factores séricos propuestos por Tachi (1992) pues 

tiene un peso molecular de 68 kDa y es capaz de sostener la adhesión y un crecimiento limitado 

en extensión del trofoblasto. lZT 
1 

59 
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o por la produccion de alguna substancia de promover su proliferación y adhesión (extension) al
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Por otro lado, se ha observado en otros sistemas que células musculares pueden adherirse y crecer
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implantación or vitro pero, otros factores como la fetuina sostienen el crecimiento.
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áreas de extensión conseguidas con fetuina representan apenas un 22% de las generadas con

suero completo, por lo que se pensó que algún otro u otros factores del suero, a parte dc la
fibroneetina, se requerían en este proceso.

Los medios con fetuina y un suplemento de albúmina no presentaron cambios en la cinética de

los cultivos ni en las areas de extension de los conceprr' con respecto a los medios sin esta última

proteina. La omisión de albúmina no evita el rompimiento de la ZP, ni la adhesión o la extensión

o diferenciación del trofoblasto, pero si puede guiar a la muerte de la MCL Sin embargo, este

efecto puede ser parcialmente generado aumentando la concentración de fetuina hasta un 0.3%, y

se ha visto que si se llega a omitir la fetuina algunos blastocistos se adhieren en la caja de cultivo,
pero ninguno llega a extenderse (Riaxino y Sherman. l9?9). En este caso no fue tan evidente el

requerimiento de albúmina y algunos blastocistos si llegaron a extenderse sin la fetuina pero en
menor proporción, lo que implica la participacion en menor escala de otros factores del suero yfo

del conceptos para sostener este minimo grado de desarrollo.

La fetuina podria corresponder a uno de los factores séricos propuestos por Tachi (1992) pues

tiene un peso molecular de 68 kDa y es capax de sostener la adhesión y un crecimiento limitado
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Aunque la fetuina fue descrita hace más de 50 años (Pedersen, 1944) en el SBF y luego se 

encontró que presentaba una alta homología con la a2-macroglobulina presente en el humano 

(Salomon y col., 1982), su papel en la preñez y el desarrollo fetal se conocen sólo parcialmente. 

La fetuina ha sido considerada una proteína con efectos múltiples en diversos sistemas biológicos 

incluyendo a la implantación embrionaria in vitro (Rizzino y Sherman, 1979; Sellens y Sherman, 

1980; Camegie, 1991 ). 

El suero contiene alrededor de un 45 % de fetuina, por lo que se ha propuesto que su actividad 

promotora de crecimiento se debe a la presencia de dicha proteína (Brown y col., 1992), ya que 

esta proteína empleada en concentraciones de 0.5 a 1 mg/ml promueve un crecimiento óptimo en 

una extensa variedad de cultivos celulares (Nie, 1992). 

Los resultados del cultivo de blastocistos en presencia de fetuina y un anticuerpo neutralizante 

policlonal contra fibronectina, mostraron que la fibronectina embrionaria podría mediar en parte, 

la acción de la fetuina, ya que menos del 50% de los embriones rompieron la ZP, se adhirieron y 

extendieron, en las dos concentraciones empleadas y se redujo significativamente el área de 

extensión en la mayor concentración del anticuerpo. Lo cual apoya la posibilidad de que la 

fetuina induce la síntesis y/o liberación de fibronectina u otras proteínas de MEC alrededor del 

tiempo de la implantación. Si es así, la participación de la fibronectina explica parcialmente la 

acción de la fetuina, por lo que seguramente otros mecanismos también colaboren es este 

proceso. Hasta el momento se desconoce por qué el anticuerpo inhibe la ruptura de la ZP, lo cual 

ya ha sido previamente reportado (Baiza, 1994), quizá el anticuerpo interfiere de alguna manera 

con la estrepsina, ezima responsable de este proceso. 

El papel de la fetuina en la promoción y modulación de la adhesión y el crecimiento celular en la 

implantación in vilro podría ser debido a varias razones. 1) La fetuina podría estimular la síntesis 

y/o secreción de substancias que sirvan de substrato para la adhesión y extensión, como 

moléculas de MEC, como la fibronectina y/u otras proteínas de MEC, ya que también se ha 

observado que una fracción de la fetuina estimula la producción de la colágena en las células 

epiteliales renales y mamarias en rata (Salomon y col. , 1982), lo cual apoya la idea de que la 

fibronectina sérica participa en el proceso de implantación in vitro pero, que otros factores séricos 

como la fetuina de manera indirecta podrían sostener el crecimiento del trofoblasto. Sin embargo, 
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Los resultados del cultivo de blastocistos en presencia de fetuina y un anticuerpo neutraliaante
policlonal contra frbronectina, mostraron que la libronectina embrionaria podria mediar en parte,

la acción de la fetuina, ya que menos del 50% de los embriones rompieron la ZP, se adhirieron y

extendieron, en las dos concentraciones empleadas y se redujo significativamente el area de

extensión en la mayor concentración del anticuerpo- Lo cual apoya la posibilidad de que la

fetuina induce la síntesis yio liberación de ftbronectina u otras proteinas de MEC alrededor del

tiempo de la implantación. Si es así, la participación de la fibroncctina explica parcialmente la

acción de la fetuina, por lo que segurmente otros mecanismos tainbién colaboren es este
proceso. Hasta el momento se desconoce por qué el anticuerpo inhibe la ruptura de Ia ZP, lo cual

ya ha sido previamente reportado (Baixa, 1994), quizá el anticuerpo interfiere de alguna manera

con la estrepsina, eaima responsable de este proceso.

El papel de la fetuina en la proinocion y modulación de la adhesión y el crecimiento celular en la

implantación in vitro podria ser debido a varias razones- l) La fetuina podría estimular la sintesis
yfo secreción de substancias que sirvan de substrato para la adhesión y extensión, como

moléculas de MEC, como la lìbronectina yfu otras proteinas de MEC, ya que también se ha
observado que una fraccion de la fetuina estimula la produccion de la coiagena cn las celulas

epiteliales renales y mamarias en rata (Salomon y col., 1982), lo cual apoya la idea de que la

fibronectina sérica participa en el proceso de implantación oi vitro pero, que otros factores séricos
como la fetuina de manera indirecta podrian sostener el crecimiento del trofoblasto. Sin embargo,
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no se descarta que 2) la proteína per se, generará este efecto, ya que la digestión proteolítica de 

ésta disminuye sus propiedades (Gauthier y col., 1995). 3) La presencia de factores 

contaminantes en la fetuina, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el cual 

se ha encontrado en algunos preparados de fetuina (Brown, 1992; Nie, 1992) también se ha 

pensado que sea el candidato promotor de la proliferación y no tanto de la fetuina misma. 4) Cabe 

además la posibilidad de que exista una modulación de la actividad de hormonas (insulina), 

factores de crecimiento (factor de crecimiento de hepatocitos HGF y TGF-Pl) u otras moléculas 

(metaloproteinasas de MEC) por parte de la fetuina, ya que la ésta interfiere con los receptores de 

tales moléculas (Ohnishi y col., 1997; Mathews y col., 1997; Forester, 1996; Ochieng y col., 

1995); la insulina es un factor sérico la cual también se emplea para promover crecimiento en los 

cultivos celulares; específicamente el TGF-P 1 estimula Ja extensión del trofoblasto a través de 

una proteína relacionada a la hormona paratifoidea (PTHrP) (Nowak y col., 1999) y la 

metaloproteinasa de matriz extracelular-9 (MMP-9) ha sido localizada en la superficie del 

trofoblasto del ratón (Martínez y col., 2002) y se ha demostrado que la fetuina puede unirse a 

ésta y activarla, lo cual tiene un gran significado en los procesos de morfogénesis o 

remodelación, donde se requiere de la digestión de proteínas (Ochieng y col., 1995). Lo cual 

podría ser relevante para el proceso de diferenciación del trofoblasto en cuanto a la expresión de 

su fenotipo invasivo, no solamente en lo referente a su crecimiento. 

Por otra parte, ya ha sido demostrada la presencia de fibronectina en embriones desde etapas 

tempranas como dos células hasta etapas embrionarias peri-implantacionales in situ. En el 

blastocisto se han encontrado en las células de la MCI (Wartiowaara col., 1979). La secreción de 

fibronectina de blastocistos de ratón en cultivos sin suero, utilizando fetuina, ya ha sido reportada 

(Camegie, 1991 ). Sin embargo, el dato se menciona como preliminar y no fue confirmado 

posteriormente. De acuerdo con estas evidencias, es factible que la fibronectina sea sintetizada y 

requiera de algún factor del medio para ser secretada durante el periodo de implantación, con la 

fetuina, la secreción de la proteína de MEC posiblemente sea mínima e imperceptible por la 

técnica que se empleo en este trabajo o quizá por que fue degradada, ya que tampoco se 

inmunodetectó por "westwrn-blotting ". 
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A parte de la fetuina, algún otro factor del suero, podría estimular su liberación hacia el medio de 

cultivo, ya que en los cultivos con suero si fue posible cuantificar fibronectina por el método de 

ELISA. 

El mecanismo de acción de la fetuina en los procesos de adhesión y extensión aún no se conocen 

del todo, los resultados obtenidos guían a la posibilidad de que una de las acciones de esta 

proteína sea la de promover la síntesis y secreción de fibronectina u otras proteínas de MEC 

como la colágena, ya sea de forma directa o indirecta. 
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CONCLUSIONES 

l. Se encontró evidencia sobre la participación de la fibronectina sérica como el principal factor 

sérico que sostiene la implantación in vitro de los blastocistos de ratón. La fibronectina sérica 

es una proteína que comúnmente se ha empleado para promover adhesión y migración en 

diversos sistemas celulares incluyendo los procesos de adhesión y extensión celular de 

embriones de ratón. 

2. El anticuerpo neutralizante policlonal contra fibronectina disminuye significativamente la 

proporción de embriones que rompen la ZP, además de evitar la extensión del trofoblasto, 

disminuir el área de extensión del mismo, sin afectar la adhesión al substrato. Sin embargo, 

estos resultados no excluyen que el anticuerpo estuviese actuando evitando la acción de la 

fibronectina producida por el embrión y señalan la existencia de otros factores séricos 

promotores de la adhesión del trofoblasto al substrato y que sostienen en menor grado su 

extensión. 

3. La fetuina puede participar también en la acción promotora de la implantación in vitro del 

SBF. Los datos obtenidos en este trabajo confirman que la fetuina sostiene la implantación in 

vitro ya que promueve un desarrollo similar al del medio con suero, lo cual hace suponer que 

este suplemento pudiera ser suficiente para promover la implantación embrionaria in vitro; 

sin embargo, las áreas de extensión conseguidas con fetuina representan apenas un 22 % de la 

generada con suero completo, por lo que seguramente algún otro u otros factores del suero se 

requieren durante el proceso de implantación in vitro. 

4. Los experimentos de cultivo de blastocistos en presencia de fetuina y anticuerpo contra 

fibronectina indican que la fibron ectina puede mediar en parte la acción de la fetuina. Por lo 

que la fetuina es necesaria pero no indispensable para sostener el desarrollo in vi/ro de 

blastocistos de ratón. 

5. No fue posible la cuantificación de fibronectina por medio de ELISA en el medio NCTC con 

fetuina , pero sí en el suero humano. Es posible que la acción de la fetuina sea a través de la 

producción mínima de fibronectina y/u otras proteínas de MEC o que además existan otros 
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factores del suero que promuevan el proceso de adhesión y extensión del tr'ofoblasto a través 

de fibronectina, ya que esta fue cuantificada en medio NCTCc. 

6. El mecanismo de acción de la fetuina no se resuelve ya que los resultados de este trabajo 

indican que la inducción por ésta de la síntesis y liberación de fibronectina embrionaria sólo 

explican en forma mínima la acción de la fetuina, la posibilidad de que ésta induzca la 

secreción de otra proteína de la MEC queda abierta. 

64 

faclorcs dc] sucro quc promucvaii cl proccso dc adhcsión 3-f cstcnsión dcl trofohlasto a través

dc fibronccrina, ya quo asia fue cuanriiicada cn mcdio NCTCc.

E1 nrccanismo dc acción dc la fetuina no sc rcsuchfc ya que los rcsnltados dc cstc trabajo

indican quc la inducción por ésta dc ia sintcsis 3' libcración dc fibronccrina cmbrionaria sólo
csplican cn forma minima la acción dc la fctuina, la posibilidad dc quc ésta induaca la

sacración dc otra prorcina dc la MEC qucda abierta.
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