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I.RESUl'IEN. 

Blastocistos de rat6n cultivados in ~itro experimentan una 

serie de cambios, similares a los que ocurren durante la 

implantación embrionaria in l!..!.l!.Q_; rompen y se liberan de la zona 

pelúcida, las células del trofoblasto mural se adhieren al 

sustrato, se extienden sobre él, y se convierten en células 

gigantes poliploides. Unida a la extensión del trofoblasto 

ocurren cambios bioquimicos indicadores de su diferenciación. 

Para que estos cambios ocurran es necesario el empleo de 

suero fetal de bovino (SBF), de fetuina ó de proteínas de matriz 

extracelular como laminina, fibronectina, colágena tipo IV ó de 

que los blastocistos se cultiven sobre monocapas de células 

derivadas de distintos tejidos. Hay pocos estudios acerca de los 

componentes del suero que favorecen la adhesión y extensión del 

trofoblasto. Tachi en 1992 hizo una caracterización parcial de los 

factores séricos y encontró que una fracción de peso molecular 

(PM) entre 30 y 100 KDa es capaz de inducir el inicio de la 

extensión del trofoblasto y otra fracción mayor a 100 KDa induce 

una mayor extensión del mismo y un mayor desarrollo 

celular interna. Es nuestro objetivo evaluar si la 

es uno de los factores séricos que favorecen la 

extensión del trofoblasto durante la implantación 

blastocistos de ratón. 

de la masa 

fibronectina 

adhesión y 

in ~de 

Hemos obtenido y purificado fibronectina de cobayo por medio 

de la técnica de cromatografía de afinidad en una columna de 

sefarosa-gelatina. Con ella se inmunizaron conejos y se obtuv6 un 

suero con anticuerpos contra fibronectina, estos 

fueron purificados mediante el empleo de una columna 

de sefarosa 48 fibronectina. 

anticuerpos 

de afinidad 

Por la técnica de ELISA se detectó que fueron especificas 

contra fibronectina, ya que no 

como la albúmina y la laminina. 

reaccionan con otras proteínas 

Hemos detectado una banda proteica de PM aproximado de 220 

KDa en el suero fetal de bovino por electroforesis en geles de 

poliacrilamida SDS al 7.57. que tiene un corrimiento 

electroforético similar a la fibronectina comercial (Sigma). 
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La transferencia de las proteinas separadas del suero a papel 

de nitrocelulosa seguida de la inmunotinción para fibronectina, 

confirma que dicha banda corresponde a fibronectina. 

Asimismo, la exposición de la superficie de cultivo con SBF 

al 10% por 4 horas es suficiente para dejar una cubierta de 

fibronectina, la cual se detectó por inmunotinción 

El cultivo de los blastocistos obtenidos al cuarto dia de 

pre~ez de ratonas de la cepa CD1 en un medio de cultivo, empleado 

para embriones preimplantacionales (medio de Bigger suplementado 

con albúmina sérica de bovino (BSA)) por 17 horas previo a su 

transferencia favorece el rompimiento de la zona pelúcida de los 

embriones lo que mejora su adhesión y extensión con respecto a los 

blastocistos cultivados directamente en un medio más rico como el 

cNCTC-135. 

Los blastocistos cultivados en cNCTC-135-BSA al 0.4% sobre la 

cubierta dejada por el suero (SBF) en la superficie de cultivo se 

adhieren y extienden en una proporción similar a aquellos 

cultivados en presencia de SBF al 10% por lo que el depósito de 

fibronectina dejado por el suero favorece la adhesión y extensión 

de los blastocistos. 

La adición de un anticuerpo contra fibronectina al cultivo 

con suero reduce notablemente la proporción de embriones que se 

extienden sobre el sustrato y el área de extensión del 

trofoblasto de los mismo, influyen en su desarrollo y en forma 

dependiente de la dosis inhiben la ruptura de la zona pelúcida 

(ZP), sin afectar la adhesión de los blastocistos que la rompen. 

El efecto es mayor, a medida que aumenta la concentración de 

anticuerpo, asimismo retardan la desaparición de la cavidad del 

blastocele. Lo cual implica una participación importante de la 

fibronectina sérica ó de la producida por el embrión en la ruptura 

de la ZP y en la extensión del trofoblasto., apoyando la idea de 

que el suero favorece la extensión del trofoblasto in vitro por 

medio de la fibronectina, sin embargo deben de existir otros 

factores séricos que promuevan la adhesión y extensión del 

trofoblasto. 

5 



En presencia de alta concentración de anticuerpo, después de 

cuatro dias de cultivo la fibronectina se localiza como fibras 

gruesas en la base del trofoblasto que rodea al blastocele. A 

baja concentración de anticuerpo los derivados de la masa celular 

interna (MCI) estan más organizados y contienen fibronectina, 

además ésta rodea al cono ectoplacentario proveniente del 

trofectodermo polar. 

Por tanto, la f ibronectina debe de intervenir en la 

organización tridimensional de distintas estructuras durante el 

desarrollo del blastocisto. 

Se concluye que la fibronectina es uno de los componentes del 

suero fetal de bovino que contribuyen a la adhesión y extensión 

del trofoblasto in ~· 



II.INTRODUCCION: 

El desarrollo embrionario en el 

implantación culmina 4 dias después de 

formación del blastocisto. 

ratón, previo 

la fertilización 

a la 

con la 

En esta etapa del desarrollo se pueden distinguir dos tipos 

celulares: el trofectodermo y la masa celular interna, que rodean 

una cavidad llena de liquido, el blastocele, todo el conjunto esta 

protegido por una cubierta resistente, la zona pelúcida. El 

trofectodermo que recubre a la masa celular interna, se conoce 

como polar y al que rodea al blastocele como mural (53) (figura 1) 

En el periodo de peri-implantacion los blastocistos de 

mamiferos establecen un contacto directo con la madre en el que 

estan involucradas interaciones celulares entre los tejidos 

embrionarios y maternos, esta interacción ocurre primero entre las 

células superficiales del embrión y las células epiteliales del 

endometrio (94). 

Las células del trofoblasto son las primeras que se 

diferencian en los embriones de mamlferos. Por otro lado se han 

encontrado cambios morfológicos en las células epiteliales 

uterinas tal vez provocados por el contacto inicial de los 

blastocistos con la superficie uterina (25, 29). 

IHPLANTACION EMBRIONARIA. 

La unión estrecha de los blastocistos a la pared uterina 

recibe el nombre de implantación, éste proceso es caracteristico 

de la reproducción de mamiferos euterios y metaterios. Según 

Boving la implantación comprende tres mecanismos principales que 

son de tipo muscular, de adherencia e invasión (46). Para que la 

implantación se lleve a cabo se requiere de una interaci6n 

coordinada entre el embrión y el útero, el embrión debe de haber 

alcanzado el estado de blastocisto y en el útero deben de haber 

ocurrido cambios dependientes de hormonas que lleven al desarrollo 

de un endometrio receptivo (42, 74, 103). 
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a MCI 

Figura !.-Estructura del blastocisto del dia 4 de pre~ez. El 

blastocisto esta formado por dos poblaciones celulares, la masa 

celular interna (MCI) y el trofectodermo (T), ambas rodean a la 

cavidad del blastocele (8). En su conjunto estA protegido por una 

cubierta de glicoprotelnas, la zona pelúcida (ZP). 
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Se ha considerado, también a la 

secuencia de interacciones bioquímicas 

implantaci6n como una 

y fisicas entre el 

blastocisto y el útero, llevándose acabo a través de las células 

del trofoblasto (108) 

En la mayoria de los mamiferos, el blastocisto se una a la 

superficie del epitelio uterino, y se sitúa en la cavidad del 

útero. 

En algunos de ellos (roedores y muchos primates), el 

blastocisto penetra más profundamente en la pared uterina y el 

desarrollo tiene lugar dentro de ella. 

TIPOS DE IMPLANTACION. 

De acuerdo con la ubicaci6n del blastocisto en el útero, los 

tipos de implantaci6n se clasifican en tres (46) 1 

Central: en ella el blastocito permanece en la cavidad 

uterina, ésta se presenta en artiodáctilos, carnivoros y primates 

inferiores incluyendo el mono macaco. 

-Excéntrica, el blastocito se sitúa en una cripta o receso 

uterino, este tipo de implantaci6n se presenta en múridos, como en 

el rat6n (46). 

-Intersticial, el blastocito se ubica totalmente en el 

espesor del endometrio, este tipo es caracteristico del cobayo, y 

de algunos primates, incluyendo al chimpancé y al hombre. 

En base a estudios de microscopia electr6nica y a la forma en 

que el trofoblasto invade al endometrio se ha establecido otra 

clasificaci6n por Schlafke y Enders (1975) que considera tres 

tipos de implantaci6n a saber: 

-Implantaci6n por fusi6n1 Se presenta en el conejo y 

rumiantes, en ella partes de la membrana apical del trofoblasto y 

del epitelio uterino se funden formando una mezcla sincicial de 

origen materno y embrionario (84, 102). 

-Implantaci6n por desplazamiento: Este tipo se ha 

establecido en rata y rat6n, inmediatamente después de la adhesi6n 

del trofoblasto a la membrana plasmática apical de el epitelio 
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uterino se presenta la degeneración y desprendimiento de las 

células epiteliales uterinas lo que facilita la penetración del 

trofoblasto (84, 102). La degeneración del epitelio ocurre por 

muerte celular programada o apoptosis y 

actinomicina O (67). 

es inhibida por 

-Implantación intrusiva: En ella, pequeñas prolongaciones 

del citoplasma del sinciciotrofoblasto, penetran entre las células 

epiteliales uterinas, presentándose también eventos de fusión. 

Este tipo de implantación ocurre en el humano, el hurón y algunos 

carnlvoros !84, 102). 

La i~plantación marca un estado de transición en el proceso 

de preñez y conduce al establecimiento de una estrecha interación 

materno embrionaria. 

FASES DE LA IMPLANTACION. 

Dentro de los eventos que se presentan en este proceso se 

enc:uentran: 

!).Ubicación~ distribució!l.=.. En la mayor1a de los mamiferos 

estudiados el transporte del huevo a través del oviducto se lleva 

a cabo en 3 ó 4 dias. Durante el mismo el cigoto se convierte en 

mórula. Después de entrar la mórula al útero, origina al 

blastocisto. Estos se distribuyen uniformemente a lo largo de los 

cuernos uterinos y se si~úan en criptas de la superficie 

antimesometrial, estando aparentemente libres e inmóviles, esta 

distribución en la luz uterina es causada 

muscular uterina (24). 

por la contracción 

2) .Orientació!l.=.. El blastocisto se ubica en la porción 

especifica donde se llevará a cabo la implantación, en la rata y 

el ratón, el blastocisto se dirije al epitelio antimesometrial del 

endometrio, perdiendo en este momento la zona pelúcida (24, 73). 

Estudios histológicos de las zonas en que ocurrirá la 

implantación detectados con azul de Evans y azul de pontamina 

revelan la aproximación de los blastocistos al endometrio, 

del contacto entre ambos (66, 70). 
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3).Contacto ~aposición..... El contacto se refiere a la simple 

yuxtaposición entre el trofoblasto y el epitelio luminal uterino y 

se lleva a cabo por diversos mecanismos: 

a)Por envolvimiento: el endometrio uterino se hincha 

rodeando al blastocisto y de este modo se establece el contacto de 

las células del trofectodermo con el epitelio uterino (reacción de 

ataque epitelial), éste mecanismo se presenta en la rata y el 

ratón (24, 73). 

b)Por expansi6u.;_ Un aumento en el volumen del 

blastocisto, causado por la expansión del blastocele hace que este 

llena la luz uterina y entre en contacto con el endometrio, ocurre 

en el conejo, el cerdo, carnivoros y algunos monos (73). 

c)~ acercamiento activo: se establece 

aproximación del blastocisto al endometrio, ocurre en el 

el chimpancé, y el humano (73). 

por la 

cobayo, 

Diversos estudios han sugerido que una se~al del blastocisto, 

provoca cambios en el endometrio previos a la adhesión (71), entre 

ellos, hay un incremento local en la permeabilidad vascular, lo 

que se pone de manifiesto cuando se inyectan intravenosamente 

colorantes de alto peso molecular, ya que éstos forman complejos 

con la albúmina sérica, los cuales atraviezan y se acumulan en las 

zonas de alta permeabilidad, permitiendo distinguir los lugares de 

implantación. Se desconoce la naturaleza de la se~al aunque se han 

propuesto diversas sustancias, entre otras a los estr6genos (71, 

107). 

Investigaciones ultraestructurales de los estados iniciales 

de la implantación en la rata, han demostrado que en etapas 

preadherentes la superficie trofoblástica esta en contacto con los 

eKtremos de las microvellosidades epiteliales, un espacio 

aproKimado de 1 µm, separa al embrión del tejido materno, 

posteriormente las microvellosidades se aplanan y el contacto 

entre las células epiteliales y el trofoblasto es m•s intimo. 

En este momento las proyecciones citoplasm•ticas de las 

células epiteliales se adhieren al blastocisto. 

4).Adhesión.... Dentro de los primeros eventos que se presentan 
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en este proceso, se encuentra la asociación entre el blastocisto y 

el útero, estableciendose la posición definitiva del blastocisto. 

Se habla de dos estados dentro de este proceso: un estado inicial 

debido a la aposición del blastocisto y el epitelio y un 

subsecuente estado de adhesión mAs firme en que se establecen 

uniones intercelulares. 

Durante el inicio 

plasmática apical del 

de la implantación 

trofoblasto y la del 

tanto la 

epitelio 

membrana 

uterino, 

adquieren propiedades adhesivas, ya que en ellas se redistribuyen 

y expresan moléculas de adhesión, siendo identificadas en esta 

fase moléculas de adhesión célula-célula, receptores de matriz 

extracelular y glicosiltransferasas, entre otras (1, 4, 9, 13). 

Este fenómeno se inicia cuando el blastocisto se ha liberado 

de la zona pelúcida y entra en interacción 

uterinos. En el caso del ratón y la rata, 

con los tejidos 

las células del 

trofectodermo mural san las primeras en establecer el 

adherirse con el epitelio uterino. 

contacto y 

Durante el proceso invasiva las 

células del trafablasta originalmente aplanadas y con núcleo en 

forma de huso, se vuelven células gigantes, redondas y can núcleo 

poliploide (rata y ratón) ó se origina el sincicio trofoblasto 

(humano y cobayo). Mientras tanto, el trofectadermo polar se 

diferencia en una gran población de células 

diploides· que forman el. cono ectoplacentario. 

trafablAsticas 

El estada adhesiva e invasiva del trafoblasto coincide can la 

la propiedad permisiva que presenta el endametria, condición que 

esta influenciada por la acción de hormonas sexuales (108). 

embarga, si el epitelio es removido, el blastocisto 

s~ 

puede 

implantarse independientemente de cualquier 

(12). 

control hormonal 

La invasión del trafoblasto al endametria es un elemento 

importante en la implantación de muchas especies de mamiferas, 

incluyendo al hombre. Esta invasión puede ser semejante en muchos 

aspectos a la que ocurre par un tumor maligna, incluyéndose la 

destrucción del tejida.y neovascularización (19-21). 
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Muchos de los cambios en la superficie del trofoblasto 

ocurren en las distintas etapas de la implantación y algunos 

podr1an estar relacionados con la e>:presi6n de un fenotipo 

invasivo. Dentro de estos cambios se encuentran cambios en su 

carga de superficie, en sus propiedades de unión a lectinas y en 

L• e>:presión de distintas glicoproteinas de superficie ( 13, 26, 

27). 

PENETRACION DEL EPITELIO y_ ESTROMA UTERINO. 

La penetracion del epitelio ocurre, por tres mecanismos: por 

desplazamiento, 

implantación). 

fusión 6 por intrusión (Ver tipos de 

La membrana basal del epitelio es una barrera temporal de la 

penetración del embrión dentro del estroma uterino. Esta barrera 

es abierta por la acción del trofoblasto y de las células 

deciduales en el ratón. 

La penetración de la membrana basal se inicia a lo largo del 

trofoblasto mural y procede hacia la región polar del blastocisto. 

Estudios ultraestructurales de las regiones en las que el 

trofoblasto esta en contacto con la membrana basal han revelado la 

presencia de abundantes proc1?sos ci toplasmAticos que' 'la penetran. 

El ti-ofoblasto es uno de los responsables principales de la 

penetración de la membrana basal del epitelio y del estroma 

uterino. Esto se basa en la actividad fagocitica natural de las 

células trofoblásticas observada durante la implantación (84), y a 

los efectos degradativos del trofoblasto cuando pral i fera en 

sitios ectópicos ó en cultivo de tejidos (33, 82). 

Estudios in vitro sobre los mecanismos bioquimicos que se 

llevan acabo para la disolución de la membrana basal en los sitios 

de implantación, han demostrado la producción de enzimas 

proteoliticas por el tejido trofoblAstico, entre otras el 

activador de plasmin6geno y colagenasa (10. 82, 976). 

En este proceso deben de ser importantes también las 

interacciones de la superficie del trofoblasto con diversas 
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moléculas de la matriz extracelular y con otras células presentes 

en el estroma del endometrio (42). 

Es posible que en esta etapa invasiva intervengan procesos 

de reconocimiento célula-célula y de las células con la matriz 

extracelular (95). 
i 

Se tienen datos acerca de la expresión de receptores para 

moléculas de la matriz, en el trofoblasto invasivo (95). Se puede 

esperar que estos receptores de matriz jueguen un papel funcional 

durante las fases de invasión después de la penetración del 

epitelio uterino. 

El tejido uterino participa también en la regulación del 

proceso invasivo, por una parte puede facilitarlo por la regresión 

controlada del tejido decidual subyacente al trofoblasto y por 

otra, evitar que la invasión vaya más alla del estroma por la 

producción de una gran masa de tejido decidual y de factores 

quimicos que inhiben la invasión del trofoblasto (82). 

En el proceso de implantación descrito, son fundamentales, 

primero la interacción y adhesión entre dos epitelios distintos, 

el epitelio luminal uterino y las células del trofectodermo del 

blastocisto y posteriormente, la diferenciación del trofoblasto en 

células gigates ó en el sinciciotrofoblasto y la interacción de 

éste tejido con la membrana basal, el epitelio y el estroma 

endometrial durante la penetración del endometrio. 

' 
IMPLANTACION in vitre DE BLASTOCISTOS DE RATON. 

Los blastocistos de ratón cultivados in vitre experimentan 

una serie de cambios similares a los cambios embrionarios en el 

útero en la etapa de la implantación: son capaces de romper y 

escapar de la zona pelúcida, adherirse a los diferentes sustratos 

por medio del trofectodermo mural, además, las células 

trofoblásticas migran y crecen en extensión adoptando una 

morfologia aplanada, En cultivo la masa de células internas queda 

sobremontada en el centro del crecimiento trofoblástico (39, 54, 

55) (figura 2). 
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Figura 2.- Implantación ill vitro de blastocistos. Los 

blastocistos en cultivo se liberan de la zona pelúcida (b), las 

células del trofectodermo adquieren un estado adhesivo a la 

superficie de cultivo (e), creciendo en extensión, migrando sobre 

el sustrato (d) adoptando una morfolog1a aplanada, formando una 

monocapa de células (e). Los tejidos derivados de la masa celular 

interna quedan como un grupo de células sobremontadas (f). Las 

células trofoblásticas aumentan de tama~o y se convierten en 

gigantes y poliplo1des. 

ZP, zona pelúcida; pT, trofoblasto polar; ICM, masa celular 

interna; B, blastocisto; En, endodermo; mT, trofoblasto mural; Ep, 

epiblasto. 

Tomada de Gonda, M; Hsu, Y, 1980. 
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Durante este proceso las células trofoblAsticas se convierten 

en poliploides por replicación del DNA sin división celular y las 

células de la masa celular interna experimentan proliferación y 

dif•renciación en ectoblasto e hipoblasto. 

Las células del trofoblasto se diferencian in vitre, 

originando células gigantes poliploides y manifiestan diversos 

cambios bioquimicos (65, 85). 

De esta manera, ocurren cambios citoplasmAticos asociados con 

la extensión (82), las células periféricas adquieren un gran 

número de vacuolas, mientras que las del polo embrionario por 

algún tiempo presentan escaza vacuolización. Posteriormente la 

vacuolización desaparece y el citoplasma peri-nuclear se vuelve 

granular y denso. 

Dependiendo de las condiciones de cultivo se puede lograr una 

difer•nciación mAs avanzada de la masa celular interna (MCI). El 

desarrollo de las cavidades amiótica y ectoplacentaria, en algunos 

casos (49), depende de la cantidad de suero fetal de ternera y 

del empleo de suero de cordón umbilical humano (50). 

REGUERIMIENTOS DE CULTIVO. 

Los primeros estudios de implantación 

realizados por Blenister (34-37) usando tiras 

in vitre fueron 

de endometrio de 

con•jo, estas eran colocadas en una superficie de medio de agar 

nutritivo, lo cual permitía que los blastocistos cultivados se 

adhirieran al endometrio, demostrando que el trofoblasto puede 

interactuar con células uterina in vitro. 

Este sistema es sin embargo, complejo y no se puede observar 

directamente. Posteriormente se han desarrollado cultivos de 

blastocistos sin el empleo de porciones de útero. 

La habilidad de blastocistos de ratón para producir in ~ 

una capa extendida de trofoblasto fue reportado primeramente por 

Mintz en 1964, usando una solución balanceada de sales y un 

suplemento de energía (piruvato, lactato y glucosa), así como 

suero fetal de ternera al 50% lo que también fue logrado por Cole 
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y Paul en 1965 usando medio Waymouth suplementado con suero fetal 

de ternera al 10%. 

El análisis llevado acabo por Gwatkin en 1966 

Basal de Eagle (BME), revela que es necesario 

Medio usando 

un suplemento 

como la macromolecular (suero ó de algunos de sus componentes, 

fetuina) y micromolecular (aminoácidos) para que se lleve 

el crecimiento trofoblástico en superficies de plástico. 

a cabo 

Los requerimientos de cultivo durante la implantación de los 

blastocistos de ratón se han establecido dependiendo de las fases 

de implantación y diferenciación de éste. 

Se ha establecido que la arginina, cisteina, histidina, 

leucina y treonina son necesarios para el crecimiento en extensión 

del blastocisto de ratón in vitre (43) que la omisión de lisina, 

metionina, fenilalanina, triptofano y tirosina del medio lo 

reducen marcadamente sin inhibirlo, mientras que la omisión de 

isoleucina y valina solo lo reducen ligeramente. 

Cultivos sobre colágena, obtenida de cola de rata han 

demostrado que el trofoblasto se extiende en ausencia de suero, 

aunque no hay diferenciación de la masa celular interna (104). 

También se ha establecido que el crecimiento del blastocisto puede 

ocurrir en un medio definido, 

fetuina (43, 78). 

sin suero pero suplementado con 

Por otra parte se ha demostrado que proteinas de matriz 

extracelular (fibronectina, laminina, colágena tipo IV) 

y favorecen la adhesión y extensión de blastocistos de 

vitro aún sin el empleo de suero (4, 95). 

promueven 

ratón in 

De este modo para que la adhesión y extensión del trofoblasto 

puedan efectuarse in ~ es indispensable la presencia de suero 

sangulneo (38, 54, 85, 90) 6 de proteinas que faciliten la 

adhesión y extensión ó que sirvan de sustrato para ello como la 

fetuina, (78, 85) ó diversas proteinas de matriz extracelular como 

la fibronectina, la laminina ó la colágena tipo IV. (4, 30, 95). 

Muchos sistemas de cultivo in. l!.i.t!:Q. de blastocistos emplean 

suero o fracciones del suero que favorecen la adhesión y extensión 

del trofoblasto. Se, ha sugerido que diferentes componentes 
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macromoleculares del suero con peso molecular de 30 a 100 KDa son 

capaces de inducir la extensión del trofoblasto y que fracciones 

arriba de 100 KDa incrementan esta extensión y favorecen el 

desarrollo de la masa celular interna (MCI) (99). 

EL PROCESO DE ADHESION DURANTE LA IMPLANTACION in vitre. 

Los blastocistos en cultivo, aún en presencia de células 

uterinas, se adhieren a proteinas de matriz extracelular, por lo 

que este proceso es similar a la interacción del trofoblasto con 

la matriz extracelular del endometrio (lámina propia y sustancia 

intercelular del estroma) (93). 

Sin embargo, hay una diferencia 

adhesión in. l!l.1!:Q. e in vivo debido a que 

significativa entre la 

la interacción inicial 

adhesiva in vivo involucra las superficies apicales de dos 

epitelios (84), mientras que en cultivo la adhesión y extensión 

del trofoblasto ocurre directamente sobre un sustrato de 

superficie formado por proteinas de matriz extracelular (28, 105). 

La adhesividad del trofoblasto al sustrato se adquiere 

durante el cultivo de los blastocistos y no es la presencia de la 

zona pelúcida la que evita la adhesión, asi blastocistos en etapa 

temprana a los que se les ha removido la zona pelúcida no muestran 

afinidad por el sustrato, en cultivos con suero ó sobre una 

cubierta de colágena (54, 91, 104). 

La habilidad de los blastocistos para adherise y 

sugiere la presencia en la superficie celular de 

especificas. La adhesión y extensión a prote1nas 

extracelular (fibronectina, laminina y colágena tipo 

extenderse 

receptores 

de matriz 

IV) en 

membrana del trofoblasto esta asociada a la expresión 

la 

de 

integrinas (una superfamilia de glicoprote1nas heterodiméricas), 

que incluye receptores para diversos componentes de la matriz 

extracelular, que participan en la adhesión y extensión de las 

células al sustrato. El empleo de anticuerpos contra la subunidad 

~. de la integrina bloquea la adhesión y extensión del trofoblasto 

sobre fibronectina, laminina y colágena tipo IV, sugiriendo que 
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las integrinas implicadas tienen en común la subunidad 

cada una de estas proteinas puede tener distinto 

(95). 

/3• aunque 

receptor 

Este receptor de adhesión reconoce e interactúa en algunos 

sustratos (fibronectina y vitronectina) con un sitio que contiene 

la secuencia Arg-Gli-Asp, as1 la extensión del trofoblasto a 

fibronectina es inhibida reversiblemente por un hexapeptido que 

contiene esta secuencia (5, 95). 

f.s posible que la adhesión del trofoblasto a distintos 

componentes de la matriz extracelular este mediado por más de un 

tipo de 1ntegrina, con especificidad para el ligando, ya que se 

han mostrado evidencias de que el mecanismo de adhesión del 

trofoblasto a la laminina es diferente al 

fibronectina (2). 

usado para la 

Otras moléculas de la superficie del trofoblasto que se han 

implicado en su interacción con la matriz extracelular son las 

poteoglicanas de heparan sulfato que actúan en forma concertada 

con las integrinas, favoreciendo la adhesión del trofoblasto 

(3(1). 

La adhesión y extensión del trofoblasto in vitre requieren de 

un periodo de sintesis de protelnas (9) y de glicoproteinas (98), 

as1 mismo, se requiere de la expresión de receptores para 

protelnas de matriz extracelular en la superficie celular (95). 

Investigaciones hechas en células de coriocarcinoma han 

determinado que hay producción activa de moléculas de matriz, como 

la laminina y fibronectina igual que en el trofoblasto (68, 76). 

DIFERENCIACION BIOQUIMICA DEL TROFOBLASTO. 

Tanto el trof ectodermo como el trofoblasto experimentan 

diversos cambios morfológicos y bioquimicos durante su 

diferenciación in vitre. Se han establecido una serie de 

marcadores de la diferenciación del trofoblasto, entre los que, se 

encuentran estereasas (87, 88), mucopolisacáridos (86) y diversas 

proteinas. 
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Durante su adhesión y extensión el trofoblasto se vuelve 

poliploide (6),ocurre síntesis y secreción de glicoproteinas y 

aumenta la expresión de diversas proteinas (83), entre otras: del 

activador de plasmin6geno (97), de la subunidad A de la lactato 

deshidrogenasa (85) , de la 65,3(3-hidroxiesteroide deshidrogenasa 

(3(lHSD) (92, 93), y de la (3-glucuronidasa (85). 

Durante los primeros dias de extensión del trofoblasto, 

aumenta la captación de esterasa F materna (92), la incorporación 

de L- [ 95SJ-metionina a proteinas (83) y el contenido de proteínas 

(Tabla 1) (85). 

La e>:presi6n de estos marcadores de diferenciacion requiere 

en algunos casos de la transcripción (3(lHDS) y en otros depende de 

mRNA formado previamente en el estado de blastocisto (activador de 

plasminógeno, ~-glucuronidasa) (85). 

Debido a nuestro interés en la participación de la 

fibronectina en el proceso de implantación in vitre describriremos 

a continuación sus principales caracteristicas. 

GENERALIDADES DE LA FIBRONECTINA 

En 1948 Morrison y col., aislaron 

purificada del plasma humano usando 

independientemente 

una 

el 

se 

fracción parcialmente 

termino de "globulina 

han descrito var.1.as insoluble en frie", 

protelnas ó factores que se han nombrado de acuerdo a su origen y 

actividad biológica. Evidencias recientes indican que estas 

protelnas son una ó tal vez dos a las cuales han llamado: 

fibronectina de superficie celular y f ibronectina del plasma. 

La fibronectina de superficie celular es un componente 

principal de muchas células cultivadas y no cultivadas. 

Estas glicoprotelnas son también conocidas como proteinas 

LETS (gran proteina externa sensible a la transformación) ó CSP 

(protelna de superficie celular). Son proteinas diméricas con 

peso molecular entre 200 000 a 250 000 daltones (51, 58). 

La fibronectina de plasma humano es una glicoproteina 

dimérica con subunidades polipeptidicas de 200 000 a 220 000 
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TABLA 1 
MARCADORES BIOQUIMICOS DE LA DIFERENCIACION 

DEL TROFOBLASTO IN SITU E IN UITRO. 

IWICADOR TltJIPO DE Al'AlllCIOll DETECCIOll DI REfEllDIC IA 
111 Sl11l aJLTIUO 

EDADmMCl(IML 
!DIASl 

POLIPLOIDIA 5 + llARLOll y SllEJllAll 
1972. 

FOOFATASA Al.CAL lllA 5-8 + SHEJllWI 1972a. 

ESTEMSA A 5-8 + SHElllWI 1972b. 

CAPTACIOll DE 
5-8 + SHElllWI y ami 

ESTEMSA F 
1972. 

/Ji 3jJHIDllOXIESTE- 6-12 + QIEll y SllEJllAll 
ROIDE DESHID~ 1973, 1974. 

ACTIUADOR DE PWlll-
5-8 STRICKLAllD Y COL., 

llOGDIO. + 1976. 
SllERIWI J 19111. 

J3-GWCUROlllDASA 5-8 + SELLDIS Y SllEJllAll 
19111. 

SUllllDAD A DE lllCTfr 6-8 + SELLES Y SllEJllAll 
TO IDllDllGlllASA 19111. 

SillTDIS V SlmClll 4-8 + NIEDER Y COL., 1987. 
DE CLICOPROTEillAS llIEDER, 19119,19911. 



daltones. Su concentración an el plasma humano es de 0.3 mg/ml 

(56, 57). 

Se ha sugerido que estas dos formas de fibronectina son muy 

similares, probablemente no idénticas ya que tal vez son productos 

de diferentes genes, 6 de un gene siendo modificadas 

post-transcripcionalmente. 

Se han presentado evidencias en células fibroblAsticas 

adherentes, de que la f ibronectina esta dispuesta en la matriz 

perice!L1lar, y que esta disposición este determinada tal vez por 

las uniones de célula-célula y célula sustrato. 

ESTRUCTURA OUIMICA !2& be. FIBRONECTINA. 

La molécula de fibronectina es un dimero el cual esta formado 

por dos subunidades similares. Cada subunidad tiene un peso 

molecular de alrededor de 220 000 a 250 000 daltanes, las cuales 

estan unidas por un par de enlaces disulfuro en la parte final. 

Cada subunidad tiene una longitud de 60 a 70 nanómetros y 2 a 

3 nanómetros de ancho. Pueden dividirse en regiones de acuerdo a 

las propiedades de unión a otras glicoproteinas como la colAgena y 

la fibrina, entre otras (figura 3). También presentan regiones 

por las que se pueden unir a la superficie celular (50, 57). 

FUNCIONES DE LA FIBRONECTINA. 

La fibronectina es un constituyente de la matriz extracelular 

que interviene en procesos de adhesión e influye en el crecimiento 

y migración celular, asi como en procesos de opsonización (61, 80, 

81). 

La fibronectina también esta involucrada en una gran variedad 

de actividades celulares como la agregación de célula-célula, la 

unión especifica a macromoléculas como la heparina y el 

fibrin6geno. Participa en procesos de diferenciación, 

embriogénesis, transformación oncogénica, cicatrización de heridas 

y actividad fagocitica. 
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Figura 3.- Estructura de la fibronectina. La fibronectina es 

un dimero formado por dos subunidad•s similares con un PM de 220 

000 a 250 000 daltones, estas subunidades estan unidas en la parte 

final por un par de enlace disulfuro, tiene sitios esp•cificos de 

unión, para moleculas de matriz extracelular 6 de la superficie 

celular como heparina, colAgena, fibrin6geno etc. 

Tomada de Hynes, Richard. 1986. 
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Estudios in ~ concluyen que es una proteina de adhesión 

de célula-célula y de célula-sustrato. 

EXPRESION DE FIBRONECTINA AL INICIO DEL DESARROLLO. 

La expresión de la f ibronectina en los primeros estados de la 

embriogénesis de el ratón se ha estudiado por métodos de 

inmunofluorescencia indirecta. En el ratón la expresión de la 

fibronectina se ha detectado desde el estado de dos células. 

Watiovaara y col. (1979), demostraron que en las células gigantes 

trofoblásticas hay una cantidad densa de fibronectina 

citoplasmática. 

Estudios histoquimicos 

trofoblasto invasivo almacena 

han sugerido 

moléculas de 

que en 

matriz 

vivo, el 

extracelular 

como la f ibronectina y la laminina, las cuales además parecen 

estar asociadas con su superficie celular, sin embargo no se sabe 

exactamente el propósito de esta acumulación (11). 

Investigaciones ultraestructurales indican que las células 

del endodermo de el blastocisto tardio presentan cisternas anchas 

de ret1culo endoplásmatico y podr1an estar activos sintetizando 

material extracelular (25, 27). 

En estudios en cultivo in vitre en medio sin suero se ha 

determinado la presencia de fibronectina asociada con las células 

gigantes del trofoblasto ·extendidas, demostrándose que éstas 

contienen a la fibronectina organizada como una malla granular 

(11). 

PLANTEAMIENTO ~ PROBLEMA. 

Es escaza la información que se tiene acerca de los factores 

que modulan la diferenciación del trofoblasto durante el 

desarrollo pre-implantacional. 

Se piensa que entre los factores que regulan el metabolismo 

embrionario, la adhesión y diferenciación del trofoblasto se 

encuentran las secreciones uterinas y del trofoblasto, (32, 77, 

103) y algunos factores séricos, de ah! el interés de éste trabajo 
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de estudiar a la f ibronectina como un factor sérico que favorece 

la adhesión y extensión de blastocistos cultivados in vitre. 

Se ha establecido que para que la adhesión y extensión del 

trofoblasto ocurra es necesaria la presencia de suero fetal de 

bovino , de fetuina ó de proteinas de matriz extracelular, como 

laminina, fibronectina, colágena tipo IV, ó de que los 

blastocistos se cultiven sobre monocapas de células derivadas de 

distintos tejidos. Se desconoce el mecanismo por el que actúa la 

fetuina e incluso, su acción puede deberse a un contaminante de la 

misma (77). 

Las proteinas de matriz extracelular proporcionan un sustrato 

para la adhesion y extensión, y las células cocultivadas con los 

blastocistos parecen ser desplazadas y la interacción del 

trofoblasto, presumiblemente es con sustancias producidas por 

ellas y depositadas en la superficie de cultivo (81), posiblemente 

prote1nas de matriz extracelular. 

Hay pocos estudios acerca de los componentes del 

favorecen la adhesión y extensión del trofoblasto. 

suero que 

Se ha 

encontrado que es suficiente preexponer la superficie de cultivo 

con suero para que se forme una cubierta capaz de sostener la 

adhesión y extensión del trofoblasto (3), que el factor es 

sensible a tripsina y la mayor actividad se encuentra en una 

fracción de PM arriba de 200 KDa (3). 

La fibronectina podri.a servir como un factor sérico que 

favorece la adhesión y extensión del trofoblasto in vitre. Debido 

a que es un constituyente del suero de diversas especies, 

incluyendo al hombre (50) y es un factible componente del suero de 

bovino fetal. 

Tachi en 1992 hizo una caracterización parcial de los 

factores séricos y encontró que una fracción de peso molecular 

entre 30 y 100 KDa es capaz de inducir el inicio de la extensión 

del trofoblasto y otra fracción mayor a 100 KDa induce una mayor 

extensión y desarrollo de la masa celular interna. 

Además, se ha determinado que las fibronectinas son un grupo 

de glicoproteinas de. superficie celular importante en las 
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interacciones celula-célula y en el control de la forma celular 

(106), que promueven la adhesión celular a sustratos como colAgena 

desnaturalizada. 

Se ha reportado en otros modelos que la adhesión y extensión 

de células de ri~on de criceto recién nacido requiere la presencia 

de componentes del suero que se absorben a la superficie del 

sustrato. En base a esto nos hemos planteado los siguientes 

objetivos. 
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II I • OBJETIVOS. 

A).OBJETIVO GENERAL: 

Analizar si la fibronectina es uno de los factores séricos 

que favorecen la adhesión y extensión durante la implantación in 

vitre de blastocistos de ratón. 

B).OBJETIVOS PARTICULARES: 

1. -Detectar la presencia de fibronectina en el suero 

de bovino fetal, utilizado en el medio de cultivo para 

blastocistos. 

L. -Evaluar si se forma una cubierta en la superifice de 

cultivo, cuando ésta se expone al suero que 

contenga fibronectina. 

~. -Evaluar si la cubierta dejada sobre la superficie de 

cultivo es capaz ·,de sostener la implantación in vi tro 

de blastocistos de ratón en forma similar al suero 

6 a una cubierta de fibronectina. 

4. -Estudiar el efecto del anticuerpo anti-fibronectina 

sobre la implantación in ~ de blastocistos de 

ratón. Estudiando como se modifica la proporción de 

blastocistos que rompen la zona 

adhieren, extienden 6 pierden 

distintos tiempos de cultivo. 
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5. -Estudiar el efecto de los anticuerpos contra 

fibronectina sobre el área de extensión del 

trofoblasto después de 96 h de cultivo. 

6. -Estudiar el efecto de los anticuerpos contra 

fibronectina sobre la distribución de fibronectina en 

los blastocistos implantados. 
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IV.MATERIALES ~ METODOS. 

MATERIALES. 

1.REACTIVOS: 

Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemical 

Co.(St. Louis, Mo.): L-glutamina, estuche de proteinas prete~idas 

estAndares de peso molecular conocido (estuche MWND-50), 

fibronectina (F-1141), laminina (L-2020) fracción V de la albúmina 

sérica de bovino (BSA), sefarosa 48, acrilamida 

N'N'-metilen-bis-acrilamida (M-7256), TEMED, dodecil sulfato de 

sodio (SOS), Tris-HCl, adyuvante completo e incompleto de Freund, 

glicina, azul de bromofenol, azul brillante de Coomasie, rosa de 

Ponceau, Tritón X-100 IT-6878), 3,3'diaminobencidina (D-5637), 

NiCl (N-5756), aceite mineral (M-3516), sulfato de kanamicina, 

sulfato de estreptomicina, penicilina G (S-6501), agarosa (A9539), 

mezcla de sales para preparar solución salina amortiguada con 

fosfatos de Oulbbeco (PBSl cNCTC-135. 

El suero de bovino fetal inactivado por calor fue de GIBCO, 

la gonadotrofina de suero de yegua pre~ada (PMSG) fue de Intervet 

(Folligon), la gonadotrofina cori6nica humana de Sereno (Profasi 

5000). 

El anticuerpo anti- IQG de conejo marcado con peroxidasa y 

obtenido en cabra fue de HyClone'(anti-lgG de conejo-HRP). 

Prote1nas marcadoras de pesos moleculares fueron de Bio-Rad, 

asi como el papel de nitrocelulosa. 

Los filtros de acetato de celulosa con poro de 0.22µm 

fueron de MFS. 

Los demAs reactivos usados fueron grado analitico y de la mAs 

alta calidad disponible (por lo general Baker 6 Merck). 

2.ANIHALES: 

Fueron empleadas ratonas de la cepa CD1 para la obtención de 

blastocistos. 

Se utilizó sangre de cobayo para la obtención y purificación 
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de fibronectina. 

Se utilizó un conejo d• la raza Nueva Zelanda, hembra de 3 kg 

para inmunizarlo contra f ibronectina y la obtención de suero 

conteniendo anticuerpos anti-fibronectina. 

Todos los animales fueron mantenidos en condiciones 

ambientales controladas, con un ciclo de luz-oscuridad de 14-10 h, 

con provisión de alimento y agua ad lib11Ym.._ 

Debido a que la implantación de los embriones de mamiferos es 

un proceso muy complejo !.!J. vivo e inaccesible para el control 

experimental, se han establecido modelos para el estudio del 

desarrollo del blastocisto !.!J. vitre. 
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3). COMPOSICION Y PREPARACION gg SOLUCIONES y REACTIVOS. 

1.-COMPOSICION y PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO y~ 

Medio de Biqqers· 

Este medio se emplea para la recuperación de estadios de 

desarrollo previos a la implantación. 

se emplea para el cultivo de la 

blastocisto. 

a) .Composición: 

Suplementado 

etapa de dos 

con albúmina 

células a 

Sustancia 

NaCl 

KCl 

Concentración. 

g/100 ml 

0.554 

Lactato de calcio • 5H
2
0 ••••••••••••••• ~ ••••• 

KH PO 
2 .. 

SO .7H O 
.. 2 

Na HCO ............ -.:.;.-....... . 
9 

Piruvato de sodio •••••••••••• • r •• •'• •••••• 
Lactato de sodio al 60% •••••• ~.~.;;.·~.,~·~· •••••• 

Glucosa 

Antibióticos: 

Estreptomicina 

Penicilina 6 

Kanamicina 

Rojo fenal 

b) .Preparación: 

\ . . . 

0.356 

0.0527 

0.0162 

0.0294 

0.2106 

0.0028 

0.2416 

0.1 

0.005 

0.00625 

0.00~ 

0.0005 

Se disolvieron todos los componentes en la mitad del volumen 

deseado, excepto el bicarbonato, el piruvato de sodio, el rojo 

fenal y los antibióticos. 

32 



Se agregaron lentamenteel bicarbonato y el piruvato de sodio, 

el rojo fenal y los antibióticos y se aforó a la cantidad 

deseada, se esterilizó por filtración al vac1o a través de un 

filtro de acetato de celulosa con poros de 0.22 µm. 

Antes de emplearlo, cuando asi se 

albúmina sérica de bovino (BSA), 0.4 g 

requirió, 

por cada 

esterilizó de nuevo por filtración al vac1o. 

se agregó 

100 ml y 

la 

se 

Esta solución fue empleada como suplemento en los medios 

de cultivo, con el objeto de evitar contaminación. 

a) .Composición: 

Sustancia 

Penicilina G 

Sulfato de estreptomicina •.•••••••••••••••• 

Kanamicina 

b) .Preparació!J.1. 

Cantidad 

10 000 U/ml 

10 mg/ml 

10 mg/ml 

Se disolvieron 62.8 ~g de penicilina 6 (Sigma 25 000 000 U en 

15.7 gr), 100 mg de sulfato de estreptomicina y 100 mg de 

kanamicina en 10 ml de agua destilada estéril, se 

filtración al vacío, a través de una membrana 

celulosa con poros de 0.22 µm. 

Se almacenó en refrigeración hasta su uso. 

esterilizó por 

de acetato de 

Se agregaron 100 µl de esta solución por cada 10 ml de medio 

de cultivo. 
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Medio cNCTC-135 

Este medio es utilizado para el mantenimiento de células en 

cultivo. Fue empleado como medio de cultivo de 

blastocistos. 

a) .composici6!:U. 

Sustancia Concentraci6!1 

gil 

L-Alanina 

Acido L-a-amino-N-but1rico 

L-Arginina • HCl 

L-Aspargina • H
2
0 

Acido L-aspArtico 

L-Cistina • 2HC1 

D (+)-glucosamina 

Acido L-glutAmico 

L-Glutamina 

Glicina 

· .. -:•.::·::·- .-,_: ............ ~-·,•.-:-•:.~ .• .. · ~ ..... . 
- . ' ,· ~: - .- . ' ............ •' ..... ····· ..... . -·:·-............ :-.-:~-,~::~.-~-;~:'~ ~ ... ... . 

; ;· .• " / ,;!.··· • . . . . . . . . . . . . -~ -:~ -;~,.:,;,~· ~-·~--: -....... . 

•••••••••••• · • .;. .;.· .-;. ·;,;,'1;.··~- •• ••••• 

L-Histidina • HCl .H
2
0 •••••••• '.y:-_: L<·<-· ..... 

Trans-4-hidro><y-L-prol ina •. ;. •.. · .•.. · .. ··,,; _ _. .•.•.• 

L-Isoleucina 

L-Leucina 

L-Lisina • HCl 

L-Metionina 

L-Ornitina • HCl 

L-Fenilalanina 

L-Prolina 

L-Serina 

Taurina 

L-Treonina 

•. ' . . ·-~ .. 'r '. ' • 

· · · · · · · · · · · ~ ~;;i!~;:~,e.:-=:~ · · · · · 
• • • • • • • • • • • 7- :,,i_~7:·~·:~ ~:.r~:-~.1· • • · · · 
• • • • • • • • • .-. •"'" ~'-;~,,~-,?-;;:r./;:~-1~ '"~-·~ -. • • • • 

: : : : : <:~~r~~t(·•:·.¡::::: 
......... · ~ .· .. ·~---,:'.·:;,;-·-~-- ;,,-. ;,,··~,-.· . \; ..... 

···.-,:·-; ........ · •• .; ·-~-·~~,~~~~::.:~·:!:º-/;;< .-;~-••••• 
............ ~ ~'.:-.-~'~:·~· ........ . 

L-Triptofano ••••••••••••••••••••••••••• 

L-Tirosina 2Na .2H
2

0 •••••••••.• • .••• •. • • • • • • • 

L-Valina 

Acido asc6rbico.Na 
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0.03148 

0.00551 

0.03116 

0.00919 

0.00991 

0.01368 

0.00385 

0.00826 

0.13573 

0.01351 

0.02665 

0.00409 

0.01804 

0.02044 

0.03843 

0.00444 

0.00941 

0.01653 

0.00613 

0.01075 

0.00418 

0.01893 

0.0175 

0.0237 

ú.025 

o.os 

los 



D-Biotina 

Cloruro de colina 

Cocarboxi lasa 

Coenzima A • Na 

2'-desoxiadenosina 

2'-desoxiguanosina 

.. ·;,• ................. •.• ........ . 

............ ~.~~- ~ -. -:.: .··~ ...... . 

............... -~ .. - .. ~ ....... . 
2 · -desoxici tidina • HCl •••••••••.• O ••••••••••• 
Ergocalciferol 

FAD • 2Na 

Acido f6lico 

............ -~. ~:-~, ..... · ....... . 

............................ 
Acido D-glucur6nico. Na ••••••••••••••••••••• 

Lactona del fl.cido D-glucur6nico ••••••••••••••• 

Glutati6n .2Na 

Mio-inosi tol 

Menadiona. bisulfito de sodio ••••••• · ••. ; •••••• 

5-metilcitosina HCl 

(1-NADP .Na 

(1-NAD 

Niacinamida 

Acido nicotinico 

.......................... 

. . . . . . . . . . . . . . -'~ ·~ ... · ...... . 
."·-··: ........................... 

Acido p-amino benz6ico •••••••••••••. ~·; •.••.••••• 

Acido D-pantoténico • 1/2 Ca • ; ••••• · •• ; ••••••• 

Piridoxal. HCl 

Piridoxina • HCl 

Acetato de retino! 

Riboflavina 

Tiamina. HCl 

Timidina 

Tween 80 

••••••••••••••. ····."!".·'!" •',• •••••• 

••••••••••••••• · •• -¡, •••••••• 

Fosfato de tocoferol .2Na •••••••••••••••••• 

UTP • Na 

Vitamina B 
12 

Cloruro de calcio .2H
2
0 •••••••••••••••••••••• 

Sulfato de magnesio (anhidro) •••••••••••••••• 

Cloruro de potasip 
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0.000025 

0.00125 

0.001 

0.0025 

0.01 

0.01 

0.01 

0.00025 

0.001 

0.000025 

0.0018 

0.0018 

0.02 

0.000125 

0.00004 

0.0001 

0.001 

0.007 

0.0000625 

0.0000625 

0.000125 

0.000025 

0.0000625 

0.0000625 

0.00025 

0.000025 

0.000025 

0.01 

0.0125 

lhoooo25 

0.001 

0.01 

0.265 

0.1 

0.400 



Acetato de sodio 

Cloruro de sodio • • • • • • • • • • • • • • • • • • • •••••• 

Fosfato de sodio monob•sico anhidro _.,~.. • :·.· •· •. 

O-glucosa 

Rojo fenal • Na 

b) .Preparación: 

0.03 

6.80(1 

0.122 

1.000 

0.02 

Se disolvieron 9.4 g de la mezcla comercial de medio 

cNCTC-135 con L-glutamina, sin bicarbonato de sodio (NS138) en 900 

ml de agua destilada y desionizada, se disolvieron con agitación. 

Se adicionó al medio, 2.2 g de bicarbonato de sodio/litro. 

Se ajustó el pH a 7.2 usando HCl ó NaOH 1N (0.2 unidades 

abajo del pH deseado). 

Se aforó con agua destilada a un litro y se esterilizó por 

filtración al vac1o, usando una membrana de acetato de celulosa 

con poros de 0.22 µm. 

Se guardó en forma aséptica entre 2-6°C y en oscuridad hasta 

su uso. 

Cuando se requirió suplementado con suero fetal de bovino, 

antes de emplearlo, por cada 9 ml de medio se agregaron, 1 ml de 

SBF y 100 µl de la solución de antibióticos. Se esterilizó por 

filtración al vaclo. 

En otras ocasiones se suplemento con BSA al 0.4 7., en lugar 

del suero. 

Soluci6!:!. salina amortiguada J;;Q!!. fosfatos de Dulbecco ~ 

Esta solución fue utilizada para el lavado de las columnas 

para cromatografla de afinidad, para hacer diluciones y en el 

lavado de los tejidos durante las inmunotinciones. 
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a) .Composición: 

Sustancias 

Cloruro de magnesio 

Cloruro de potasio 

6H O 
2 

Concentraci6Q. 

gil 

................ 0.100 

................ 0.200 

Fosfato de potasio monobásico .............. 0.200 

Cloruro de sodio .............. 8.000 

Fosfato de sodio dib.11.sico .............. 1.150 

b) .Preparación: 

Se preparó a partir de una mezcla comercial de las sales que 

lo componen (05773 de Sigma). 

Se disolvió el contenido del paquete para preparar un litro 

de PBS en 900 ml de H
2
0 destilada estéril, agitando hasta su 

disolución. 

Se ajustó el pH a 7.2 (0.2 unidades abajo del deseado), con 

el empleo de HCl 1N. 

Se aforó al volumen final (1 litro). 

Se esterilizó por ftltración al vacio, a través de un filtro 

de 0.22 µm de poro. 

Se almacenó en frascos estériles a 4°C hasta su uso. 

II.-PREPARACION> 125. REACTIVOS PARA ELISA. 

Soluci6~ amortiguadora de recubrimiento. 

Fue utilizada para el recubrimiento de la placa para ELISA 

con la solución de fibronectina, durante 16 horas a 4°C. 

a) .Composición: 

Sustancia 

Na CO 
2 9 

Cantidad 

1.59 g 
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NaHC0
9 

NaN
9 

H
2
0, aforar a 

2.93 g 

0.2 g 

1 1 

b). Preparaci6!ll. 

Se disolvieron las sustancias indicadas y se ajustó el pH a 

9.6 con NaOH lM y se aforó a un litro con agua destilada, se 

almacenó a temperatura ambiente por no más de dos semanas. 

Solución salina amortiguada i;Q!1 fosf•tos-Tween 

Se utilizó para el lavado de las muestras y para hacer 

diluciones de los anticuerpos durante la prueba de ELISA. 

NaCI 

•:c1 
KH PO 

a) .Composici6!ll. 

Sustancias 

2 ' 
NaHPO 

' Tween 20 

HO 
2 

................... · ... •.• ...... . 
' .: .. ·· .. ..:-: .. ':;.· ,. , ................................... 

.......•.•• :~.~-~~·~:~~~·~~---···· 

b). Preparación: 

Cantidad 

8 g 

0.2 g 

0.2 g 

1.5 g 

0.5 ml 

1 1 

Esta solución se preparó en el momento de ser utilizada, se 

disolvieron todas las sustancias, excepto el Tween 20 en 900 ml de 

H
2
o destilada estéril, agitando hasta su disolución. 

Se ajustó el pH a 7.2 (0.2 unidades abajo del deseado), con 

el empleó de HCl lN. 

Se aforó al volumen final (1 litro). 

Se agregó el Tween 20, agitando hasta su disolución. 

38 



Sustrato para ELISA CABTSI 

Se utilizó como sustrato durante la prueba de ELISA. 

a).Composici6':ll_ 

Solució~ amortiguadora de fosfato-citrato 

Sustancia 

Acido cítrico 0.06 M 

Na HPO 0.09 M 
2 ' 

H
2
0, aforar a 

Sustrato de e!!!§. 

Concentraci~ 

12.61 g/l 

24.12 g/l 

1 l 

2',2'-Azino-bis 3-etilbenzo-tiazolina-6-ácido sulf6nico (sal 

de diamonio) CABTS) 

Amortiguador de fosfato-citrato 

H O al 30 'Y. 
2 2 

b) .Preparaci6n: 

137 mg 

250 ml 

0.015 ml/5ml 

Este sustrato se preparó en el momento de usarse, el 

amortiguador de fosfato-citrato debe de estar a un pH de 4.2. 

III.-PREPARACION DE REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS EN GELES DE 

POLIACRILAMIDA-SDS. 

Soluci6~ de acrilamida-bis-acrilamida (30:0.BI 

Se disolvieron 30 g de acrilamida y 0.8 g de bis-acrilamida 

en 50 ml de agua destilada, posteriormente se aforó a 100 ml y se 

filtró en papel Whatman No. 1. Se guardó a 4°C en un frasco ámbar 

hasta un mes. 
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Persul fato de amonio ª1. 1. 5% ll.LY.... 

Se disolvieron 0.15 g de persulfato de amonio en 10 ml de 

agua destilada, siempre se preparó antes de usar. 

Se disolvieron 10 g de SOS en 70 ml de agua destilada, 

mezclando con un agitador magnético hasta la obtención de una 

solución clara, posteriormente se aforó a 100 ml con agua 

destilada, esta solución es estable a temperatura ambiente. 

Amortiguador del a.!!!. concentrador !Tris-HCl 0.5 tt._ ¡;tl:! 6.8) 

Se disolvieron 6 g de Tris en 40 ml de agua, se titulo a pH 

6.8 con HCl 11'1, después se ajustó a 100 ml, se filtró en papel 

Whatman No. 1 y se almacenó a 4°C hasta su uso. 

Amortiguador para el gg_!_ separador !Tris-HCl ~ ¡;tl:! ~ 

Se disolvieron 36.3 de Tris en 48 ml de HCl 11'1, se ajustó el 

pH a 8.8 con HCl 11'1 y se aforó a 100 ml con agua destilada. Se 

filtró en papel filtro Whatman del No. 1 y se almacenó a 4°C hasta 

su uso. 

Amortiguador del reservorio. 

a). Solució!J. madre (Tris 0.25 !1.. glicina 1.92 tt._ SOS 1% 

ID:! 8.3). 

Se disolvieron 30.3 g de Tris, 144 g de glicina y 10 g de SOS 

en 800 ml de agua destilada, se ajustó el pH a 8.3 con HCl 1M y se 

aforó a 1 litro con agua destilada, se almacenó a 4°C hasta su 

uso. 

b) .Soluci6Q. de trabajo. 
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Se diluyó la solución madre 1:10. Se puede reutilizar hasta 

cinco veces. 

Amortiguador de muestra 2X. 

Se mezclaron los siguientes reactivos: 

Tris-HCl 0.5 M pH 6.B ••••.••.•••••••••••••••••••••••• 2.5 ml 

SOS al 101' ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 4.0 ml 

glicerol •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 2.0 ml 

~-mercaptoetanol •••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 1.0 ml 

H
2
0 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 0.5 ml 

Azul de bromofenol ••••••••••••••••••••••••••••••••• una pizca. 

Se separó en alícuotas y se guardo a -2oºc hasta su empleo. 

IV.-PREPARACION DE REACTIVOS PARA ELECTROTRANSFERENCIA ~ 

INHUNODETECCION 

SolucióQ amortiguadora de transferencia. 

Esta solución fue utilizada para el lavado de los geles con 

el objeto de equilibrarlos y como amortiguador durante la 

electrotransferencia de las proteinas. 

a) .Composicion: 

Sustancias 

Trisma base 

Glicina 

Metano! al 201' 

H O aforar a 
2 

b) .Preparación: 

Cantidad 

3.03 g 

14.4 g 

200 ml 

1 1 

Se preparó al momento de usarse, disolviendo todas las 
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sustancias y aforando a un litro con agua destilada. 

solución puede ser reusada hasta 2 

refrigeración. 

veces se guard6 

Soluci6!:J. salina amortiguada Ef!!!. fosfatos-Trit6!:!. X-100 

Esta 

en 

Fue utilizada para el lavado del papel de nitrocelulosa 

asi como diluyente de la leche sveltes en la técnica de 

inmunodetecci6n. 

NaCl 

KCl 

a).Composici6!:!..!. 

Sustancia Cantidad 

...•...••••••••...••..••.........••• a g 

KH PO 
z ' 

...................................• o. 2 g 

•••••••••••••••••••••••••••••••••••• 0.2 g 

Trit6n X-100 al 0.1% •••••••••••••••••••••••••••••••••• 10 g 

H
2 
O •••••••••••••••••••••••••••••••••••• 1 l 

b) .Preparaci6!ll. 

Esta solución se prepar6 en el momento de ser utilizada, se 

disolvieron todas las sustancias, excepto el Tritón X-100, en 90 

ml de H
2
0 destilada est•ril, agitando hasta su disolución. 

Se ajust6 el pH a 7.2 (0.2 unidades abajo del d•seado), con 

el empleo de HCl 1N. 

Se afor6 al volumen final (100 ml). 

Se agreg6 el Trit6n X-100 al 0.17. agitando hasta su 

disolución. 

4).0BTENCION ~ PURIFICACION DE FIBRONECTINA. 

La fibronectina se purificó por el método de cromatografia de 

afinidad en gelatina-séfarosa. Para lo cual se colect6 sangre 
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fresca de cobayo, en citrato de sodio al 57., conteniendo f loruro 

de fenil-metil-sulfonilo (PMSFI 0.1 mM disuelto en isopropanol, se 

centrifugó a 3,000 rpm durante un periodo de 15 minutos, el plasma 

recuperado, se centrifugó nuevamente a 11,000 rpm durante 30 min. 

El plasma libre de material particulado se pasó a través de una 

columna de afinidad de gelatina-sefarosa 48 a 4°C. La columna se 

lavó secuencialmente con NaCl 0.5 M, NaCl 1.0 M y urea 1.0 M en 

Tris-HCl 0.05 M, pH 7.4. La fibronectina unida se eluyó con 

Tris-HCl 0.05 M, pH 7.4 conteniendo urea 4.0 M. 

amortiguadores contenian PMSF 0.1 mM. 

Todos los 

Se colectaron fracciones de 3 ml en tubos de ensayo que 

conten1an 100 µl del amortiguador Tris-HCl 1.0 M pH 8.6, para 

neutralizar inmediatamente el pH. Posteriormente se determinó la 

presencia de fibronectina leyendo la absorbencia a 280 nm. Las 

fracciones correspondientes al pico principal se juntaron y se 

sometieron a diálisis contra Tris-HCl 0.05 M, NaCl 0.15 M, pH 7.4, 

posteriormente la muestra se dividió en alicuotas y se almacenó a 

-7oºc. 
Para determinar la pureza de la proteína aislada se realizó 

la separación electrofor•tica de la proteína purificada por 

electroforesis unidimensional en gel de poliacrilamida-SDS al 

7.57., acorde al método de Laemli (59). 

5).PREPARACION ~ PUBIFICACION !2E. ANTICUERPOS 

CONTRA FIBRONECTINA 

Antisueros contra fibronectina de cobayo fueron obtenidos 

en conejos, hembras de.3 Kg de la raza Nueva Zelanda; para ello la 

fibronectina purificada del plasma, se utilizó como inmun6geno. 

Se inyectaron cuatro dosis de f ibronectina, las dos primera~ a una 

concentración de 150 µg de la proteína en 300 µl de PBS y 150 µl 

de adyuvante completo de Freund, se aplicaron por vla 

intramuscular, con intervalo de una semana; 15 dias después de la 

segunda dosis, se aplicó una terceru, la cual contenia 500 µg de 

protetna en PBS y 500 µl de adyuvante incompleto de Freund, se 
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aplicó por via intramuscular en diferentes zonas del cuerpo. Una 

semana después se administró la ~!tima dosis, en este caso fueron 

300 µg de la proteina sin adyuvante y por via intravenosa. Se 

dejó descansar al animal durante 7 dias y se procedió al sangrado 

total del mismo. 

Los anticuerpos contra fibronectina fueron purificados por 

cromatografia de afinidad en una columna de fibronectina sefarosa 

4B, para ello, el suero libre de material particulado, se pasó a 

través de ella a 4°C; la columna se lavó con amortiguador de 

fosfatos 0.1 M, pH 7.2 hasta que ya no se detectaron proteinas en 

el eluldo a 280 nm. Los anticuerpos se eluyeron de la columna 

con glicina 0.2 M, pH 2.8 y se colectaron fracciones de 500 µl en 

tubos de ensayo que conten1an 100 µl del amortiguador Tris-HCl 1.0 

M. pH 8.6 para neutralizar inmediatamente el pH. Posteriormente 

se determinó la presencia de prote1na en las fracciones, midiendo 

la absorbencia a 280 nm. Las fracciones que conten1an el 

anticuerpo se juntaron y se dializaron contra PBS a 4ºc, 

posteriormente se 

alicuotas que se 

diluyó 1:2 

almacenaron 

con 

a 

glicerol, 

-7o 0 c. La 

se separaró 

caneen tración 

en 

de 

prote1nas en la solución del anticuerpo se determinó por el método 

de Lo••ry ( 60) • 

B.METODOS. 

1). TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-FIBRONECTINA POR ELISA. 

Los anticuerpos obtenidos fueron titulados por ELISA, para 

ello se recubrió cada pozo de la placa de poliestireno para ELISA 

con 11)0 µl de la solución de fibronectina ( 10 µg/ml l con el 

amortiguador de recubrimiento (carbonato-bicarbonato 0.01 M a pH 

9.6). Se incubó por 16 horas a 4°C. Posteriormente se hicieron 

tres lavados con TWEEN 20 al 0.057. en PBS. Se bloquearon los 

sitios de unión no especif icos por la adición de 100 µl de BSA al 

17. por pozo, incubando durante una hora a 37°C y se realizaron 

tres lavados con PBS-TWEEN 20. 
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Se hicieron diferentes diluciones del anticuerpo obtenido en 

PBS-TWEEN 20, todas se hicieron por duplicado, comprendidas entre 

1:10 a 1:10 000, se colocaron 100 µl de las diluciones en cada 

pozo y se incubó por una hora a 37°C, posteriormente se hicieron 3 

lavados con PBS-TWEEN. 

Se adicionaron 100 µl por pozo del conjugado IgG de chivo 

anti IgG de conejo-peroxidasa diluido (1:10 000) en PBS-TWEEN 20. 

Se incubó a 37°C por una hora, se hicieron 3 lavados con PBS-TWEEN 

20. Se agregó la mezcla de sustrato 100 µl/pozo, empleando como 

tal, ABTS 1 mM (2,2' Azino-bis 3-etil-benzo-tiazolina-6 Acido 

sulfónico) y H
2
0

2 
al 0.17. disueltos en amortiguador de 

citrato-fosfato. Se incubó por 15 min. Para detener la reacción 

se adicionaron 25 µl por pozo de H
2
SO, 1.5 M 6 SDS al 207. y se 

leyó la absorbencia a 492 nm. 

2) DETECCION ~ FIBRONECTINA EJi EL SUERO ES!8b. DE BOVINO. 

a). SEPARACION ELECTROFORETICA DE LAS PROTEINAS DEL SUERO. 

La concentración de proteinas en el SBF fue determinada por 

el método de Lowry (60). 

El suero diluido en agua destilada se mezcló 1:1 con 

amortiguador de muestra concentrado 2 veces, de modo que quedaran 

100 µg de proteinas en 20 µl, la mezcla tenia una concentración 

final de Tris-HCl 0.625 pH 6.B, SDS 27., 2-mercaptoetanol 57., 

glicerol 107. y azul de bromofenol 0.0027. y se almacenó a -2oºc 

hasta su uso. 

Muestras de suero conteniendo 25, 50, 75 y 100 µg de 

proteinas fueron separadas por electroforesis unidimensional en 

geles de poliacrilamida con SDS de acuerdo al procedimiento de 

Laemmli (59), el gel concentrador fue al 3.75Y. y el separador al 

7.57., se corrieron simultAneamente proteinas estAndares prete~idas 

de peso molecular conocido (estuche MWND-50 de Sigma), como 

referencia. Unos geles fueron te~idos con azul brillante de 

Coomasie, se fijaron y.se secaron, entre papel celofAn dulce para 
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su observación y otras se procesaran para la detección de 

fibranectina par inmunablot. 

b). ELECTRQFORESIS ~ §gb DE POLIACRILAMIDA-SDS ~ UNA 

DIMENSION. 

Se realizaran par el método de Laemli (59) como se describió 

por Hames y Rickwood (45). 

Para ello, se sobremontaron las placas de vidrio (bien 

lavadas), colocando entre ellas 3 separadores de 0.75 mm de 

grosor, sujetando con pinzas. Se sellaron los bordes externos de 

los separadores con las placas de vidrio con agarosa al 2Y. 

calentada en un bafto Maria. 

Se preparó la mezcla del gel separador, 

concentración de acrilamida deseada (7.5Y. o lOY.), 

siguientes soluciones: 

acorde a la 

mezclando las 

CONCENTRACION DEL BEL 

7.5% 107. 

Solución de acrilamida -

bis-acrilamida (30:08) •••••••.•••••••• 2.5 ml ••••• 3.33 ml 

Amortiguador para el gel separador •••• 1.25 ml •••• 1.25 ml 

SDS al 10Y. ••••••••••••••••.••••••••••• 0.1 ml 0.1 ml 

Persulfato de amonio al 5Y. ••••••••••••• 0.5 ml 0.5 ml 

Agua destilada •••••••••••••••.••••••.•. 5.65 ml •••• 4.82 ml 

Se desgasificó por un minuto con una bomba de vacio, se 

agregaron 5 µl de TEMED, se agit6 y la mezcla se vaci6 entre las 

placas de vidrio colocados en posición vertical. 

Se dejaron 3.5 cm en el extremo de las placas y se colocó con 

una jeringa, en la superficie del gel, el amortiguador empleado 

para hacerlo, después de que el gel polimeriz6, se retiró la capa 

de amortiguador. 

Se preparó el gel concentrador al 3.7Y. mezclando los 

siguientes reactivos: 

Solución de acrilamida-bis-acrilamida (30:08) ••••• 0.6250 ml 
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Amortiguador del gel concentrador •••••••••••••••••• 1.25 ml 

SOS al 107. ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 50 µl 

Persulfato de amonio al 1.57. ••••••••••••••••••••••• 0.25 ml 

Agua destilada ••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 2.82 ml 

Se desgasificó con una bomba de vacio y se le agregaron 5 µl 

de TEMED. 

Se lavó la superficie del gel separador con el gel 

concentrador, se terminó de llenar el espacio entre las placas de 

vidrio con gel concentrador y se insertó la peineta, evitando 

dejar burbujas de aire. 

Se dejó polimerizar, se retiró la peineta, se lavaron las 

pozas con amortiguador de reservorio y se llenaron con el. 

Se removió el separador de la base y se colocó el gel junto 

con las placas de vidrio en la c~ara de electroforesis. 

Se agregó el amortiguador de reservorio al recipiente 

inferior de la cámara y se removieron las burbujas del gel. 

Se llenó el recipiente superior con el mismo amortiguador. 

Se cargaron las muestras en las pozas usando una microjeringa 

Hamilton. 

Se conectaron los electrodos, el Anodo al recipiente inferior 

y el cátodo al reservorio superior, se corrió la electroforesis a 

voltaJe constante, aplicando 125 V durante 15 min mientras las 

proteinas atraviezan al gel concentrador, posteriormente se elevó 

el voltaje a 200 V. 

c).ELECTROTRBNSFERENCIA ~ PROTEINAS a PAPEL !2s. 
NITROCELULOSA ~ INMUNODETECCION ~ FIBBONECTINA. 

Para detectar si una de las bandas de proteinas s6ricas 

separadas en el gel de poliacrilamida corresponde a fibronectina, 

las proteinas del gel fueron transferidas a papel de nitrocelulosa 

y la reacción de la banda correspondiente a fibronectina con el 

anticuerpo contra ella fue visualizada por la técnica de 

inmunoblot acorde a Towbin (1979), como se detalla a continuación. 

Los geles a transferir se equilibraron en el amortiguador de 
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transferencia (Trisma-base 25 ml'I, glicina 192 ml'I, 20Y. metanol) 

durante 30 minutos, éste amortiguador fue previamente enfriado a 

4°C por· un periodo de 24 horas. 

Se hizó un sandwich en el siguiente orden; fibra 

Scotch-Brite, varias capas papel filtro Watman de No. 1, papel de 

nitrocelulosa, gel, varias capas de papel filtro y fibra de 

Scoth-Brite. Se insertó éste sistema dentro de la cámara de 

electrotransferencia, colocando el gel hacia el cátodo y el papel 

de nitrocelulosa hacia el ánodo, después se, adicionó el 

amortiguador de transferencia. La electrotransferencia se llevó a 

cabo a 35 V durante toda la noche. 

Posteriormente se removió el papel de nitrocelulosa y se tii'ío 

con rosa de Ponceau al 0.2Y. en agua destilada. Después de 

observar que la transferencia fue buena, se lavó con PBS-Tritón X 

-100 al 0.1% para eliminar el colorante y se llevó a cabo la 

inmunodetección de fibronectina, como sigue: 

El papel de nitrocelulosa recién transferido, se colocó en un 

recipiente con 15 ml de una solución de BSA al 3% en amortiguador 

PBS Tritón X-100 (1%), se incubó a 37°Ccon agitación, durante 1 h. 

Después la membrana se incubó en 10 ml de una solución de albúmina 

sérica bovina al 1% en PBS TritónX-100 (lY.), conteniendo el 

anticuerpo (anti-fibronectina) en una dilución de 1:2000, durante 

3 horas. El exceso de anticuerpo se lav6 con amortiguador PBS 

Tritón X-100 durante 30 min, realizando 3 cambios del amortiguador 

y se incubó durante l horas en 10 ml de BSA al 1% en amortiguador 

PBS tritón X-100 (1 %), conteniendo el segundo anticuerpo (anti-y 

globulina de conejo, obtenido de cabra, conjugado con la 

peroxidasa (HyClone) en una dilución 1:5000. 

Se hicieron tres lavados con amortiguador de PBS tritón X-100 

(1Y.), tres con PBS (0.15 11) y tres con amortiguador de fosfatos 

50 11111 pH 7.4. Posteriormente se reveló la actividad de peroxidasa 

empleando como sustratos H
2
0

2 
y 3, 3' diaminobencidina (DAB), 

intensificando la reacción con NiCl y CoCl de la siguiente manera; 

el papel de nitrocelulosa, se incubó en una solución de DAB 5 

mg/ml, NiCl 1 mg/ml y ~oCl 1 mg/ml en amor~iguador de fosfatos 50 
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mM pH 7.4 durante 10 minutos. Posteriormente se incubó otros 10 

minutos en la misma solución a la que se agregó HO a 2 
lavó en agua destilada y se sec6 para su observación. 

al 1%, 

3). DETECCION ~ FIBRONECTINA EN LA SUPERFICIE DE CULTIVO 

EXPUESTA ~ SUERO EQB. TINCION INMUNQQUIMICA. 

se 

Cajas de cultivo de plástico Falcan (3001) de 35 mm, se 

expusieron a gotas de 20 µl de las siguientes soluciones de 

proteinas: suero de bovino fetal al iO en 

fibronectina 50 µg/ml, laminina 100 µg/ml y BSA al 4%, 

cNCTC-135, 

las tres 

últimas se disolvieron en PBS 0.15 M pH 7.4, se incubaron durante 

4 h a 37°C, en una atmósfera húmeda con 5% de C0
2

; las gotas 

estaban cubiertas con aceite mineral. Posteriormente la 

superficie se lav6 cinco veces durante 10 minutos con PBS 0.15 M 

pH 7.4 y se procedió después a la detección de fibronectina acorde 

al siguiente procedimiento. 

Las superficies expuestas se fijaron con formaldehido al 1.5% 

en PBS durante 30 min, se lavaron tres veces con PBS por 5 min. 

Posteriormente se incubaron 15 min con NH,Cl 50 mM diluido en PBS, 

y se hicieron tres lavados con PBS de 5 min cada uno. 

Se incubó con el anticuerpo anti-fibronectina diluido 1:2000 

en PBS conteniendo albúmina al 3 % durante 1 h a 37°C, se hicieron 

tres lavados con PBS de 10 min cada uno. Se llevó a cabo la 

incubación con el anticuerpo de cabra contra r-globulina de conejo 

marcado con peroxidasa (HyClone) diluido 1:5000 en PBS-albúmina al 

3 Y.. Se lavó con tres cambios de PBS de 10 min cada uno y dos en 

una solución amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7.4. 

Las muestras fueron incubadas en una solución que contenia 

diaminobencidina (DAB) 5 mg/ml, NiCl 1 mg/ml, CoCl 1 mg/ml en 

amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4. Durante 10 min. 

Posteriormente se incubaron 15 min en la misma solución, pero 

conteniendo H O a una concentración de 1%. 
2 2 

Se lavó 4 veces con el amortiguador de fosfatos 50 mM a pH 

7.4 por 5 min cada uno.y se llevó a cabo su observación. Se 

realizaron controles en los que se omitió el primer anticuerpo. 
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4).PRODUCCION y CULTIVO DE EMBRIONES 

!!J...Preparaci6Q. !!§!. 1º!!, animales: 

Se utilizaron ratones hembras virgenes de la cepa CD1 de 2-3 

meses de edad, a las que se les indujó a superovular por medio de 

la inyección intraperitoneal de ~ UI de gonadotrofina de suero de 

yegua preftada (PMSG), y después de un periodo de 45 horas, la 

administración de 5 UI de gonadotrofina cori6nica humana (hCG). 

Posteriormente se hizó el apareamiento con machos fértiles, de la 

misma cepa, haciendo la revisión del tapón vaginal al dia 

siguiente, la presencia de éste indicó primer d1a de preftez. 

b). ObtencióD_ ~cultivo de embriones. 

La colección de blastocitos se llevó a cabo al 4o. dia de 

preftez, entre las 12 y 14 horas, para ello se hizó el lavado de 

los cuernos uterinos con medio de Biggers sin albúmina (8). Los 

embriones fueron cultivados bajo aceite mineral en gotas de 20 µl 

de medio de Biggers suplementado con albúmina (4 mg/ml) y 

antibióticos (penicilina G 100 U, estreptomicina 100 µg/ml y 

kanamicina 100 µg/mll durante un periodo de 17 h (9). 

Posteriormente los blastocistos se transfirieron en grupos de 10 a 

diferentes medios y condiciones de cultivo: 

a) Medio cNCTC 135 (Sigma) suplementado con suero de bovino 

fetal al 107. (inactivado con calor) y antibióticos (penicilina G 

100 u, estreptomicina 100 µg/ml y kanamicina 100 µg/ml) (90). 

b) Medio cNCTC-135 sin suero, suplementado con BSA al 0.47. 

sobre una superficie que fue expuesta por 4 horas a suero de 

bovino fetal al 107. en cNCTC-135 y lavada previamente con cinco 

cambios de PBS. 

c) Medio cNCTC sin suero, suplementado con BSA al 0.47. sobre 

una superficie que fue expuesta a fibronectina 50 µg/ml en PBS 

por 4 horas y lavada previamente con PBS. 

En todos los casos se cultivaron 10 blastocistos en gotas de 

50 



20 µl de media baja aceite mineral (Sigma) en cajas de cultiva de 

plástica Falcan (3001) de 35 mm. Se incubaran a 37°C en una 

atm6sfera humidificada y con 5Y. de coz' 95Y. de aire, en una 

incubadora de COZ de f luja continuo NARCO. 

5).CINETICA ru;b CULTIYD ~ EVALUACION ~CRECIMIENTO 

TROFQ8LASTICO. 

Las cultivas fueron observados cada 24 horas durante un 

periodo de 4 dias, a través de un microscopio invertido con 

contraste de fase Karl Zeizz para establecer la proporción de 

blastocistos con ruptura de la zona pelúcida, que se han adherido 

y extendido sobre el sustrato 6 que conservan la cavidad del 

blastocele (37, 41). 

A las 96 horas de incubación se tomaron fotografias con un 

microscopio invertido a través de una cámara Contax RTS, para 

posteriormente evaluar el área de extensi6n de los embriones 

implantados. Siempre se empleo un objetivo de 25X, un acular de 

10X, y un aumento de la fato 4X. 

6.).E\IALUACION cuANTITATIVA !2Sb. AREA ~ EXTENSION. 

Se evalu6 el área de extensión en forma cuantitativa usando 

las fotograf ias de los implantes tomadas a las 96 horas de 

cultivo, utilizando una plantilla de doble cuadricula: cuadros 

grandes de 1.2 X 1.2 cm y cuadros chicas de 0.3 X 0.3 cm = 9 mm2
• 

La plantilla se sobrepuso a la fotografia y se cont6 el 

nútllero de puntas localizados en el centro de cada unidad de área 

de muestreo (9 mmz) que quedaban incluidas dentro del crecimiento 

trafoblástico. De ello se estimo el área ocupada por el 

trafoblasto en la fatagrafia (AF). 

Para la obtención del área de extensión se empleo la 

si9uiante f6rmula (DogUenweiller, 1990): 
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A rea 
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A= 
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A rea 

de e>1tensi6n 

cultivo. 

de e11tensi6n 

la fotografía. 
2 cuadrado del número a= 

del trofoblasto en 

del trofoblasto en 

de aumentos. 

7).EFECTO DEL ANTICUERPO ANTl-FIBRONECTINA SOBRE b.0. CINETICA DEL 

CULTIVO ~ EL AREA DE EXTENSION DEL TROFOBLASTO. 

Para evaluar el efecto del anticuerpo anti-f ibronectina se 

manejaron dos grupos uno control y otro problema, en el grupo 

problema se agregó anticuerpo (anti-fibronectina) en diferentes 

diluciones 1:1000, 1:500, 1:250, 1:125 si se expresan como la 

concentracion de la proteina equivalen a 0.0044, 0.0088, 0.0176, 

0.0352 mg/ml respectivamente) en medio cNCTC-135 suplementado con 

suero de bovino fetal al 10% (inactivado por calor) y con 

antibioticos (penicilina G 100 u, estreptomicina 100 µg/ml y 
kanamicina 100 µg/ml). El grupo control se hizó con el solvente 

' del anticuerpo TRIS 1M-Glicerol 1:1 diluido 1:125 en medio 

cNCTC-135 suplementado con suero de bovino fetal y antibióticos. 

Se colocaron gotas de 20 µl de los medios control y problema 

en cajas de cultivo de plAstico Falcan (3001) de 35 mm. bajo 

aceite mineral (Sigma) en ellas se cultivaron los blastocistos 

cultivados previamente por 17 h en medio de Biggers-BSA, 

posteriormente se transfirieron a las diferentes condiciones en 

grupos de 10 durante un periodo de 79 horas a 37°C. Se seguió la 

cinética de los cultivos durante los 4 dias de incubación como se 

indicó. Evaluando los porcentajes de blastocistos adheridos y 

extendidos, con ruptura de la zona pelúcida, y con cavidad 

blastocálica. Se tomaron fotografias a las 96 horas de 
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incubación, para hacer una valoración cuantitativa de las áreas de 

extensión del trofoblasto. Las fotograf 1as siempre se tomaron 

empleando objetivos de 25 X y un ocular de 10 X con una cámara 

Contax RTS adaptada al microscopio. Se procedió a evaluar el área 

de extensión de los implantes siguiendo la metodologia mencionada 

para este objetivo. 

8).TINCION INMUNODUIMICA PARA FIBRDNECTINA DE bQ§ BLASTOCISTOS 

CULTIVADOS 

Después de los 4 dias de cultivo los embriones cultivados en 

medio cNCTC-135 suero con diversas diluciones del anticuerpo se 

procesaron para la detección inmunohistoquimica de fibronectina. 

La tinción se realizó sobre la superficie de cultivo, en 

gotas, bajo aceite mineral, los embriones se lavaron 3 veces 

durante 10 minutos con PBS 0.15 M pH 7.4. Se fijaron con 

formaldehido al 1.SY. en PBS durante 30 minutos, se lavó tres veces 

con la PBS por 5 minutos. Posteriormente se incubó 15 minutos 

con NH,Cl 50 mM diluido en PBS, para apagar los aldehídos 

presentes, lavando tres veces con PBS durante de 5 minutos cada 

uno. 

Se llevó acabo la 'permeabilización de las muestras con 

metanol a -4°C durante 15 minutos. inmediatamente se lavó con 

amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4, realizando cambios de 5 

minutos. 

La incubación con el primer y segundo anticuerpo y la 

detección de la actividad de peroxidasa se realizó como se 

descibió para la detección de f ibronectina en la superficie de 

cultivo. 

endógena. 

Por otra parte también se inactivó la peroxidasa 

Una vez concluida la tinci6n, se removió el aceite mineral y 

los tejidos fueron lavados extensivamente con PBS, las bases de 

las cajas de cultivo fueron cortadas con una navaja de bisturi 
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calentada a la flama y sobre los tejidos se monto un cubreobjetos 

con PBS-glicerol 1:1, sellando los bordes con esmalte transparente 

de ui"ías. 

Se tii"íeron simultáneamente controles en que se omitió al 

anticuerpo contra fibronectina. 

Los tejidos fueron observados y 

fotomicroscopio Zeizz FOMIT III. 

fotografiados 

9).ANALISIS ESTADISTICQS. 

en un 

Por lo general los resultados se analizaron por la prueba de 

análisis de varianza (ANOVA) de un factor, seguida por ·1a prueba 

de comparaciones mul tiples de Schef.fe ( 17), los datos de 

porcentaje fueron convertidos previamente a su arcoseno. 

En relación a las cinéticas de los cultivos en presencia de 

distintas concentraciones del anticuerpo anti-fibronectina, se 

llev6 a cabo el análisis de varianza (ANOVA) de dos factores, 

seguida por la prueba de comparaciones multiples de Scheffe. Aqui 

se tomaron como factores, el tiempo de cultivo y la concentración 

de anticuerpo. 

Se emple6 el análisis de t de Student para muestras 

independientes para comparar las áreas de extensión de los 

blastocistos a las 96 horas de cultivo en cNCTC-suero con los 

cultivados sobre la cubierta dejada por el suero. 
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V. RESULTADOS 

OBTENCION y PURIFICACION DE FIBRONECTINA. 

Para determinar la pureza de la fibronectina obtenida se llev6 

a cabo el corrimiento en geles de poliacrilamida-SDS en una 

dimensi6n al 7.5 %, en la figura 2 se presenta el patr6n 

electroforético de la muestra de fibronectina purificada. 

Se observa únicamente una doble banda con peso molecular de 

220 KDa, peso correspondiente a las unidades monoméricas de la 

fibronectina. Pr~cticamente no se observan otras bandas por lo 

que la proteina que obtuvimos tiene un buen grado de pureza. 

Se comprob6 que era fibroectina por la técnica de inmunoblot. 

PREPARACION Y PURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTI-FIBRONECTINA. 

Se obtuv6 un suero anti-fibronectina en conejo. Para 

purificar al anticuerpo, el suero libre de material particulado se 

paso a través de una columna de afinidad de sefarosa 

48-fibronectina. 

Se obtuv6 una concentraci6n de proteinas de 4.4 mg/ml en la 

soluci6n obtenida de anticuerpos. 

Los anticuerpos anti-f ibronectina aislados reaccionaron con 

fibronectina, por la prueba de ELISA. La diluci6n de anticuerpo, 

que indico el titulo de éste fue de 1:5000 donde la absorbencia 

fue de 1. 

DETECCION DE FIBRONECTINA EN EL SUERO DE BOVINO FETAL. 

En el suero se encontr6 una concentraci6n de proteinas de 

40.88 mg/ml. 

Se realiz6 el corrimiento electroforético de las proteinas 

del SBF en geles de poliacrilamida-SDS al 7.5% en una dimensi6n, 

cargando de 25-100 µg de proteina por carril, simult~eamente se 

llev6 a cabo el corrimiento de proteinas pretenidas de peso 

molecular conocido y de una muestra de fibronectina comercial, en 

55 



este caso se carg6 1 µg de muestra. En el patr6n electrofor•tico 

del SBF se encontraron diversas bandas de proteinas (figura 5, 

carril C), siendo la m•s notable la correspondiente a la albúmina 

con un peso molecular cercano a 66 KDa, también se presenta una 

banda con peso molecular semejante a la f ibronectina comercial de 

220 KDa. La f ibronectina comercial empleada presenta cierto 

grado de degradaci6n, ocurrido durante su transporte, por lo que 

presenta varias bandas, todas cercanas a 220 KDa, la de PM más 

alto puede corresponder a la fibronectina sin degradar. 

Para determinar con exactitud la presencia de fibronectina en 

el suero de bovino fetal, se llevó a cabo la detecci6n de 

fibronectina por western-inmunoblot. Las proteinas séricas 

separadas en el gel de acrilamida fueron transferidas a papel de 

nitro celulosa, una vez realizada la transferencia se llev6 a cabo 

la inmunotinción para la detección de f ibronectina. Para lo cual 

se empleo el anticuerpo anti-fibronectina, previamente aislado por 

nosotros, agregando posteriormente un segundo anticuerpo 

(anti-y-globulina de conejo) conjugado con peroxidasa, revelando 

la actividad de la peroxidasa con H
2
0

2
, diaminobencidina, NiCl y 

CoCl. 

De las proteinas séricas sólo la banda correspondiente a un 

peso molecular de 220 KDa di6 una tinción positiva (figura 5 

carril E). 

Se demostr6 asi la presencia de fibronectina en el suero de 

bovino fetal. Por otra parte se comprob6 la especificidad de 

nuestro anticuerpo contra fibronectina ya que no reconoci6 otra 

banda de proteina presente en el suero. 

OETECCION DE FIBRONECTINA ~ LA SUPERFICIE ~ 

EXPUESTA a SUERO. 

CULTIVO 

Para analizar si la fibronectina del suero se deposita en la 

superficie de cultivo, se expusieron las cajas de cultivo a medio 

cNCTC-135-SBF al !OY., albúmina sérica de bovino al 0.4 Y., 

fibronectina 50 µg/ml y laminina 50 µg/ml durante 4 horas a 37°C, 
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lavando posteriormente con cNCTC-135-BSA y realizando la 

inmunotinción para fibronectina, utilizando el anticuerpo contra 

fibronectina en una dilución 112000 y como segundo anticuerpo el 

anticuerpo de cabra anti-r-globulina de conejo marcado con 

peroxidasa (1:5000). Se hicieron grupos control en todos los 

casos omitiendo el primer anticuerpo. 

La reacción de detección para fibronectina fue positiva en la 

superficie expuesta a suero de bovino fetal al 10 % en cNCTC-135 

(figura 6), lo cual demuestra que la incubación por 4 horas es 

suficiente para que la f ibronectina que esta presente en el medio 

de cultivo empleado, se pueda depositar en la superficie de 

cultivo, esta reacción fue también positiva, en la superficie 

expuesta a fibronectina (tabla 2) y negativa cuando la caja de 

cultivo se expuso a laminina y albúmina séria de bovino al 0.4% 

(tabla 2) ó en todos los casos cuando se omitió al primer 

anticuerpo (figura 6, tabla 2). 

CONDICIONES OPTIMAS ~CULTIVO ~ BLASTOCISTOS. 

En vista de que al cultivar blastocistos obtenidos de ratonas 

de la cepa CD! al cuarto dia de pre~ez directamente en el medio 

cNCTC-135 conteniendo suero, ni el 50% de ellos alcanzan a romper 

la zona pelócida, adherirse y extenderse. Para mejorar la 

eficiencia de los cultivos decidimos probar cultivarlos 

previamente por 17 h en un medio más simple, utilizado para el 

Biggers cultivo de embriones preimplantacionales (medio de 

suplementado con BSA 4 mg/ml). Antes de transferirlos a un medio 

rico en aminoácidos y otros nutrientes con suero (cNCTC-135-suero) 

ó sobre la cubierta de suero. 

Cuando se lleva a cabo el cultivo previo por 17 h en medio 

más simple se mejora la adhesión y extensión del trofoblasto as! 

como liberación de la zona pelócida, cuando los blastocistos se 

cultivan después en cNCTC-135-suero ó sobre la cubierta dejada por 

el suero (figura 9, tabla 3). 

Estadisticamente se observa que hay diferencias significativas 

con una P S 0.01 entre estas condiciones de cultivo figura 9. 

57 



DESARROLLO DE bQ§. BLASTQCISTOS EN CULTIVO. 

En distintas condiciones de cultivo que permiten la 

"implantación in ~" los cambios morfológicos experimentados 

por los blastocistos fueron similares. 

Dentro de las condicionas se~aladas, estuvieron el cultivo en 

un medio rico en nutriente (cNCTC-135) con la adición de SBF al 

10Y., en otros casos el suero fue sustituido por BSA y una cubierta 

de fibronectina 6 el depósito dejado por el suero en la superficie 

de cultivo. 

En términos generales, los blastocistos durante los primeros 

2 dias de cultivo se expanden, rompen la zona pelúcida haciendole 

una peque~a muesca y se liberan de ella· (figura 7). 

Posteriormente, entre el segundo y tercer dia de cultivo los 

blastocistos se adhieren al sustrato (figura Ba) y permanecen 

pegados a la superficie, cuando se agita la caja de cultivo 6 se 

les aplica una corriente de medio de cultivo. Durante este 

proceso en la mayoria de los blastocistos la cavidad del 

blastocéle tiende a colapsarse (figura 8a). Del segundo al cuarto 

dia de cultivo, las células del trofoblasto mural se extienden 

sobre el sustrato formando una monocapa de células, no 

refringentes y con núcleos prominentes (células gigantes del 

trofoblasto). La masa celular interna permanece en su superficie 

externa, en muchas ocasionas esta unida al crecimiento 

trofoblAstico por un grupo de células peque~as y redondeadas 

correspondientes al trofoblasto polar, ha esta estructura se ha 

homologado con el cono ectoplacentario (figura Bb). 

5610 en pocos casos observamos la diferenciación de la 

masa celular interna en epiblasto e hipoblasto. 
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EVOLUCION DEL CULTIVO DE @LASTOCISTOS SOBRE LA CUBIERTA 

SERICA. 

Con el fin de comprobar si la cubierta sérica era capaz de 

sostener la adhesión y extensión del trofoblasto después de las 17 

horas de cultivo en medio de Biggers-BSA, los blastocistos fueron 

transferidos a diferentes condiciones de cultivo en grupos de 10 

como se indicó en materiales y métodos. 

En el medio cNCTC-135 con suero, a las 24 horas de cultivo el 

207. de los blastocistos se presentaba sin zona pelúcida (figura 10 

C) y a las 48 horas el 307. de ellos ya estan adheridos y 

extendidos, logrando a las 96 horas un porcentaje total de 

blastocistos implantados de 94.44 ± 1.6 Y.. 

La evolución del cultivo sobre la cubierta de suero y de 

fibronectina es similar. A las 48 horas los blastocistos se han 

implantado en un 307. sobre la cubierta de fibronectina (figura 10) 

y en un 207. sobre la cubierta de suero (figura 10), logrando a las 

96 horas un porcentaje total de blastocistos implantados de 96.62 

± 0.05 % en el segundo caso y de 92.22 ± 2.7 % en el primer caso. 

Esto se aprecia mejor cuando se compara el tiempo en que el 

SOY. de los blastocistos se han adherido, extendido, perdido la 

cavidad blastocélica ó han roto la zona pelúcida, referido como 

T
50 

(tabla 4) asi la T
50 

para la adhesión en cNCTC-135-suero fue 

de 57.6 ± 1.0 h; sobre la cubierta de suero de 58.2 ± 0.7 h y 

sobre la cubierta de fibronectina de 54.4 ± 2.2 h. 

Comparando las T
50 

para estas tres condiciones de cultivo por 

anAlisis de varianza (ANOVA) de un factor, seguida por la prueba 

de comparaciones multiples de Sheffe, podemos apreciar que el T
50 

de adhesión, extensión y de ruptura de la zona pelúcida fueron 

significativamente menores en los cultivos sobre la cubierta de 

fibronectina respecto a las otras dos condiciones de cultivo (P ~ 

0.05) (tabla 4). Sin encontrar diferencias entre los cultivos con 

suero y aquellos sobre la cubierta sérica (P > 0.05). 

Con respecto a la.perdida de la cavidad blastocélica, no hay 
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diferencias significativas en las tres condiciones (P > 0.05). 

Cuando se compara la frecuencia máxima de implantación 

observamos diferencias significativas entre los cultivos sobre la 

cubierta de fibronectina con respecto a los de cubierta de suero 

(P ~ 0.05). Pero entre cNCTC-135 suero y la cubierta de suero la 

frecuencia máxima de implantación es similar (tabla 4). 

EVALUACION CUANTITATIVA DE LAS AREAS ~ EXTENSION 

A las 96 horas de cultivo de los blastocistos sobre la 

cubierta de suero y el cNCTC-135 suero, se evaluó el ~rea de 

extensión del trofoblasto de los blastocistos implantados. 

En el análisis estadistico de t de Student revela que no hay 

diferencias significativas entre ambas condiciones (P > 0.05), 

por lo que el grado de extensión del trofoblasto en estas 

condiciones es igual (figura 11). 

Con lo anterior se demuestra que la cubierta sérica en la 

superficie de cultivo es capaz de sostener la adhesión y extensión 

del trofoblasto, de manera similar al suero. 

EFECTO !2&b. ANTICUERPO ANTI-FIBROl!!ECTINA §!!l!BS. !.e. IMPLANTACIQN !u 
~EN MEDIO cNCTC-135. 

Para estudiar la participación de la fibronectina en el 

desarrollo in. vitre de los blastocistos de ratón de la cepa CD1, 

se realizaron cultivos en medio cNCTC-135 suero al que se le 

agregaron cantidades crecientes de anticuerpo contra fibronectina, 

lo anterior después de un periodo inicial de cultivo por 17 h en 

medio de Biggers-BSA. En ellos se estudio la cinética del cultivo 

y se evaluó a las 96 h el área de extensión del trofoblasto, como 

se indicó en materiales y métodos. 

El anticuerpo tuv6 un efecto sobre el desarrollo de los 

blastocistos en cultivo, el cual fue más pronunciado a las 

concentraciones más altas de anticuerpo empleadas. 
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Despults d• 96 h d• cultivo en el grupo control la mayor1a de 

los blastocistos se han adherido y el trofoblasto se ha extendido 

formando una capa de células gigantes (figura 12 a), a las 

concentraciones m6s altas de anticuerpo muchos blastocistos no 

rompen la zona pelócida, otros se adhieren sin extenderse (figura 

12 b), en otros la extensión es m6s reducida (figura 12 c y d) 6 

la cavidad del blastocele se conserva, incluso expandida, aón 

cuando las células del trofoblasto se extiendan (figura 12 b, c y 

d). 

Se detectó que hay un efecto del anticuerpo sobre la 

cinética de los cultivos que es dependiente de la dosis. 

En el grupo control (sin anticuerpo), el porcentaje total de 

blastocistos que se libera de la zona pelócida es del 90.197., el 

987. de ellos ha perdido la cavidad blastocélica y el 89.21% se han 

adherido y extendido de•pués de 96 h de cultivo (figura 13). 

Mientras que cuando se agrega 

0.0000, 

el anticuerpo a diferentes 

concentraciones (0.0044, 0.0176, 0.0353 mg/ml) la 

proporción de embriones que se adhieren va disminuyendo conforme 

aumenta la dosis. Siendo del 51.72% en la concentración más alta 

de anticuerpo (0.03S3 mg/ml), mientras que sólo el 29.88% se 

extienden y solamente el 52.87% se ha liberado de la zona 

pelócida. Es de seftalar que a la concentración más alta de 

anticuerpo un mayor porcentaje de los 

cavidad blastocélica (5~.877.) (figura 

blastocistos mantienen 

13), mientras que en 

la 

el 

grupo control se observa que a las 96 horas el 98Y. de ellos ha 

perdido la cavidad blastocélica. 

A la concentración má• baja de anticuerpo 0.0044 mg/ml, el 

cultivo presenta un comportamiento similar al control con respecto 

a la perdida de la zona pelócida, ya que su T
50 

se alcanza a las 

51.6 ± 2.9 horas (tabla 6) y a las 96 horas el 94.2% de los 

blastocistos cultivados ha perdido la cavidad blastocélica. En 

relación a la adhesión y extensión hay un aumento en el tiempo 

para que el 50 7. de los blastocistos se implante, para la adhesión 

•• de 10 horas más y para la extensión de 20 horas más ya que 

hasta las 82.6 ± 1.8 horas el 50Y. de los blastocistos se han 

extendido (tabla 6). 
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Estadisticamente el análisis de varianza CANOVA) de dos 

factores.(concentraci6n de anticuerpo y tiempo), indica que hay un 

efecto significativo del anticuerpo con un P S 0.01. El 

porcentaje de blastocistos que se adhieren, extienden y rompen la 

zona pelúcida es menor, a medida que aumenta la concentración de 

anticuerpo (tabla 5) (figura 13). Demostrandose que hay un efecto 

del anticuerpo sobre la ruptura de la zona pelúcida, la adhesión y 

extensión de los blastocistos, estos parámetros son inhibidos en 

forma dependiente a la concentración de anticuerpo. 

Con respecto a la cavidad blastocélica, se observa un efecto 

inverso, ya que a medida que aumenta la concentración de 

anticuerpo se mantiene ésta por más tiempo, y muchos de los 

blastocistos a la concentración más alta de anticuerpo, a las 96 

horas de cultivo, la siguen manteniendo (figura 12). Habiendo 

diferencias significativas a las concentraciónes de anticuerpo de 

0.0088, 0.0176, 0.0352 mg/ml con respecto al control con una P S 

0.01, y en relación a la concentración de anticuerpo 0.0044 

no hay diferencias significativas con respecto al control 

0.05). 

mg/ml 

(P > 

~ DEL ANTICUERPO ~ FIBRONECTINA ~ EL ~ DE 

EXTENSION ~ TROFOBLASTO 

Comparando el área de extensión del trofoblasto de los 

blastocistos del grupo control con el área de los cultivados con 

anticuerpo a las concentraciones de 0.0176 y 0.0352 mg/ml, a las 

96 horas de cultivo, se encontró que hay diferencias 

significativas del control con respecto a la concentración más 

~lta de anticuerpo (0.0352 mg/ml) con una P S 0.01 (figura 14). 

Demostrandose que a la concentración de anticuerpo 0.0352 mg/ml se 

reduce el área de extensión del trofoblasto. 

En relación a la concentración de anticuerpo 0.0176 mg/ml, 

con respecto al control no se observan diferencias significativas 

(P > 0.05). El área de extensión media de los blastocistos en 

estas condiciones es similar. Sin embargo la disperción de los 
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datas es m•s alta, habiendo una mayar heterogeneidad de las datas. 

TJNCJON INMUNOQUIMICA ~ !.Q2 BLASTOCISTOS IMPLANTADOS fil! ~ 
DIFERENTES CONDICIONES DE CULTIVO. 

Para determinar la presencia de fibranectina en las 

blastocistas cultivadas en cNCTC-135-suera y can anticuerpo se 

lleva a cabo la tinci6n inmunaquimica a las 96 horas de cultiva. 

En las cultivas en cNCTC-135-suera na detectamos fibranectina 

en las embriones ( fiQura 15) mientras que en presencia de 

anticuerpo la tinci6n fue positiva, lacalizandase la fibranectina 

en forma de fibras gruesas en la masa celular interna 6 rodeando 

al cana ectaplacentario. Cuando se mantiene la cavidad del 

blastocele la fibranectina se dispone baja el trafablasta, 

rodeando esta cavidad (figura 15). 
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Figura 4.- Electroferograma de la fibronectina purificada de 

suero de cobaya. La fibronectina de suero de cobayo purificado 

por cromatagraf1a de afinidad en una columna de gelatina-sefarosa 

48 de 3 ml, fue analizada por electroforesis en geles de PAGE-SDS 

al 7.5X en una dimensión. En el carril (B) se presenta una doble 

banda con pesa molecular de 220 000 daltones que corresponderia a 

las subunidades de fibronectina. En el carril (A) se presenta un 

estandar de proteínas de peso molecular (PM) conocido: miosina 

(200 KDa), (3-galactosidasa (116.25 KDa), fosforilasa B (97.4 KDa), 

albúmina de suero de bovino (66.2 KDa) y ovoalb.:unina (45 KDa). 
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Figura 5.- Demostración de la presencia de fibronectina en el 

suero fetal de bovino. Por la separación electroforética en geles 

unidimensionales de poliacrilamida-SDS al 7.5 'l. de las proteinas 

del suero de bovino fetal carril (C), donde se aprecia una banda 

(flecha) de proteina con peso molecular similar a la fibronectina 

comercial carril (8). En el carril (A) se observa el corrimiento 

de proteinas estándares de PM conocido:0<2 macroglobulina (180 • KDa), ~-galactosidasa (116 KDa), fructosa-6-fosfato cinasa (84 

KDa). piruvato cinasa (58 KDa), fumarasa (48.5 

deshidrogenasa lactica (36.5 KDa) y triosafosfato isomerasa 

KDa). 

KDal, 

(26.ó 

Después de la transferencia de las prote1nas de los geles a 

papel de nitrocelulosa, se ti~eron inmunoquimicamente para 

fibronectina del suero de bovino fetal carril (El; fibronectina 

comercial carril CD). Se detecta en el suero una banda que se 

ti~e para fibronectina. 
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FiQura 6.- Inmunotinci6n para fibronectina en una superficie 

expuesta a suero. Se expusieron peque~as áreas de la superficie 

de cultivo a suero fetal de bovino al 101. en medio cNCTC-135 

durante 4 horas a 37°C. Se lavaron con PBS varias veces y se hizo 

la tinci6n inmunoquimica. En (A) la reacción fue positiva (suero 

de bovino fetal), en (8) se omitió el primer anticuerpo contra 

fibronectina como ~ontrol, siendo la reacción negativa. 
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TABLA 2 

llll:CIOll DI Flm!IETIM 11 IJI SlllllFICIE IE aD.TIUO IXMllA 

A DISTlllTM PllOlllMS 

IXPOSICIOll A: TlllCIOll IWIA FlllSTIM • 

FllllllETlllA 511 "'~1 + 

c:llC1C-~SIF AL 18 :e + 

l.MllllllA 511 .. ,~. -
-ALllllllA SlllQll DI llUllll 

AL e.te 

\ 

La a,..,lcie lle c:altho I• explllllta a ptu a 21 .. 1 el •io lle 
caltito ó 111luclC111111 lle lu ii1U.tu prote!nu F 4 h a 3'1"C. ..,_ 
lmon 1 ...... miu - COI PIS e i-notelllüa part liUvnectina. En 
tofos loa cuoa la l'llCCIÚI fue negativa cumo • c.ite al 1ntiCll8l'fll -
COlltN 11'"'-ctina, 



Figura 7.- Desarrolla i!!. ~ de blastacistas de ratón: 

ruptura y liberación de la zona p•lúci~a. Blastacistas obtenidas 

de ratonas de la cepa CD1 al cuarta d1a de pre~ez, conservan aún 

la zona pelúcida (a) despu6tl d•l primer dia de cultiva muchas la 

han rota (b) y se liberan de ella entre el primera y segunda dia 

de cultiva (e). 

B. blastacele1 M, masa celular interna: T, trofectodermo. 

Microscopia de contraste de fases. Barra: 10 µm. 
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Figura e.- Desarrollo in ~ de blastacistos d• ratá'I: 

adh•siá'I y ext•n•i6n sobr• •l sustrato. Blastocistos d• ratá'I 

obtenidos al cuarto dia d• pr•ft•z y cultivadas en .medio 

cNCTC-13~-su•ro, al segundo dia d• cultivo se han adherido al 

sustrato (a) y al cuarto dia las c6lulas d•l trofoblasto se han 

extendido formando c6lul'as gigant•• con 

células d•l trofoblasto polar qu• han 

núcl•o pra.in•nt•. e, 
una estructura 

similar al cono ectoplacentario• "• masa c•lular int•rna J a, capa 

de c6lulas trofablAsticas gigant••· Microscopia d• contraste d• 

fa•••· Barra igual·• 10 µm. 
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Figura 9 .-Efecto de un periodo ini.cial de cultivo en medio de 

Biggers sobre la cinética del cultivo de blastocistos en cNCTC-135 

suero. Blastocistos obtenidos al cuarto dia de pre~ez de ratonas 

de la cepa CD! fueron cultivados directamente en medio 

cNCTC-135-suero (A) 6 después de el cultivo inicial por 17 h en 

medio de Biggers-BSA (8). Evaluando a distintos tiempos de 

cultivo el porcentaje de embriones con ruptura de la zona 

pelúcida, con adhesión y extensión al sustrato. 

Se encontraron diferencias significativas (P S 0.01) en estas 

condiciones. La grAfica representa datos agrupados de 5 

exp•rimentos separados, realizados por duplicado con 10 embriones 

cada uno. 
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TABLA 3 
EFftlO DE 111 PERIODO INICIAL DE aJLTIUO DI llEDIO DE BIGGERS-EA 

~LA FRlallllCIA DE lllPLANTACIOll. 

COllDICIOll DEL PODITAJE DE DIJllOllES 
aJLTIUO llllllllTADOS 

c!EfC-135-SUDO 44.Z :!: 1.Z 

BIGGEllS-EA 
c:llCTC-135-SlllO 93.3 :!: 8.9 

c:llCTC-135-l!A 
QlllDTA DE SlDI 411.6 :!: 8.7 

1111111.Hl!A 
c:llCTC-l!rl!A 95.Z :!: 1.5 

alllltfl 11 UIO 

In la u•la 111 Cllllpll'I el parcelltiJe de .... 1111111 i1pl1n
w., citnia 1 lu gr, h. • c:ultluo. Toa loa '1utoclstos 
flllll'Oll de ntanu de la cepa Cl1. OIMmvuos que hay 41Ferenclu 
alplrlcativu can una <P ~ UU, ClllMD 111 c:ultlua1 los eUrio
•par 17 h 111 •10 de llggen-1181\, C011 respecto a lm ailtlua-
41111 •lrect..wte en •lo ctErc-135 con llllll'O & sobe ai•ierta IÍ
rlca. Se ,....ta la .ala y la 4eaulaclón estiu 4e 5 experiln
tm Nllluh por dupllcaAo ca4a u111 con 18 e1hl'l111m1 <X :!: D.E.), 



Figura 10.- Cin6tica del cultivo de blastocistos sobre la 

cubierta sérica, de fibronectina y con suero. Bla&tocistos 

obtenidos de ratonas de la cepa CD! el d1a cuarto de pref'lez, fueron 

cultivado& por 17 h en medio de Biggers-BSA y posteriormente en 

cNCTC-135-BSA sobre una cubierta s6rica (A) 6 de fibronectina (B); 

otros se cultivaron en cNCTC-135-suero (C). 

Se evaluó a distintos tiempos porcentaje de blastocistos sin 

zona pelúcida, adheridos, extendidos 6 con cavidad del 

blastocele. Se representan datos agrupados de 5 experimentos 

.. parados realizados por duplicado. 
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TABLA 4 

TlllVO Y f'RlalKIA DE lllPINITACIOll DE 11/tftOCISIOS aJLTI~ SOBRE IN aJBIERTA 

SlllCA, DI FlllOlllCTlllA O COll SUEliO. 

a.ICIOll DI T51 (IK)~) 
POllCDITAJE 

aJLTIUO DE lllRIOllES 
PDlllA DI 

AllSIOll IXlllllOll 
PERDIDA IllPUllTADOS 

1.0llA PEUK:IDA DE LA 
Cl'NlllAD 

a ab ali ab 

c:IEIC-ai 57.3 ! 8.6 57.6 ! 8.9 611.6 ! 8.6 44.4 !Ui 94.44 ! 1.5 
URO 

a a a a 

PllJllDTA DI 57.6 ! 8.9 58.2 ! 11.6 61.5 ! 8.6 44.1 ! 3.7 96.62 ! 8.85 
Slll) 

• • • • 
PllJllDTA B 52.8 ! 3.4 54.4 ! Z.2 511.2 ! 1.9 41.2 ! 1.2 92.ZZ ! Z.7 
r1~111t1 

In la tallla • Cllllpllllft lm tl1111p111 en f11 el !iltC u los eürioim cultiVIAos (f51), se li
mn ele la 1111111 ,.1úc1•a, • UlllllNll, extlnclen ó pleÑen la cavlW del •lutocele, ul IDO el 
porcentaje total ele •lutoclstos l1planWos, clelpuá u 96 h. u cultivo. Toh los blastocistos 
Flllll'Oll u Ntalu e 11 cepa Cll, Fueron cultlVIAos por 17 h. en -410 de Biggers-IISA y posterior
llllte en lm _.los lllllli:Mos. 

Se ,....ta .... 1. y avlaclon estanür • 5 experllllllltos reallza&is por duplicado con 18 •1- c:Ma um <i ! D.B>. 
Los grupos haqÍllllol deutos se lnlllcan con ... dlstintu letras (p ~11.85). 



Figura 11.- Efecto de la cubierta s6rica sobre el área de 

eKtensi6n del trofoblasto. Blastocistos obtenidos de ratonas de 

la cepa CD1 al cuarto dia de preftez se cultivaron por 17 h en 

medio de Biggers-BSA, después por otras 72 h en cNCTC-135-BSA 

sobre una cubierta ••rica 6 en cNCTC-135-suero. Se evaluó el área 

de eKtensi6n del trofoblasto como se indica en materiales y 

m6todos. Las mediciones se realizaron en 3 experimentos 

separados, y con una N de 18 por cada condición experimental. 
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Figura 12.- Desarrolla in yitra de blastacistos de rat6n: 

efecto d•l anticu•rpo antifibronectina. Blastocistos de la cepa 

CDlo fueron cultivados por 17 h en medio de Biggers-BSA, 

posteriormente por 72 h m•s en medio cNCTC-135-suero expuesta a 

distintas conc•ntracian•s de anticuerpo contra fibronectina: o.oo 
(a), 0.03~ (by c) y 0.0176 (d) mg/ml. M, masa celular interna; 

G, crecimiento trofobl•stica; Z, zona pelócida; B, blastocele. 

Microscopia de contraste de fases. La barra indica 10 µm. 

so 







Figura 13.- Ef•cto del anticuerpo contra fibronectina sobre 

la cinética del cultivo. Blastocistos de la cepa CD1 obtenidos el 

cuarto dia de pre~ez se cultivaron por 17 h en medio de 

Biggers-BSA, post•riomente en cNCTC-135-suero expuesto a 

diferentes diluciones de anticuerpos contra fibronectina1 sin 

anticuerpo control o.oo, 1:1000, 11500, 11250, 1:125. A distintos 

tiempos de cultivo se evalu6 el porcentaje de •mbriones sin zona 

pelúcida (A), adheridos (8), extendidos (C) 6 con cavidad 

blastocélica (E). En las grAficas se presentan datos agrupados de 

B experim•ntos independientes, realizados por duplicado, cada uno 

con 10 blastocistos. 

La prueba de ANOVA de dos factores indica que todos los 

par~etros estudiados fu•ron dependientes de la concentraci6n de 

anticuerpo y el tiempo de cultivo (P S 0.01). 
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TABLA 5 
EFt:CIO DEL AllTlallRPO AllTMIDOllECTlllA SOBRE !A FREOJlll:IA DE lllPl/tllMCIOll. 

CCJllDTIW:IOll flOllClllllO DE DlllllOllES 

DI 

AllTlaJlllPO 
AHlllMI IXlllDllMI SIN CtNIDAD 

SIN 7.oM 

-V-1 PELOCIDA 

8.118 911.7 ! 9.4 
1 911.7 ! 9.4. 98.3 !: Z.8 a 91.S !: 8.8 a 

• • a • 
ll.llM4 78.9 ! 5.5 '18.9 ! s.s 94.5 :!: 6.5 78.9 ~ s.s 

• •,e • h 
8.11111 69.8 ! 4.7 SZ.4 ! 4.3 63.7 :!: Z.1 78.7 :!: 5.8 

• h,c h • 8.8176 68.6 :!: 7.9 48.3 :!: 6.5 57.8 :!: 4.6 69.4 :!: 8.9 

• e • h 
8.11352 58.9 :!: 3.9 211.3 :!: 8.7 53 ~ 5.11 sz.9 ~ z.8 

Se..,.,. el ,.amta,111u•lutaclstasflll111 adhieren, extleMel, plllÑen la 
cauiW d se •• U....., • 11 111111 pelúclu ..,_ u 96 h u c1dfüo. Blutocls
tos u rato.u e la cepa Cll flllll'Oll aaltluWll (1111' 17 h en •10 e llggers-l!tl y -
,.terlcnante n •lo claC-135-llllll'O expll8lto a distinto concntNclones de anti
cuerpo. Lu letras U.tintas infüan grupos• datos..._,. a una P ~ 8.81. 
Se hicilll'llll 8 lllplll'llllllltoa lnüpenalentel (f :!: D.I>. 



TABLA 6 
EFECTO DEL MTlaJEllPO MTl-PllllOlllCTIM SOBRE EL TllllPO DE lllPLMTACIOll 

CK'lllTMCIOll T511 <Horas> 
DE 

MTlaJERPO 
PERDIDtl 11 PERDIDtl 

mi PELOCIDtl ADHESl(MI EXTDllOll DE 1" 
llg/ll C#JlllilD 

8.111 51.4 ~ 7.4 51.4 ~ 7.4 62.8 ~ 3.6 61.8 ~ u.u 

a b 
8.11144 51.6 ~ Z.9 61.1 ~ 1.9 BZ.6 ~ 1.8 65.Z ~ 1.8 

a a b b 
8.- 62.8 ~ 6.Z 66.5 ~ 4.8 93.4 ~ Z.1 85.4 ~ 7.Z 

a a b b 
8.8176 64.9 ~ 6.Z 69.4 ~ 3.8 94.5 ~ 1.9 91.6 ~ 3.1 

b b b 
8.11352 76.Z ~ 18.6 81.6 ~ 18.3 * 92.5 ~ 3.3 

Se COlpll'an los tilllpOl llft que el 58'1. de los eabrlones cultlw.dos <T11 ), se 11-
lleran de 11 mna pelúclda, • dllleren, extienden ó pierden la cavidad blastocélica, 
...... de IJ6 horas de cultivo. llutaclatos de ratonas de la cepa CDl fueron culti
vados por 17 h. en .Slo de Blgpen-llStl y posterilll'llllnte en lledlo c!EIC-135-sllll1'0 -
mqiuesto a dlatlntu concentraciones de anticuerpo. a y b Indican diferencias esta
disttC111e11te 1lgnlflcativas respecto al grupo control (sin anticuerpo> con una P~B.85 
y ~ 1.81 l'lllpllCtivuente. Se hicieron 8 experllllllltoa Independientes. * Indica qua 111 • alcanza· la T .. da axtenalcm durante 111 cultivo. 
r .. de extensión durante 111 cultivo. 



Figura 14.- Efecto del anticuerpo contra f ibronectina sobre 

el Area de extensión del trofoblasto. Blastocistos obtenidos de 

ratonas de la cepa CDl al cuarto dia de pre~ez fueron cultivados 

por 17 h en medio de Biggers-BSA y posteriormente por 72 h mAs en 

medio cNCTC-135-suero expuesto a distintas concentraciones de 

anticuerpo contra fibronectina: 0.00 (control), 0.0176 (dilución 

1:250) y 0.035 (dilución 1:125) mg/ml. Al final del cultivo se 

evaluó el Area de extensión del trofoblasto como se indicó en 

materiales y métodos. La mediciones se hicieron en 3 experimentos 

independientes con una N de 25, 17 y 12; siguiendo el mismo orden 

de las concentraciones de anticuerpo. 

Las Areas de extensión a la dilución de anticuerpo 1:125 son 

diferentes significativamente a las del grupo control (P ~ 0.01). 
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Figura 15.- Efecto del anticuerpo anti-f ibronectina sobre la 

distribución histoquimica de fibronectina. Blastocistos de 

ratonas de la cepa CDl obtenidos al cuarto dia de pre~ez fueron 

cultivados por 17 h en medio de Biggers-BSA y posteriormente por 

72 h en medio cNCTC-135 sin (a) 6 con distintas concentraciones de 

anticuerpo contra fibron•ctina 0.0088 (b) y 0.035 (c) mg/ml, 

después se ti~eron para fibronectina como se indica en materiales 

y métodos. 

En (a) no se observa tinci6n debido a la ausencia del 

anticuerpo contra fibronectina no se detecta ésta, en presencia de 

anticuerpo (b) esta se localiza en la masa celular interna, en (c) 

y (d) la fibronectina se localiza en la membrana trofectodermal, 

asi como manchones en la masa celular interna. 

M, masa celular interna; e, cono ectoplacentario; G, 

crecimiento trofoblAstico, B, cavidad del blastocele. La barra 

indica 10 µm. 
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VI. DISCUSION 

Debido a que la implantación de los embriones de mamiferos es 

un proceso muy complejo i.n. ~ e inaccesible para el control 

experim•ntal se han establecido modelos para el estudio del 

desarrollo del blastocisto in. vitre. 

Sin embargo, el estudio in ~ adolece de algunos defectos 

propios de este tipo de técnicas. El principal es que se pierde 

la interacci6n con una estructura tridimensional, como ocurre en 

el útero, por lo que •l blastocisto interactúa m•s bien con una 

superficie plana bidimensional, lo que a su vez conduce a un 

cambio en la arquitectura propia del embri6n en desarrollo, 

perdiendo 6ste su forma esférica y aplan•ndose sobre la superficie 

de cultivo. QuizA en parte a esto 6 a la falta de factores 

maternos, in vitro por lo general la masa celular interna casi no 

se desarrolla y predomina el desarrollo del trofoblasto. 

Blastocistos de ratón cultivados en un medio apropiado que 

contiene suero adquieren propiedades an•logas a las que se 

observan durante el periodo peri-implantacional en el útero (54, 

94). Entre estas esta la habilidad de los blastocistos de 

liberarse de la zona pelúcida y la adquisición de 

adhesiva y propiedades invasivas y migratorias 

trofobl•sticas. 

una superficie 

de las células 

Sin embargo se ha establ•cido que la liberaci6n de la zona 

pelúcida, adhesión y crecimiento, no es necesaria para la 

expresi6n d• algunos marcadores de diferenciación por los 

blastocistos cultivados (6, 87, 88), dentro de estos marcadores se 

encuentran, el activador del plasmin6Qeno y la ~ glucoronidasa. 

Sin embargo el trofoblasto durante su desarrollo interactúa con 

proteinas de matriz extracelular y es posible que estas lo 

influyan. 

Se ha determinado que proteinas de matriz extracelular 

(fibron•ctina, laminina, col•gena tipo IV) promueven y favorecen 

la adhesión y extensión de blastocistos de rat6n i.n. ~ (4, 95). 

Se piensa que dentro de los factores que regulan el 

metabolismo •mbrionari~, as1 COlllO la adhesión y diferenciación del 

trofoblasto se encuentran secreciones ut•rinas y del trofoblasto 

91 



(19, 32, 44) y algunos factores s6ricos, en base a ésto se llevó a 

cabo esta investigación para estudiar a la fibronectina como un 

factor s•rico qu• favorec• la adhesión y extensión de blastocistos 

cultivados in vitre. 

DETECCJON DE FIBBONECTINA lit! ~ §Yfilm 1!E BOVINQ FETAL. 

Hay pocos estudios de los componentes del suero que favorecen 

la adh••ión y extensión del trofoblasto in vitro, Tachi, c. en 

1992 hizo una caracterización parcial de los factores séricos y 

encontró que una fracción de peso molecular (PMI entre 30 y 100 

KDa es capaz de inducir el inicio de la extensión del trofoblasto 

y otra fracción mayor a 100 KDa induce una mayor extensión y el 

desarrollo de la masa celular interna. Por estos antecedentes 

nosotros llevamos acabo la detección de fibronectina en el suero 

de bovino fetal. 

Determinamos el contenido total de proteinas presentes en el 

suero, por el método de Lowry (bO). Encontramos una concentración 

de 40.88 mg/ml. 

La detección de fibronectina en el suero se logro a través de 

un corrimiento electroforético unidimensional en geles de 

poliacrilamida-SDS al 7.5X, presentandose en el suero una banda 

proteica con peso molecular similar a la fibronectina comercial 

usada como control (figura 5). 

Posteriormente, cD111proba111Ds por la técnica de inmunoblot e 

inmunotinción que ésta banda de proteina corresponde a 

fibronectina. 

Anteriormente se habia establecido que la fibrcnectina es un 

componente del suero de diversas especies, y le llamaron 

"glcbulina insoluble en fria" (41, 106). 

DETECCION !2E, FI8RQNECTINA lit! ba SUPERFICIE !;!.5. CULTIVO 

EXP\ESTA fil. ~ 

Se detectó la presencia de fibrcnectina en una superficie de 

92 



cultivo expuesta a suero de bovino fetal al 107. (SFB), 

demostrandose que la fibronectina se deposita en las cajas de 

cultivo cuando se exponen al suero. 

En otras células en cultivo como las células de rii'lon de 

cricéto re cien nacido la adhesión y extensión requieren la 

presencia de componentes del suero que se absorben a la superficie 

del sustrato, asi como iones de ca•• en el medio. 

La adhesión celular a un sustrato ocurre por diversos 

mecanismos tanto en ausencia como en presencia de suero. Se ha 

postulado que las diferencias dependen de la adsorción de 

proteinas del suero a la superficie de cultivo en el cual las 

células empiezan adherirse a las proteinas del suero adsorbidas 

(12, 13, 14). 

Se ha demostrado que la adsorción de los componentes del 

suero ocurren muy rápidamente en segundos (19), se adsorben a la 

superficie como una capa de moléculas (20 ) y forman un mosaico 

heterogéneo de proteinas adsorbidas. 

También se ha demostrado la adsorción de fibronectina del 

plasma humano (40) a superficies hidrofóbicas e hidrofilicas, la 

unión de la fibronectina es mayor en superficies hidrofóbicas que 

hidrofilicas. Por otra parte la absorción a la superficie de la 

fibronectina presente en el suero depende de la concentración de 

suero, ya que a bajas concentraciones de suero (0.017.) el depósito 

de fibronectina que se forma es mayor y a medida que aumenta la 

concentración (107.) la absorción de la fibronectina es menor, lo 

cual puede deberse a que otros componentes del suero compiten por 

los sitios de absorción de la fibronectina. 

El suero de bovino fetal a una concentración del 107. deja una 

cubierta que contiene fibronectina en la superficie de cultivo 

expuesta a él. Nuestra detección fue especifica ya que la 

reacción es negativa cuando se omite al primer anticuerpo contra 

fibronectina, 6 cuando la superficie de cultivo se expone a otras 

proteinas como la albúmina ó la laminina (tabla 2, figura 6). 

La metodologia empleada por Grinell y Feld para demostrar el 

depósito de fibronecti~a sobre la superficie de cultivo, se basa 
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en el mismo principio que la nuestra, es decir, en la captación 

por la fibronectina adsorbida de un anticuerpo contra ella, lo que 

ellos evalúan empleando un segundo anticuerpo radiomarcado y 

midiendo la radioactividad, después de unida a la superficie 

después de removerla con tripsina 1 mg/ml y NaOH 1 M. 

El método que nosotros utilizamos, es mAs cualitativo, aunque 

puede adaptarse para propósitos cuantitativos y no emplea 

radioactividad, sino un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa, 

lo que nos permitió detectar a la fibronectina directamente sobre 

la superficie de cultivo. No encontramos que este procedimiento 

se haya empleado con el mismo fin, consideramos que es un método 

sencillo para identificar a las proteinas que se adsorban en la 

superficie de cultivo, provenientes del suero ó de las secreciones 

de las células cultivadas. 

CULTIVO PREVIO DE EMBRIONES. 

Se demostró que el cultivo previo en medio de Biggers 

favorece el rompimiento de la zona pelúcida y la implantación 

sobre la cubierta sérica 6 en presencia de suero (figura 9), ya 

que cuando asto no se realiza el porcentaje de blastocistos 

adheridos y extendidos no alcanza el 50% (figura 9). 

Se ha dicho que la maduración de los blastocistos parece ser 

necesaria para que se de la implantación in vivo (Mintz, 1971). 

Similarmente in ~ la adhesión y extensión de los blastocistos 

son dependientes de la maduración temporal de su superficie 

eKterna y la adquisición de la capacidad de romper la zona 

pelúcida (93, 104). Por lo que creemos que el cultivo previo en 

medio de Bigger favorece la maduración de nuestros blastocistos 

que les permite romper la zona pelúcida en mayor proporción 

lograndose un porcentaje de implantación mayor, cuando son 

transferidos en los medios de cultivo utilizados (cNCTC-135-suero 

y precubierta de suero) (figura 9) 

Cuando cultivamos los blastocistos directamente en 

cNCTC-135-suero observamos que el grado de madurez que presentan 
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es bajo, ya que s6lo al 44.2 ± 1.2 'l. se adhieren y extienden y no 

llegan a alcanzar el T
50 

ruptura de la zona pelúcida, después de 

96 h de cultivo (tabla 3). Por tanto los blastocistos de la cepa 

CDl requieren de un periodo inicial de cultivo en un medio menos 

rico en nutrientes, sin suero (Biggers-BSAl; a fin de que, al ser 

transféridos al medio con suero, 

(tabla 3, figura 9). 

la mayor1a pueda implantarse 

Otros autores han utilizado, también este periodo inicial de 

cultivo para sincronizar los blastocistos y mejorar la eficiencia 

de cultivo (9). Es posible que la exposici6n prematura de los 

blastocistos a los componentes del suero evite que completen su 

maduraci6n. Nieder (1990) propone que la mejor maduraci6n de los 

blastocistos depende, más bien, de su expasici6n por más tiempo a 

un contaminante de la fracci6n V de la albúmina sérica de bovino, 

sin embarga cuando cultivamos blastocistos de la cepa CDl recién 

obtenidas en media cNCTC-135-BSA, sabre la cubierta sérica, la 

proporci6n de embriones que se implanta, también es baja y aumenta 

cuando se cultivan primera en el media de Biggers-BSA (tabla 3, 

figura 9). Par la que reforzamos nuestra idea de que la 

expasici6n prematura a un media rico en aminoácidos y otros 

nutrientes evite la maduraci6n de los blastocistos. 

EVOLUCION ~ CULTIYO ~ LA CUBIERTA SERICA. 

Muchos sistemas de cultiva de blastacistos requieren la 

adici6n de suero 6 de fracciones del suero para que ocurra la 

adhesión y extensi6n del trafablasta, se ha sugerida que astan 

implicadas componentes macramoleculares del 

conocidas. 

suero, aún no 

Si la cubierta sérica es capaz de sostener la implantaci6n 

in vitro entonces una o varios da los componentes dal suero que la 

forman corresponden a las factores involucradas en éste proceso. 

Se demostr6 que el dep6sito dejado por el suero sabre la 

superficie de cultiva, conserva la actividad biológica de 

favorecer la adhesi6n y extensión del trofoblasto, en forma 
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similar al suero; ya qua la proporción de embriones que se 

adhieren y extienden, el tiempo en qua lo hacen y el área de 

extensión del trofoblasto de&pués de cuatro di as de cultivo, no 

presentan diferencias significativas entre los cultivos sobre la 

cubierta de suero, la cubierta de fibronectina y con suero (tabla 

4 figura 10). 

Como la fibronectina es uno de los constituyentes del 

depósito dejado por el suero y esta proteina purificada es capaz 

de sostener la implantación in. vitro es por tanto factible que 

esta proteina sea uno de los factores séricos implicados, aunque 

otros componentes de este depósito podrían también participar. 

Por otra parte se ha det•rminado que proteinas de matriz 

extracelular (fibronactina, laminina, colágena tipo IV), promueven 

y favorecen la adhesión y extensión de blastocistos de ratón in 

vitro (4, 95). Asimismo, al blastocisto expresa receptores para 

proteínas de matriz extracelular en su superficie celular. 

En otras células como f ibroblastos humanos, células de 

coriocarcinoma se ha observado la producción activa de moléculas 

de matriz extracelular como laminina y fibronectina, igual que en 

el trofoblasto. Lo que indica que la fibronectina celular 

producida por los blastocistos favorece tambio6n la adhesión y 

extensión y algunos factoras sérico• podrían actuar estimulando la 

liberación de fibronectin• del trofoblasto. 

EFECTO ~ANTICUERPO ANTI-FIBRONECTINA SOBRE EL CULTIVO m;_ 
BLASTOCISTOS. 

Se realizaron cultivos 

concentraciones de anticuerpos 

o.0176 y 0.0352 mg/ml) en 

en presencia de diferentes 

anti-fibronectina '(0.0044, 0.0088, 

el medio de cultivo cNCTC-135 

suplementado con el suero de bovino fetal al 107. y antibióticos. 

Hay un efecto del anticuerpo a medida que aumenta su 

concentración, sobre la cinética de los cultivos, ya que el grado 

de adhesión se ve disminuido, alcanzando sólo un 51.72 7. en la 

concentración más alta de anticuerpo figura (13) y solamente el 
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29.88 7. del total de blastocistos cultivados se han extendido, 

mientras que en otros está totalmente inhibida (figura 14). Se 

observó también una disminución de los blastocistos que han roto 

la zona pelúcida (52.67 %). Sin embargo se ve un efecto inverso 

con respecto a la cavidad blastocélica ya que un 52.87% de los 

blastocistos la siguen manteniendo, no se sabe cual es el 

significado fisiólogico ó la importancia de la perdida 6 presencia 

de la cavidad blastocélica de los blastocistos que se desarrollan 

in~ 

Por lo que concluimos que 

anticuerpo sobre la adhesión 

hay un efecto 

y extensión de 

de la dosis de 

los blastocistos 

(tabla 5), ya que se inhiben los par~etros cinéticos evaluados al 

estar presente el anticuerpo anti-fibronectina. 

A una dilución de anticuerpo de 1:1000, 1:500 todos los 

blastocistos que rompen la zona pelúcida se adhieren y extienden 

lo cual nos indica que no fue bloqueada totalmente la 

fibronectina. Por otra parte, puede implicar que se libere 

fibronectina celular por los blastocistos durante su implantación. 

Por lo tanto el anticuerpo puede estar actuando, también sobre 

fibronectina producida por el blastocisto. 

Estos resultados refuerzan la idea de que la fibronectina 

puede ser uno de los factores séricos que favorecen la extensión 

del trofoblasto. Además sugiere una importante participación de 

la fibronectina en el desarrollo peri-implantacional. 

Nosotros consideramos que la f ibronectina es uno de los 

factores séricos, aunque no el único, que sostiene 

del blastocisto !!:!. ~I ya que como se~alamos 

esta contenida en el SBF y el depósito dejado por el 

la extensión 

anteriormente, 

mismo sobre 

la superficie de cultivo, es capaz de sostener la adhesión y 

extensión del trofoblasto con la misma eficiencia con que lo hace 

el suero ó una cubierta de f ibronectina. Por otra parte los 

anticuerpos contra fibronectina inhib~n en alta proporción la 

extensión, pero no la adhesión a la superficie de blastostocistos 

que han roto la zona pelúcida, en presencia de suero, por lo que 

consideramos que en la adhesión, intervengan otros factores 
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séricos. 

Tachi presenta evidencias de otro u otros factores séricos de 

peso molecular menor de 100 KDa. Por otra parte se conoce que en 

el suero hay otra proteina que también es constituyente de la 

matriz extracelular, la vitronectina (58) 

purificada sostiene la adhesión y extensión 

la 

del 

que en forma 

trofoblasto in 

vitre (5). Sin embargo el peso molecular de ésta es de 140 KDa y 

no corresponde con lo encontrado por Armant y col (3, 4) de que la 

mayor actividad promotora del crecimiento trofoblástico, se 

encuentra en una fracción cercana a 250 KDa, 

más a la fibronectina. 

lo que corresponde 

La participación de la fibronectina también podria ser la de 

unir otras moléculas, como factores de crecimiento y de esta 

manera facilitar su acción sobre el blastocisto y no solamente de 

proporcionar un sustrato a la extensión. 

Encontramos por primera vez que los anticuerpos contra 

fibronectina inhiben la ruptura de la zona pelúcida, misma que es 

inhibida aún cuando los blastocistos ya tenian un dia de cultivo 

en medio Biggers-BSA, antes de exponerlos al anticuerpo lo que 

favorece su ruptura. No sabemos como participe la fibronectina en 

la liberación de la zona pelúcida, pero pueden haber varias 

posibilidades para ello, por una parte al interactuar con el 

trofoblasto podria favorecer la liberación de una proteasa que 

intervenga en la ruptura de la zona pelúcida 6 por 

una matriz externa y por tanto puntos de anclaje al 

proporcionar 

trofoblasto, 

facilitarla ondas de contracción y expansión, observadas en el 

blastocisto en esta etapa, que pcidrian contribuir a la ruptura de 

la zona pelúcida (73). 

La conservación de la cavidad blastocélica de los 

blastocistos en presencia de anticuerpo, aún impl;antados, tal vez 

se deba, en parte a que la interacción del trofoblasto con la 

superficie de cultivo sea menos fuerte, sin emban;¡o en los 

blastocistos que no rompen la zona pe lúcida y que se cultivaron en 

suero sin el anticuerpo la cavidad también se pierde, lo que no 

ocurre en presencia de.anticuerpo contra fibronectina. 
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Esto nas indica que la participaci6n de la f ibronectina es 

clave en el desarrollo pre y post-implantacional en mamiferos. 

DISTRIBUCION INMUNOQUIMICA DE LA FIBRONECTINA EN LOS 

EMBRIONES IMPLANTADOS PRESENCIA ANTICUERPO 

EIBRONECTINA 

En cultivo en medio cNCTC-135-suera, no se 

fibronectina en los embriones implantados (figura 15), ya 

presenta 

que la 

tinci6n inmunaquimica para f ibronectina en los blastocistos 

cultivados baja esta condición fue negativa, mientras que en 

presencia de anticuerpo la de tinci6n fue positiva. 

Lo que indica que la presencia de anticuerpo modifica también 

la localización histoquimica de f ibronectina, 

altas de anticuerpo (0.0176 y 0.0352 mg/ml) se 

gruesas abajo del trofoblasto y rodeando 

blastocele, ésta distribución e·s similar a la 

blastocistos antes de adherirse, pero mucho mAs 

a concentraciones 

presentan fibras 

la cavidad del 

que presentan los 

intensa (figuras 

15), también ésta distribución se observa in vivo, en donde se 

forma la membrana de Reichert, debajo del trofoblasto. A 

concentraciones bajas de anticuerpo (0.088 mg/ml) la fibronectina 

se localiza como fibras alrededor del cono ectoplacentario y en la 

masa celular (figura 15). 

Es posible que la fibronectina desempe~e 

importante en la organización tridimensional del 

desarrollo, ya que a concentraciones bajas de 

una función 

en 

el 

trofoblasto mural se extiende pero los 

trofoblasta polar 

blastocisto 

anticuerpo 

de la derivados masa 

celular interna y del (cono ectaplacentario) 

permanecen més organizados que en el cultivo sin anticuerpo. 

En las cultivos en el medio cNCTC-135-suero, la fibronectina 

podria ser producida por los blastocistos y liberada al medio sin 

almacenarse por lo que na se detecta f ibronectina en los implantes 

cultivados en esta condición. Mientras que en presencia de 

anticuerpo esta fibronectina tal vez se este almacenando ó su 
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secreción sea dirigida a la parte basal del trofoblasto por lo que 

origina una membrana basal. 

Otros estudios han confirmado la presencia de fibronectina en 

los blastocistos de rata cultivados en un medio libre de suero, 

Carnegie, J. 1991, estableciendo que la distribución de ésta 

proteina esta asociada a la membrana trofoectodermal en los 

blastocistos preadheridos y que después de 48-96 horas de cultivo 

sobre laminina , el citoplasma de las células trofoblasticas 

gigantes contienen fibronectina organizada como una malla 

granular. 

En el ratón la f ibronectina esta presente en la parte interna 

del trofectodermo de blastocistos pre-implantados, (102, 108) y se 

ha sugerido que proporciona un sustrato para la migración de las 

células del endodermo cuando estas forman un forro a la cavidad 

del blastocele •• 

En otros estudios hemos encontrado que la distribución de 

fibronectina durante la implantación in vitro es modulada por la 

composición del sustrato. Cuando se cultiva sobre fibronectina se 

localiza como una malla citoplasmica y se concentra en los bordes 

y prolongaciones de las células gigantes del trofoblasto, esta 

distribución es diferente a la observada en cultivos con suero ó 

sobre la cubierta sérica, en la que como se~alamos, no se detecta 

fibronectina histoquimicamente en los blastocistos implantados. 

Esto indica que el suero ó en la cubierta sérica hay otros 

factores ademAs de la fibronectina que influyen sobre el 

trofoblasto. 
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VII.CONCLUSIONES 

1). Se detectó una banda con peso molecular de 220 KDa 

2'. 

3). 

4). 

en el suero de bovino fetal por electroforesis en 

geles de poliacrilamida-SDS al 7.5Y. 

que correspondió a la subunidad monomérica de la 

fibronectina, lo que se confirmó por 

inmunotransferencia e inmunotinci6n. 

La exposición de la superficie de cultivo a suero 

fetal de bovino al lOY. por cuatro horas deja 

una cubierta que contiene fibronectina, detectable 

por inmunotinci6n. 

Se demostró que el cultivo previo de los blastocistos 

en medio de Biggers por 17 horas, favorece 

su maduración, permitiendo que un mayor porcentaje 

de ellos se liberen de la zona pelúcida, se adhieran 

y extiendan al ser transferidos a un medio de cultivo 

que permite la implantación. 

Los blastocistos cultivados en cNCTC-135-BSA al 

0.4Y. sobre la cubierta dejada por el suero se 

adhieren y extienden en una proporción similar a 

aquellos cultivados en presencia de suero fetal de 

bovino (SFB) al 10'1. 6 sobre una cubierta de 

fibronectina. 

5. El área de extensión de los blastocistos cultivadas 

en medio cNCTC-135-suero es igual a la de los 

cultivados sobre la cubierta de suero, después de 96 

horas de cultivo. 

6). La presencia de un anticuerpo contra fibronectina 
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7). 

inhibe la ruptura de la zona pelúcida y la extensión 

del trofoblasto, además de retardar la desaparición 

de la cavidad del blastocele. El efecto del 

anticuerpo sobre la cin6tica de los cultivos fue 

dependiente de la dosis empleada. 

Por lo que es posible que la fibronectina sérica 6 

la producida por el blastocisto, desempenen una 

función importante en la ruptura de la zona 

pelúcida, en la extensión del trofoblasto y en la 

organización tridimencional del conceptus in ~ e 

in vi trp. 

La concentración más 

antifibronectina empleada 

alta del anticuerpo 

reduce notablemente el 

área de extensión de los blastocistos en cultivo 

con respecto al cultivo en cNCTC-135-suero. 

8). La distribución de fibronectina en los blastocistos 

implantados depande de las condiciones de cultivo. 

Demostrandose que la presencia de anticuerpos 

contra fibronectina modifica la localización 

histoqu1mica de esta, ya que ha concentraciones 

altas del anticuerpo se presenta en forma de 

fibras gruesas abajo del trofoblasto y rodeando la 

cavidad del blastocele y a bajas concentraciones se 

localiza alrededor del cono ectoplacentario y en la 

masa celular interna. En cultivos en presencia de 

suero la fibronectina no se detecta 

inmunohistoqu1micamente. 

9). La fibronectina posiblemente sea uno de los factores 

séricos que contribuyen a la adhesión y extensión del 

trofoblasto in vitre. 
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