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I. RESUMEN
Betancourt alonso Miguel Angel. Las citocinas y su relevancia en la implantacion
embrionaria en tres mamiferos de laboratorio (Oryctolagus cuniculus, Rattus
norvegicus, Mus musculus) (Bajo la asesoria de Mario Pérez Martinez y Fernando
Ivan Flores Pérez).
En la presente revision se abordan diferentes aspectos relacionados con la
participacion funcional de las citocinas en la implantacion embrionaria en 3
mamiferos de laboratorio; coneja, la rata y el ratén.
La produccién de citocinas y factores del crecimiento en los diferentes tejidos
uterinos durante la gestacion temprana, da como resultado la existencia de una
red compleja de comunicaciones en diferentes poblaciones celulares uterinas
entre si y con el embrién, la expresion de estas moléculas esta sujeta a suvezala
regulacion endocrina por parte de las hormonas esteroidales en donde los
estrogenos y la progesterona regulan la expresion genética y la secrecion de
diversas citocinas y factores del crecimiento los cuales, modulan los efectos
hormonales de una manera autécrina y/o paracrina durante el periodo previo y
posterior a la implantacion. Dentro de las citocinas mas estudiadas tenemos al
Factor de Necrosis tumoral (TNF), Factor estimulante de colonias macrofagos-
granulocitos (GM-CSF) y el factor inhibidor de la leucemia (LIF) son
indispensables para la implantacion embrionaria en murinos, mientras que la
Interleucina-6 es en los conejos.
Se espera que en el futuro algunas de ellas, solas o combinadas curen

enfermedades como el SIDA 6 el Cancer.



SUMMARY

In the present review are presented different aspects related with the participation
of cytokine functions in the embryo implantation in three laboratory mammals;
rabbit, rat and mouse.

Cytokine production and growth factors in the different uterine tissues in early
gestation gives as a result a complex net communication in different cell uterine
populations with the embryo, the expression of this molecules are regulated by the
ovarian steroid hormones and they manipulate the genetic expression and the
secretion of several cytokines and growth factors which ones control hormone
effects with an autocrine and paracrine manner in the perimplantational period.
One of the most studied cytokines are Factor Necrosis Tumor (TNF) Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF), Leukemia Inhibitor Factor (LIF)
are indispensable to murine implantation embryos, while interleukin-6 is in rabbits.
It ‘s hoped that in the future, alone or combined may show sinergistic biological

effects but further studies are required.



Il. OBJETIVO

Debido a que la coneja (Oryctolagus cuniculus), la rata (Rattus norvegicus) y el
ratobn (Mus musculus) son especies ampliamente utilizadas como modelos de
experimentacion biomédica, el estudio de las citocinas que intervienen durante el
proceso de implantacién del embrién es de gran relevancia para comprender su
fisiologia reproductiva tomando en cuenta que la informacion existente sobre este
topico hasta el momento es escasa y diversa. Por lo anterior el objetivo de este
estudio recapitulativo es compilar, organizar, analizar y discutir la informacion de
los dltimos 10 afos, relevante en la literatura nacional e internacional, sobre las
citocinas de origen endometrial y su importancia en la implantacion del blastocisto

en la coneja, laratay el raton.



Il. INTRODUCCION

En el inicio de la gestacion se establece un “didlogo” molecular de tipo paracrino
entre el tejido uterino y el embrién; esta comunicacion se lleva a cabo mediante la
secrecion de diversas sefales quimicas que contribuyen al transporte sincrénico

del producto hacia el utero y favorecen el desarrollo embrionario inicial (1).

La reproduccion en los mamiferos representa la forma mas compleja que existe
en la interaccion de genes, esta interaccion requiere de un ambiente seguro
proporcionado por la madre para que el producto sobreviva. Existen 2 formas de
reconocimiento de la madre hacia el embrién; el primero es local, en el cual
intervienen receptores de superficie celular que estan involucrados en el
reconocimiento y la adhesion del blastocisto; en la segunda forma interviene el
sistema inmunolégico en el que existe una comunicacion o “dialogo” a nivel
molecular entra la madre y el embrion para que pueda haber un reconocimiento de

la gestacion (2).

Esta coordinacion involucra la produccion regulada de factores del crecimiento,
citocinas y hormonas producidas tanto por el embrion como por el tejido uterino
materno que pueden tener un origen intrauterino y extrauterino. Los receptores
complementarios para estos factores deben ser expresados de una manera
apropiada por los tejidos para que pueda haber una sefalizacion molecular

adecuada (3, 4,5 y6).



Las citocinas son moléculas de naturaleza proteica que permiten la comunicacion
entre células; estas no son solo secretadas por el embrion, también por los
linfocitos y los macréfagos del oviducto y las células endometriales. Se
caracterizan por transportarse a un blanco especifico y la accion combinada de

estas con otras citocinas generalmente afectan mas de un mecanismo (7).

El incremento en los niveles circulantes de progesterona (Ps) que caracteriza a la
gestacion, modifica en forma notoria el funcionamiento del sistema inmunolégico.
Se ha propuesto que una de las funciones de la P4 ovarica durante la gestacion es

la de inhibir la respuesta inmunologica dirigida contra el feto (8).

Algunos de los cambios moleculares asociados con la receptividad al embrién son
regulados por hormonas esteroidales mientras que otros cambios se dan por la

presencia del blastocisto en la cavidad uterina (9).

Por medio de los receptores especificos, la mayoria de las células uterinas
responden al estimulo de la progesterona y/o estrogenos; en el caso de los
roedores, en el dia 1y 2 de la gestacion, los estrégenos estimulan la proliferacion
celular del epitelio uterino, en el dia 3 la progesterona que proviene del cuerpo
luteo induce la proliferacion celular del estroma el cual se potencializa con los
estrogenos. Por el contrario las células del epitelio detienen su proliferacion por lo

que el utero se encuentra receptivo al blastocisto (10).

A



La implantacion del blastocisto es precedida por un incremento en la
permeabilidad vascular en la pared uterina; esta respuesta edematosa es
confinada a regiones locales del utero, precisamente donde el blastocisto se
adhiere. En los animales de laboratorio se ha sugerido que este incremento en la
permeabilidad vascular es importante en la interaccion entre el utero y el embrion,
por lo que la presencia de las prostaglandinas y de los estrogenos es fundamental

para que el blastocisto pueda implantarse (11).

La respuesta tisular a este evento consiste en transformar a las células
fibroblasticas del estroma uterino y se cree que dichas células transformadas
constituyen una barrera permeable entre el blastocisto y la circulacion materna
(11). Posteriormente las células uterinas del epitelio mueren durante la invasion

del trofoblasto y son fagocitadas por estas mismas células (11 y 12).

Se ha demostrado que en la mayoria de los mamiferos existe un tiempo
restringido durante el ciclo uterino en el que puede ocurrir la implantacién (13), por
lo que una falla en el desarrollo de los eventos anteriores a la implantacion
durante esta “ventana a la receptividad” resulta en alteraciones en la gestacion

(13).

Las celulas del trofoblasto expresan receptores extracelulares que pueden

interactuar con el endometrio (14 y 15).

)



El trofoblasto en particular sintetiza varias hormonas y citocinas que juegan un

papel clave durante el periodo de implantacion (16 y 17).

Las citocinas son proteinas solubles que transmiten sefales de una célula emisora
a otra receptora. Estas células generalmente estan cercanas fisicamente, aunque
no necesariamente unidas. El efecto de las citocinas generalmente es local con
excepcion de algunas de ellas como la interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) y
el factor de necrosis tumoral « (TNFa) que pueden inducir sus efectos a distancia
cuando son producidas en grandes cantidades por células no linfoides (18,19 y

20).

Una de las citocinas mas estudias en el contexto de la implantacion embrionaria
es el TNFa. Se ha informado que en la rata y el ratén la sintesis del TNFa en el
utero se lleva a cabo al momento de la implantacion, y los receptores a esta
molécula han sido detectados en etapa de blastocisto, lo que sugiere una fuerte

influencia del TNFa sobre la implantacién embrionaria (21, 22, 23 y 24).

Otra de las citocinas relevantes en el proceso de implantacion embrionaria es el
Factor Estimulante de Colonias macréfago-granulocitos (GM-CSF). Debido a que
los embriones murinos expresan receptores hacia esta citocina, y que también ha
sido detectado en la placenta, los leucocitos, y las ceélulas endoteliales, se
considera como otra citocina de gran revelancia en la implantacion (25). Asimismo,

se ha mencionado que la interleucina 6 (IL-6) también interviene en la



implantacion embrionaria aunque hasta el momento no se conoce como actua

especificamente (26, 27 y 28).

En el conejo se ha estudiado el papel de los factores de crecimiento sobre el
blastocisto. El factor de crecimiento insulinico (IGF-1 e IGF-2), y el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF-2), se han encontrado en secreciones del
endometrio (29). El FGF-2 existe en abundancia en el dia 7 de la gestacion que es
cuando ocurre la implantacion. El IGF-1 participa en la expansion del blastocisto,
mientras que IGF-2 no tiene efecto alguno sobre este (29 y 30). Otros factores del
crecimiento estudiados ha sido el factor de crecimiento epidermal (EGF); en el que
se ha visto que juega un papel muy importante el sistema “ErbB/EGF” (receptor de
la familia del factor de crecimiento epidermal / factor de crecimiento epidermal)

durante el periodo de la implantacion embrionaria (31).

Las citocinas son moléculas que funcionan como reguladores importantes de la
esteroidogénesis y de la gametogénesis. La evidencia de esta interaccion inmuno-
enddcrina ha sido ampliamente estudiada en el ovario debido a que su anatomia y

vascularizacion permite la migracion de leucocitos dentro y fuera del organo (32).

Las hormonas esteroides gonadales influyen potencialmente sobre la funcion de
las citocinas a tres niveles: pueden alterarlos a nivel transcripcional o
postranscripcional, modulando la expresion del receptor de la citocina, o

alterarando el efecto de red de la citocina en las células blanco (33).



El estudio de la funcién de las citocinas durante la gestacién temprana en los
mamiferos, ofrece un prolifico campo de investigacion en la actualidad. Estas
proteinas de bajo peso molecular participan en el mantenimiento del cuerpo luteo,

en la adhesién fetal, y en la diferenciacion fetal y placentaria (6).

Las técnicas de reproduccion asistida que se utilizan en la actualidad, como la
fertilizacion in vitro y las técnicas de cultivos celulares que se han efectuado en los
ultimos 20 afos han tenido un éxito limitado (34). En este sentido el uso y
manipulacion de las citocinas a nivel local parece ser una estrategia importante en

algunos casos de dificultades reproductivas (35).

El estudio de la biologia de la implantacion ha sido mas ampliamente abordado en
el humano y en el raton; sin embargo la informacion disponible sobre este topico
en el conejo y en la rata es reciente gracias al avance impetuoso de la biologia
celular y molecular, por lo que en la actualidad estas especies ofrecen un campo
muy amplio de interés en el estudio de las citocinas ya que estos modelos
animales de estudio pueden ser considerados como una fuente de informacion
importante para comprender los casos de infertiidad en especies de interés
zootecnico y asi poder conocer profundamente los eventos moleculares que

intervienen en la fijacion del blastocisto al epitelio luminal uterino (5 y 6).



IV. PROCEDIMIENTO

La revision de la literatura mas reciente se llevo a cabo utilizando la base de datos
denominada “Pubmed’, acceso a revistas electronicas del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM que se encuentran en Internet y en el Banco de

Informacién de la Biblioteca de la FMVZ.

Estas bases de datos cuentan con revistas cientificas de circulacion internacional.
La seleccion de la informacion se llevo a cabo revisando, analizando y clasificando
cada uno de los articulos obtenidos, el trabajo final fue dividido en capitulos, en los

cuales dentro de cada capitulo se utilizaron cuadros y diagramas.

Una vez seleccionados se discutieron. Es necesario destacar que la revision
comprendio los articulos existentes en el periodo comprendido entre 1993 y 2003;

asimismo, se utilizaron palabras claves especificas para hacer la revision.

Ademas, en la biblioteca de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM, se llevo a cabo una revision de las tesis de licenciatura y de posgrado que
tengan alguna relacion directa con el tema, para ello se utilizé el sistema
computarizado propio de la biblioteca. Esta revision se efectué con énfasis en las

tesis presentadas los ultimos cinco anos.

A continuacion se mencionan algunas revistas que fueron consultadas para su

analisis en el presente estudio: J. Immunol., Endoc., Rev. Acta Obstet. Gynecol.
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Scand, Theriogenology., Am. J. Vet. Res., Infection and immunity, Vet. Res., Biol.
Reprod., Endocrinology., Laboratory Investigation, J. Anim. Sci., Cell Tissue Res.,
Anim. Reprod. Sci., Placenta., J. Reprod. Immunol., Developmental Biology., Mol

Hum Reprod., Cell Tissue Res.



ANALISIS DE LA

INFORMACION



V. REGULACION ENDOCRINA DE LA IMPLANTACION Y MICROAMBIENTE

UTERINO

Las hormonas ovaricas de tipo esteroidal tienen un papel fundamental durante
la implantacion. La progesterona, es la hormona de la gestacion, ya que es
secretada por el cuerpo luteo y produce cambios durante el estado de gestacion,
como: estimular la hipertrofia de las glandulas endometriales; estimular el
crecimiento alveolar de la glandula mamaria; favorecer la actividad secretoria de el
oviducto y de las glandulas endometriales; disminuir las contracciones uterinas y

regular la secrecion de gonadotropinas, entre otras funciones (36).

La progesterona es un progestageno natural secretado por las células luteas del
cuerpo amarillo, la placenta y las glandulas suprarrenales; esta es transportada
en la sangre por una globulina de union al igual que los estrégenos. La secrecion
de progesterona es estimulada por la Hormona Luteinizante (LH), principalmente

(37).

Desde el punto de vista fisiolégico se considera que la progesterona es una
hormona que tiene una funciéon antagonista a los estrégenos; ademas la
progesterona reduce la accion de los estrogenos de inducir el crecimiento del
epitelio uterino, lo que resulta en una disminucion en el niumero de receptores
hacia los estrogenos; dichas reducciones en el niumero de receptores han sido
correlacionadas con una reduccion de la sensibilidad del utero hacia el estradiol

(12).



En el raton adulto, los estrogenos estimulan la proliferacion de células del epitelio
uterino; este proceso en el estroma requiere tanto de progesterona como de
estrogenos. En el dia 1 y 2 de la gestacion, los estrogenos estimulan la
proliferacion de las células epiteliales. En el dia 3; la progesterona que es
secretada por un cuerpo luteo induce la proliferacion de las células del estroma,
las que son potencializadas por la preimplantacion. En el dia 4, las células

epiteliales detienen su crecimiento y se inicia la diferenciacion de estas (38).

Se han hecho estudios por describir el efecto de un inhibidor de los receptores de
progesterona en el citosol de la placenta de la rata. Este inhibidor es una
macromolécula que reduce la afinidad de los receptores de progesterona, y su
actividad inhibitoria en el citosol del trofoblasto es mayor en los dias 9 y 12 de

gestacion y poco a poco va declinando (12 y 36).

Se ha demostrado que la concentracion plasmatica de progesterona a conejas

pseudogestantes decrece rapidamente (Figura 1) (30).

En algunas especies el blastocisto induce una serie de cambios en el endometrio,
que en conjunto se conocen como reaccion decidual; esta se basa en el aumento
de la permeabilidad de los capilares uterinos con extravasacion de liquido y
macromoléculas, las ceélulas adquieren gran tamano por la acumulacion de
glucogeno vy lipidos, y posteriormente proliferan. Cuando el embrion se implanta
establece una posicion fija y establece contacto fisico con el érgano materno. este

es uno de los procesos mas criticos durante la gestacion; debido a que se puede



dar solo cuando hay una sincronizacion entre el embrion y el endometrio. En los
roedores la anidacion es de tipo hemocorial, por lo que hay un contacto intimo
entre el embrion y la sangre materna; este se realiza entre las células
trofoblasticas y la porcion del epitelio endometrial préximo a los capilares para

que se produzca una interdigitacion intima entre ambos tipos celulares (39).

El crecimiento y la funcion del utero es dependiente de la regulacion de la
proliferacion y diferenciacion de sus componentes celulares. Los estrogenos se
asocian generalmente con la proliferacion celular en el atero, mientras que la
progesterona promueve la diferenciacion celular; estos eventos son mediados a su
vez por factores del crecimiento ya que la progesterona regula la expresion de
estos factores asi como sus receptores; algunos de estos factores son el factor de
crecimiento epidermal dependiente de heparina (HB-EGF), factor de crecimiento
similar a la insulina-1 (IGF-1), factor de necrosis tumoral o (TNF-a), factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) este ultimo en el caso de la rata se ha
observado que puede ser regulado tanto por los estrogenos como por la

progesterona (5, 6 y 8).
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VI. HISTOLOGIA GENERAL DEL APARATO REPRODUCTOR FEMENINO

En términos generales el aparato reproductor femenino de los mamiferos
domésticos esta compuesto por: ovarios; tubas uterinas; Utero; cérvix; vagina;

vestibulo y vulva.

El tamano de los ovarios y su composicion varia de acuerdo al estado fisiologico
de la hembra. De esta manera, en las conejas en estro hay una menor cantidad de
tejido intersticial formada por celulas pequefas; en las hembras gestantes
aumenta el volumen de la glandula intersticial y sus células son mas grandes

(40,41, 42 y 43).

Las tubas uterinas son estructuras bilaterales especializadas en transportar a los
gametos femeninos y masculinos; estas se dividen anatémicamente en
infundibulo, ampula e istmo y la fecundacion ocurre dentro de ellas.
Histologicamente se componen de un epitelio de tipo cilindrico simple o
pseudoestratificado con cilios moviles en la mayoria de las células. Los cilios
ayudan al movimiento del 6vulo a lo largo de la tunica mucosa plegada; la
ciliogénesis se debe a una respuesta de las altas concentraciones de estrogenos.
La lamina propia submucosa de las tubas esta formada de tejido conjuntivo laxo
en donde existe una cantidad abundante de células plasmaticas, mastocitos y
eosinodfilos; la tunica mucosa del ampula presenta muchos pliegues. La tunica

serosa es tipica y posee una cantidad abundante de vasos sanguineos que



forman una capa vascular, estos forman los plexos vasculares subepiteliales y

proliferan durante la gestacion (44 y 45).

Desde el punto de vista fisiologico, el infundibulo capta los ovocitos expulsados del
ovario, este contiene unas proyecciones llamadas fimbrias, para que en el
momento de la ovulacion los vasos sanguineos de las fimbrias se encuentren
repletos de sangre y estas fimbrias que se encuentran turgentes puedan moverse
por encima de la superficie del ovario como resultado de las contracciones
ritmicas de las células musculares lisas; al mismo tiempo, los cilios transportan al
ovocito hacia el ampula. En el ampula se lleva a cabo la fecundacion; esta impulsa
al huevo mediante la actividad ciliar, aunque en algunas especies tambiéen
interviene la contractibilidad muscular. La direccién de las contracciones del istmo
varia de acuerdo con la fase del ciclo estral; por ejemplo en la fase folicular, las
contracciones antiperistalticas tienen una tendencia a mover los contenidos
luminales hacia el istmo, mientras que en la fase lutea las contraciones

segmentales dirigen al huevo hacia el ttero (46).

El utero es el sitio en el que ocurre la implantacién del embrion; este 6rgano
presenta 3 capas histologicas: a) el endometrio es la tinica mucosa y su lamina
epitelial esta compuesta de un epitelio cilindrico simple. Las glandulas uterinas
son simples o tubulares ramificadas. Los productos secretados por el epitelio

glandular y de revestimiento, incluyen moco, lipidos, glucogeno y proteinas (47).



Las glandulas uterinas se extienden hacia la lamina propia submucosa, esta
lamina es de tejido conjuntivo laxo hiperplasico en su superficie con abundantes
neutréfilos y mononucleares; b) el miometrio es la tunica muscular que consta de
una gruesa capa interna que es en su gran parte circular, y una capa longitudinal
externa que va aumentando en nimero y tamafio durante la gestacion, y c) el
perimetrio es la tunica serosa que consta de tejido conectivo laxo recubierto de
mesotelio peritoneal. Las modificaciones ciclicas del endometrio durante el ciclo
estral estan reguladas por el eje hipotalamo-hipofisis-gonada que esta a su vez se
encuentra modulada por factores ambientales y factores neuroendocrinos internos.
El proestro que es el periodo de maduracion del foliculo y aumenta la proliferacion
endometrial, los niveles de progesterona decrecen para permitir la liberacion de la
FSH. El aumento de los niveles de estrégenos conducen al estro que es el periodo
de receptividad sexual en el cual ocurre la ovulacion en la mayoria de las
especies. La ovulacion es precedida por una elevacion de la LH, al final de esta

etapa los niveles de estrogenos descienden (46 y 47).

El metaestro es un periodo en el que ocurre el desarrollo del cuerpo liteo y se
inicia la secrecion de progesterona. El diestro es la fase en la que el cuerpo luteo
esta activo, aqui tiene una influencia muy grande la progesterona sobre las
estructuras sexuales accesorias; en esta fase la hiperplasia glandular esta en su
maxima expresion y secrecion; aunque al final de esta etapa inicia la involucion del
cuerpo luteo asi como la involucion endometrial, incluyendo la regresion glandular

(46).



El cuello uterino de la coneja tiene plieges ciegos que sirven como reservorio ya
que los espermatozoides quedan alojados temporalmente en este sitio. El cuello
uterino es una valvula que su funcién es cerrar la luz uterina desde la vagina, tiene
una pared muscular gruesa rica en fibras elasticas. El epitelio de esta estructura
en la mayoria de las especies es cilindrico con muchas células productoras de
moco, que sirve para formar el tapon cervical durante la gestacion. La tunica

serosa del cuello uterino se forma de tejido conjuntivo laxo (44 y 48).

La vagina es una estructura tubo muscular que se extiende desde el cuello hasta
el vestibulo. La gran cantidad de moco vaginal que aparece en el estro se origina
principalmente del cuello. En la coneja la vagina presenta cambios ciclicos que
son utilizados como indicadores de actividad reproductiva controlada por las
hormonas sexuales circulantes. A medida que aumentan las concentraciones de
estrogenos se hace mas grueso el epitelio escamoso estratificado de la vagina

(45).

Los dos tercios anteriores de la vagina presentan un epitelio de tipo columnar
simple, similar al del cervix, mientras que el tercio posterior de la vagina esta
limitado por una mucosa con epitelio estratificado. Estudios de microscopia
electronica han demostrado que este epitelio columnar esta constituido por 2 tipos
celulares: ceélulas ciliadas que son mas abundantes hacia el ectocervix y van
disminuyendo progresivamente hasta desaparecer hacia la union escamoso-
columnar, mientras que el segundo tipo, son células con microvellosidades, las

cuales aumentan en la misma direccion (47).
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El liquido vaginal esta compuesto por una mezcla de secreciones de las glandulas
sebaceas y sudoriparas, liquidos del oviducto y del endometrio y células
exfoliadas del epitelio vaginal, junto con moco cervical y plasma seminal,
constituyendo una compleja interaccion que constituye un sistema de
amortiguacion para proteger a los espermatozoides mientras son transportados

por los micelios del moco cervical (48).

En el caso de la rata, se han realizado estudios sobre los cambios ciclicos
ocurridos en el epitelio de la mucosa vaginal, que consisten principalmente en la
presencia de queratina o de mucinas, asi como de microvellosidades en la

superficie de las células dependientes de estrogenos o de progesterona (36).



VIl. EL PROCESO DE SEGMENTACION Y MIGRACION DEL EMBRION

La segmentacion es la etapa del desarrollo embrionario que sigue de la
fecundacion; que se caracteriza por presentar una serie de divisiones mitoticas;

esta fase concluye cuando el producto alcanza la etapa de blastocisto (11).

La fase de segmentacion es un proceso de integracion y reorganizacion de las
células que se van a denominar blastomeros y van aumentando en numero.

Durante esta fase se forma un conglomerado celular denominado morula (11).

Después de la formacién de esta estructura es posible detectar 2 grupos de
blastémeros: uno dispuesto hacia la parte central conocido como embrioblasto y
otro dispuesto alrededor llamado trofoblasto; por lo que el embrioblasto dara
origen a los tejidos que forman al embrion y el trofoblasto dara origen a los tejidos
que formaran la porcion central de la placenta (50). Una vez que la moérula es
diferenciada alcanza el lumen uterino que se encuentra lleno de un liquido uterino
que se conoce como embriotrofo o “leche uterina”; este liquido empieza a penetrar
a la morula para formar pequenas lagunas o espacios entre los blastomeros que
van a formar una cavidad en la que es posible distinguir el embrioblasto del
trofoblasto; cuando esto ocurre el producto adquiere un aspecto de vesicula que

recibe el nombre de blastocisto (49 y 50).

Después de que ocurren estos eventos las células que forman el embrioblasto

empiezan a diferenciarse y multiplicarse dando lugar a las hojas blastodérmicas; a



este proceso se le conoce como gastrulacion en el cual se van a originar todos los
organos y tejidos del embrién. Este proceso se inicia cuando el embrioblasto pasa
de ser un conglomerado celular a un disco formado por dos capas de células; una
que se orienta al exterior llamada ectodermo y la otra mas interna conocida como
endodermo; dichas hojas se conocen con el nombre de hojas blastodérmicas y se

dice que el embrion se encuentra en una etapa de disco bilaminar (50).

Este disco empieza a alargarse debido a la diferenciacion y multiplicacion de
células del ectodermo las cuales mas adelante van a formar el surco primitivo. En
su extremo contrario va a presentar un abultamiento llamado nodo primitivo. Este
nuevo grupo de células de origen ectodérmico constituye la tercera hoja
blastodermica denominada mesodermo; cuando esto ocurre, se dice que el

embrion ha entrado en la etapa de disco trilaminar (11).

La segmentacion involucra a todo el embrion, y la migracion celular debe estar
muy coordinada con otros movimientos que ocurren de manera simultanea;
aunque los patrones de la segmentacion varian enormemente entre las especies
animales, pueden tener algunos mecanismos en comun relacionados como los

que se mencionaron con anterioridad.

En investigaciones recientes se ha obtenido mas informaciéon sobre los
mecanismos que intervienen en la segmentacion del embrion, en los mamiferos
este mecanismo funciona de la siguiente manera; la primera segregacion de

células se encuentra involucrada en la formacion del hipoblasto esta células



separadas de las demas células dan origen al saco del endodermo. Los restos de
las células que se encuentran sobre el hipoblasto ahora formaran el epiblasto. Las
células del epiblasto se van separando para formar el amnios; una vez que esto
ocurre y la linea del amnios esta completa, se empieza a llenar con una secrecion
llamada liquido amniético, el cual sirve como amortiguador para que el embrion se
pueda desarrollar de manera favorable y también prevenir su desecacion (11 y

50).

Las celulas del mesodermo y el endodermo migran a través del saco primitivo, al
momento que entran a este, las células del epiblasto dejan de expresar la E-
cadherina que mantiene a las células juntas, y empiezan a migrar como células
individuales, lo cual origina a la notocorda; en el raton se cree que estas células se
encuentran integradas dentro del endodermo. Estas células pueden ser vistas
como una pequefia banda de células ciliadas extendidas rostraimente del nodo de

Hensen (49).

Mientras que las células del epiblasto siguen haciendo su funcion, las células que
se encuentran fuera del embrién empiezan a actuar sobre los tejidos que van a
hacer que el embrion sobreviva en el Gtero materno. Aunque las células del
trofoblasto inicial del raton aparecen de formal normal, estas dan crecimiento a
una poblacion de células en las cuales empieza a ocurrir una division nuclear en
ausencia de citocinesis. La etapa inicial de las células del trofoblasto constituyen
una estructura conocida como citotrofoblasto, mientras que las células

multinucleadas forman el sincitiotrofoblasto (51).



El citotrofoblasto se adhiere al endometrio por medio de una comunicacién que
existe a nivel molecular entre la madre y el embrion. El sincitiotrofoblasto se
piensa que ayuda a la progresion del embrion dentro del utero, durante la
segmentacion  del embrion podemos observar que existen una serie de
movimientos coordinados de las diferentes células que intervienen en este

proceso (50).

En las etapas tempranas del desarrollo del blastocisto en el ratén, el
trofoectodermo representa la mayor parte del futuro conceptus (70-80% de las
células). La fijacion del blastocisto a la pared del endometrio se inicia cuando el
trofoblasto empieza a invadir a este. La implantacion del blastocisto se lleva a
cabo de manera profunda en las criptas endometriales, en esta etapa temprana, el
saco vitelino empieza a formar una porcién bastante dominante sobre los tejidos
del embrion; mas tarde este saco vitelino se invierte totalmente, asi que su epitelio
hace presion contra la mucosa endometrial en el domo de la cavidad.
Recientemente se ha visto que el fibrinbgeno es esencial para el éxito de la
fijacion del blastocisto y para el mantenimiento de la placentacion; los ratones

deficientes de fibrinégeno simplemente abortan el producto (52).

En esta etapa el disco placentario yace sobre el lado opuesto del utero
(mesometrio); aunque no hay saco alantoico en los ratones, algunos de los tejidos
iniciales del alantoico proveen para la formacion del cordén umbilical. El proceso
de fusion aparentemente es altamente regulado a traves de las atracciones de la

adhesion de la molécula VCAM-1 en el alantoides y la molécula 4-integrina en el
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corion. Después de esta fusion la barrera que quedaba en estas dos membranas

se rompe (51).

En el caso del raton, la primera sefial de que se ha llevado a cabo la implantacion
es un aumento en la permeabilidad vascular del ttero en el sitio de aposicion del
trofoblasto; esto se debe a la reaccion que existe entre el blastocisto y el epitelio
uterino. Este evento es precedido por un edema generalizado a nivel del utero;
después de esta reaccion de contacto entre el blastocisto y el epitelio del utero, las
mismas células epiteliales empiezan a presentar apoptosis, mientras que las
células del estroma empiezan a presentar una extensiva proliferacion y

diferenciacion (decidualizacion) (Cuadro 1) (Figura 2) (10).

En el caso de la rata la implantacion inicial es antimesometrial y el desarrollo
temprano es similar al del ratén como ya se mencioné anteriormente. El évulo
fertilizado llega al utero en forma de blastocisto en el dia 3-4, este es ayudado por
contracciones uterinas; alrededor del dia 8 un cono preplacentario que se origina
de la proliferacion del trofoblasto se desarrolla del lado opuesto donde se di6 la
implantacion en su periferia; las células gigantes del trofoblasto empiezan a
participar en la decidualizacion y presentan una actividad fagocitica. Como en el
ratén, un cono ectoplacentario se desarrolla en un espacio endometrial y se
desarrolla una zona de celulas gigantes en la periferica del trofoblasto.

Esto es seguido por una involucion de los vasos alantoicos y células que forman

el laberinto del disco placentario. La zona de células gigantes es sustituida con
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celulas de decidualizacion y desplazada por el laberinto mesometrial (Cuadro 1)

(Figura 2) (53).

En el caso de los conejos la implantacion se da alrededor del dia 7-8 post-coito; el
embrién ingresa al utero después de 72 a 75 horas post-coito, la formacion del
blastocele ocurre 72-96 horas post-coito y a partir del dia 4 al dia 7 el blastocisto
expande su diametro (36). En esta especie se puede observar que la adhesion
del blastocisto a los apices de las células epiteliales en las que el trofoblasto va a
incluir al sincitiotrofoblasto, primero adhiriéndose a la parte apical de las células

epiteliales y después se fusiona con estas (Cuadro 1) (Figura 2) (10).

Para que todos estos eventos tengan éxito es necesario una comunicacion a nivel
molecular en la cual estan involucradas factores del crecimiento, citocinas, y
hormonas producidas tanto por el embrion o por la madre; inclusive por tejidos
extrauterinos; también los componentes de la superficie celular deben ser
totalmente disponible para poder llevar a cabo estos mecanismos a nivel celular.
Los factores del crecimiento como el factor de crecimiento transformante o (TGF-
a), factor de crecimiento epidermal dependiente de heparina (HB-EGF),
amphiregulina (Ar) son solo algunos de los factores del crecimiento que ayudan
todos estos procesos de segmentacion y gastrulacion (10). En la ausencia de un
embrién, el utero experimentara una serie de cambios predecibles lo que lleva a

las células a un proceso de apoptosis (10).



Cuadro 1. CRONOLOGIA BASICA DE LOS EVENTOS DE SEGMENTACION E

IMPLANTACION EN 3 ESPECIES

[ Especie Morula Blastocisto

RATA 4° dia* 4° dia+

RATONA 4° dia+ 5° dia

CONEJA 3° dia* 3° dia+
|

Entrada al utero Implantacion
2°-3° dia 5° dia+
3 V2 dia 5% dia+
3°dia 7° dia*

*manana del dia sefalado
+ tarde del dia sefnalado
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Fig 2. ESTRATEGIAS DE IMPLANTACION.

ROEDORES (A). La penetracion en el epitelio uterino es acompanada por las
células del trofoblasto induciendo apoptosis sobre este.

CONEJO (B). El trofoblasto se fusiona con el epitelio uterino.

(En) Endodermo., (T) Trofoblasto., (Ep) Epitelio uterino., (D) Células deciduales.

Modificado de Carson, (10)



VIIl. ;QUE SON LAS CITOCINAS?

En la respuesta inmunolégica estdn involucradas células linfoides, células
inflamatorias y células hematopoyéticas. Hasta el momento se sabe que un gran
namero de funciones que cumplen estas ceélulas estan mediadas por un grupo de
proteinas conocidas como citocinas, las cuales tienen un papel importante en la
comunicacion paracrina. Las citocinas son proteinas o glicoproteinas de bajo
peso molecular, las cuales regulan el desarrollo de la respuesta inmune y algunas
otras tienen efecto sobre ellas mismas. Las citocinas son el mensajero del
sistema inmune; y a diferencia de las hormonas, éstas generalmente actian a

nivel local (54).

Anteriormente era comn cuando se referian a las citocinas que se les asignara el nombre
dependiendo de las células que las secretaban, por ejemplo las producidas por linfocitos
tenian el nombre de linfocinas, y aquellas secretadas por monocitos o macréfagos eran
monocinas. En términos generales, actualmente se clasifican de la siguiente manera:
Interleucinas: son citocinas que regulan la interaccion entre linfocitos y leucocitos;
Interferones: son sintetizados en la respuesta a una infeccion viral, Factores de Necrosis
Tumorales: son derivadas de macrofagos y células T, y producen muerte celular
programada aunque en algunas esta no es su funcién primaria: Factores de crecimiento:
varias citocinas tienen esta funcion, de estimular el crecimiento celular y Quimiocinas: son
una familia de pequefias proteinas que tienen un papel muy importante en la inflamacion

(55).



Las propiedades generales de las citocinas son las siguientes:
1. Su sintesis se origina por la transcripcion de nuevos genes como resultado
de la activacién celular (56).
2. Son moléculas pleiotropicas, es decir que tienen la habilidad de actuar
sobre diferentes tipos de células (56).
3. Tienen la capacidad de estimular la sintesis de otras citocinas (56).
4. Pueden actuar de manera local o sistémica; aunque es mas comun de
manera local (56).
5. Sus receptores son altamente especificos (56).
Las citocinas tienen un peso molecular menor a los 30 kDa y se clasifican en 4
grupos dependiendo de su estructura. La familia mas grande es la del grupo 1 que
incluye la IL-2, IL-3, IL4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-11, IL-13, G-CSF, M-CSF,
GM-CSF, y los interferones; todas estas moléculas estan caracterizadas por tener
una estructura de 4 a-helices. Otro grupo lo constituyen los factores de necrosis
tumorales,IL-1 y TGF-3 que pertenecen al grupo 2 Yy que se caracterizan por
tener una cadena larga. El grupo 3 son proteinas pequefias que se caracterizan
tanto por tener a-helices como cadenas largas dentro de las cuales se encuentran
las quimiocinas. El grupo 4 tiene estructuras en mosaico y diferentes mezclas de

otras estructuras, la IL-12 pertenece a esta grupo (55).

Desde el punto de vista de su funcion biologica las citocinas se clasifican en:
1. Mediadores y reguladores de la inmunidad innata, y estas citocinas son las

siguientes: Factor de Necrosis Tumoral, Interleucina 1, Quimiocinas,



Interleucina-12, Interferon tipo 1, Interleucina-10, Interleucina-6,

Interleucina-15, Interleucina-18 (Cuadro 2).

Mediadores y reguladores de la inmunidad de adaptacién, en las cuales
estan las siguientes citocinas: Interleucina-2, Interleucina-4, Interleucina-5,
Interferén-y, Factor transformante de crecimiento-f3, linfotoxina, Interleucina-

13 (Cuadro 3)

. Estimuladores de la hematopoyesis son los siguientes: Interleucina-7,
Interleucina-3, Factor estimulador de colonias de Granulocitos-macréfagos,
Factor estimulador de colonias de Macraofagos, Factor estimulador de

colonias de Granulocitos (Cuadro 4).
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Cuadro 2. RESUMEN DE LOS MEDIADORES Y REGULADORES DE LA
INMUNIDAD INNATA

CITOCINA FUENTE CELULAS BLANCO

Factor de I fagos, células T “células endotehal on de la inflamacion

Interleucna-| (IL-1)

Qumincinas

Interleucina-12 (1L-12)

Interteron npo | (IFN-ax, IFN-f)

MHC | y activa-

Interieucina- 10 (1L-10)

Interleucina-6 (1L.-6)

Interleucina-15 (IL-15)

Interlcucna-18 (1L-18)

macrofagos,células endotehales y

algunas células epiehales

fagos, células endotelial
Células T, fibroblastos v plaguetas
macrofagos vy células dendriticas

[FN-a macrofagos

IFN-f fibroblastos

macrofagos v células TH2

macrofagos, células endotehales v
Células T
macrofagos

macrofagos

células endotehales: activacion de la inflamacion

Leucocnos acuvacion de la quimiotaixs

Células NK v celulas T diferenciacion de Thl

incrementan la expresion de células

cion de celulas NK
macrofagos inhibe la produccion de 1L-12, estimula
Células MHC 11

celulas B proliferacion de acticuerpos

proliferacion de células NK y células T

celulas NK y celulas T sintesis [FN-y

s
lad

Modificado de Tizard, 2000, (55)




Cuadro 3. RESUMEN DE LOS MEDIADORES Y REGULADORES DE

INMUNIDAD DE ADAPTACION

CITOCINA

FUENTE

CELULAS BLANCO

Interleucina-2 (1L-2)

Interleucina-4 (1L-4)

Interleucina-35 {11.-5)

Interferon-y { IFN-y)

células T

Células Th2

células TH2

células Thl v células NK

Factor transformante de crecimiento-f células T y macrofagos

(TGF-fi)

linfotoxina (LT)

interleucna- 13 (1L-13)

celulas T

células Th2

celulas 'f_}»&mm.}m_ incremento de la sintesis

De citocinas, apoptosis

Celulas NK - actvacion y prohieracion
Células B probiferacion v sintesis de anticuerpos
células B 1soforma cambrante a lgk

Células T diferenciacion de Th2

epsmnofilos activacion e incremento de produccion
macrofagos activacion

Celulas endotelmles actvacion

Varas celulas mcremento en la expresion en MHC |
¥ 1l incremento en la presentacion de antigenos a
Celulas T

celulas T inhibiwion de la proliferacion

células B nhibicion de la proliferacion y produccion
de [gA

macrofagos inhibition

reclutamiento v activacion de neutrofilos y
organogenesis lintoide

nhibicion de la sctivacion de macrofagos

Modificado de Tizard,2000, (55)




Cuadro 4. RESUMEN DE LOS ESTIMULADORES DE LA HEMATOPOYESIS

CITOCINA FUENTE CELULAS BLANCO
Interleucina-7 (IL-7) médula osea linfocitos By T
Interleucina-3 (1L-3) células T todas
Factor esumulador de colonias de  células T, dfagos.células endotehiales  granulocitos y monocitos, activacion de
Granuloeitos-macrofagos fibroblastos macrofagos
CSF(GM-CSF)
j Factor esumulador de colomias de macrofagos, células endotehales, MOnoCios
: Muacrofagos CSF (M-CSF) medula osea v fibroblastos
Factor estimulador de colomas de macrofagos, fibroblastos v granulocitos
Granulocitos CSF (G-CSF) células endoteliales

Modificado de Tizard,2000, (55)



Como se menciond anteriormente, las citocinas actuan como un mensajero
intercelular que provoca actividades biologicas particulares después de llevar su
mensaje a una célula blanco. Las fuentes principales de produccion de citocinas
son las células T y los macrofagos, las cuales al ser liberadas activan una amplia
red de trabajo de interaccion celular. Aunque el sistema inmune responde a
antigenos especificos, este también incluye la produccion de citocinas. Los
receptores de las citocinas tienen una estructura diversa, pero la mayoria
pertenece a una de las cinco familias de receptores y son: la superfamilia de
receptores a inmunoglobulinas, la familia de receptores de citocinas clase |
(también conocidas como familia de receptores a hemopoyetinas), la familia de
receptores de citocinas clase Il (conocida como familia de receptores de
interferon), la familia de receptores de TNF y por ultimo la familia de receptores a
quimiocinas. La mayoria de los receptores de las citocinas pertenecen a la primera
familia, las cuales han conservado la secuencia de aminoacidos en el domino
extracelular que consiste en 4 residuos de cisteina (CCCC) y conserva una
secuencia de triptofano - serina - ( cualquier aminoacido)-triptofano-serina
(WSXWS, donde X es el aminoacido que no es constante). Los receptores de
clase | son para todas las citocinas clasificadas como hemopoyetinas, las de clase
Il poseen CCCC aunque solo los 3 interferones, a, (3 y y fueron propuestos para
ser ligandos de estos receptores aunque estudios recientes muestran que la IL-10

también pertenece a este grupo (Figura 3) (54).

Los receptores a TNF pertenecen a la familia de receptores que conservan los

dominios extracelulares con cisteina, estos receptores activan la asociacion



intercelular de las proteinas que induce la apoptosis o estimula la expresion de
genes o ambas. Por ultimo tenemos siete receptores transmembranales a-
helicoidales los cuales también son llamados receptores serpentina, por que sus
dominios transmembranales aparecen en forma de serpiente; esta clase de

receptores son sensibles a las quimiocinas (Figura 3) (56).



Fig 3. ESQUEMA DE LA ESTRUCTURA GENERAL DE LOS RECEPTORES A

Receptores de citocmas
Tigier |

I1L-2,0L-3, 114, IL-5,1L-6
IL-7IL-9 0L 1L IL-12.1L-13
IL-15.GM-CSF. G-CSF
Hormona del crecimiento,
Prolactina

LAS CITOCINAS

Receptores de citocinas Receptores TNF Recepores de superfamilia de Siete receplores
Lipo 11 nmunoglobubings w-helicondales

IFN-a by ]L-10 TNF-a IL-1, M-CSF factor de CQuimiocinas
células madre

Modificado de Abbas 2000, (56)



En resumen, podemos decir que las citocinas tienen funciones muy variadas de
las cuales dependen por ejemplo la defensa del hospedero contra agentes
patogenos, también regulan la manera en que se va a dar la respuesta inmune en
cuanto al crecimiento y diferenciaciéon de linfocitos; finalmente las citocinas
proveen los mecanismos para que los linfocitos especificos actien sobre un
antigeno determinado y puedan eliminar a este. La produccion excesiva de
citocinas también puede ocasionar problemas; por lo que pueden modificar
gravemente funciones biolégicas como son la respuesta inmune y la respuesta a

la inflamacion (57 y 58).



IX. LA RED DE CITOCINAS ENDOMETRIALES

La decidualizacion es el proceso por el cual los fibroblastos se empiezan a
diferenciar transformandose en células deciduales de forma alargada que
eventualmente formaran los componentes de la placenta; en roedores, la
decidualizacién comienza en el endometrio en respuesta a la implantacion del
blastocisto; este evento solo ocurre durante un periodo especifico de tiempo en la
gestacion y pseudogestacion o en animales ovariectomizados siempre y cuando
el utero haya sido sensibilizado previamente mediante un tratamiento hormonal

basado en la combinacion Progesterona-estrogenos (59).

Los cambios que ocurren durante la decidualizacion e implantacion embrionaria
incluyen la proliferacion celular, diferenciacion y reorganizacion de la matriz
extracelular; y el reclutamiento de células de la médula 6sea. A estos eventos se

les ha atribuido un parecido con la respuesta inflamatoria (12).

En el caso de los roedores cuando el semen llega a la vagina y al Gtero se inicia
una respuesta inflamatoria clasica (60). Los leucocitos polimorfonucleares que
provienen de la sangre migran a través del endometrio para poder alcanzar la luz
uterina (60). Esta respuesta granulocitica temprana también incluye a los
macrofagos, células cebadas y linfocitos que se van infiltrando. En el raton las
ceélulas fagociticas eliminan el semen en los dias 1 y 2 de gestacién (se considera

como dia 1 la presencia del tapon vaginal post-coito) (3).
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En la busqueda de los sitios de sintesis de citocinas en el endometrio, se han
empleado diferentes modelos biologicos en mamiferos. Los resultados sefalan
que entre las moléculas sintetizadas en el epitelio uterino se encuentran: el factor
estimulador de colonias de Macrofagos-Granulocitos (GM-CSF), el factor de
necrosis tumoral o (TNF «), el factor de crecimiento transformante B (TGFp), la
Interleucina-1 (IL-1), la interleucina-6 (IL-8) y el Factor inhibidor de la leucemia

(LIF) (Cuadro 5) (3).
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Cuadro 5. EXPRESION DE CITOCINAS Y FACTORES DE CRECIMIENTO POR

DIFERENTES TEJIDOS UTERINOS EN LA PRENEZ TEMPARANA EN

MURINOS

| Citocina/factor

De crecimiento

CSF

GM-CSF
IL-lalfa e IL-1beta
IL-6

INF alfa

| LIF

TGF-alfa

TGF-betal
TGF-beta2
TGF-beta3

1GEF-1

Tejido

epiteho luminal y glandular
epitehio luminal v glandular
macrofagos v endoteho
epiteho luminal v glandular
epitelio luminal, glandular
Estroma v decidua
epitelio glandular
Epitelo glandular, luminal
Leucios estromales
Estroma
Epitelio luminal y decwdua
Embnion
epiteho luminal y glandular
Decidua

landular, luminal, 10

epitehio
Decidua

miometrio

Embrion

epiteho luminal y glandular
Estroma

Miometrio

Decdua v blastocisto

dia ;Jc_prcﬁcz

1-15(14,15)*
1. 1o
(4-5)*

1. 10

b

7.8

5-8(7.8)
5.6
14

4.8

*mayor porduccion
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS CITOCINAS QUE PARTICIPAN EN

LA IMPLANTACION

La IL-1, IL-6 junto con el TNFa constituyen un grupo de moléculas que se
consideran como proinflamatorias y estimulan la proliferacion, diferenciacion vy
apoptosis. En el caso del raton hembra los RNAm de IL-1a y B, asi como las
proteinas bioactivas uterinas en la etapa de pre-implantacion se elevan en el dia 3
de prefiez con un pico entre los dias 4 y 5, y es en el quinto dia cuando se inicia la
implantacion del blastocisto (61). En la prefiez del raton hembra la actividad
maxima de IL-6 se identifica en los dias 5 y 6, situacion que es paralela a la
neovascularizacion de las prolongaciones de los vasos sanguineos en la decidua
materna. Por consiguiente es posible que la IL-6 participe como inductor de la

angiogénesis uterina (62).

El Factor Estimulante de Colonias 1 (CSF-1) se ha sefialado como un inductor de
la acumulacion de macrofagos en el dtero; es posible que este factor ademas
active a los macréfagos para que sintetizen IL-1 y el interferon o, el cual puede
actuar directamente sobre las células de la unidad utero-placentaria. En la ratona
prefiada, la sintesis del CSF-1 por el epitelio, es mas de 1000 veces mayor a la
encontrada en hembras no prefiadas (63). Los niveles significativos de este factor
se detectan el dia 3 de prenez, previo a la implantacion. En esta especie, el
receptor para CSF-1 se expresa en la decidua cercana al blastocisto. En el
momento de la implantacion, el RNAm del receptor para CSF-1 se localiza en el

estroma. Por lo anterior podemos deducir que el CSF-1 en el utero es necesario
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para mantener una poblacion normal de macréfagos en el utero los cuales al ser
estimulados por el CSF-1 producen citocinas que actian sobre el trofoblasto y

otras células linfoides en el utero (64, 66 y 67).

Por otro parte el GM-CSF también participa en la regulacion de la proliferacion,
diferenciacion y la actividad funcional de los neutréfilos, macrofagos y eosinofilos.
Esta molécula es sintetizada por las células del epitelio uterino en las fases
tempranas y a la mitad de la gestacion. Los niveles mas elevados del GM-CSF en
el fluido luminal se observan a los pocos minutos después del apareamiento lo que

da como resultado la respuesta inflamatoria post-coito (60 y 65).

La maxima expresion del GM-CSF en el epitelio endometrial en la gestacion
temprana es 24 horas después de la copula y se asocia con la presencia de

poblaciones abundantes de leucocitos en el endometrio (66).

Respecto al factor de crecimiento insulinico-l (IGF-1) y su RNAm, se ha informado
de su presencia en el Utero de la rata el cual es expresado en el epitelio glandular
y luminal cuando se lleva a cabo la implantacion. La funcién de este factor
responde a la accién de las hormonas ovaricas lo que origina cambios potenciales
en el control del mecanismo endocrino y paracrino responsable de los cambios

locales (12).

El IGF-1 es conocido también por la importancia postnatal y prenatal que tienen,

mientras que el IGF-Il promueve el crecimiento fetal y su desarrollo; en el conejo
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esta molécula aumenta sus concentraciones de manera drastica pudiendo
atravesar la placenta e influir directamente en el crecimiento fetal. Los ratones
carentes del gene de IGF-Il muestran un desarrollo muy pobre en cuanto a

tamano y el crecimiento de sus érganos tambien se encuentra alterado (68).

Las concentraciones elevadas de IGF-1 y de insulina afectan la implantacion del
embrion, estas altas concentraciones de insulina inducen la pérdida de sus
receptores en numerosas células; esta citocina y la insulina operan por la via del
receptor IGF-1R el cual tiene un papel vital en la regulacion de la apoptosis. La
apoptosis es un proceso normal en la implantacion embrionaria en humanos y en
roedores ya que su regulacion es esencial para el desarrollo futuro del embridn;
pero una elevada cantidad de IGF-I y de insulina provoca un descontrol en el

proceso de apoptosis llevando a una reabsorcion embrionaria (69).

El factor de crecimiento transformante  (TGF B) presenta cinco isoformas, de las
que tres se han identificado en los mamiferos y 4 son de gran importancia por su
participacién en el crecimiento, diferenciacién y migracién celular, asi como en la
formacion de la matriz extracelular y de moléculas de superficie celular (70). Estas
tres isoformas, se han encontrado en diferentes compartimentos uterinos en el
raton hembra, durante la etapa de previa y posterior a la implantacion (71). La
expresion de la isoforma TGFp-1 ocurre en el epitelio y la decidua, durante el
periodo de peri-implantacion; por otro lado, también se ha detectado este péptido
en la matriz extracelular. La isoforma TGF (-2 se sintetiza en los epitelios luminal y

glandular durante los dias 1 al 4 de prefiez en la rata. En la fase de implantacion
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(dia 5) y de post-implantacién (del dia 6 al 8) este péptido es producido en el
miometrio y la decidua. Por el contrario, el tnico sitio de sintesis del TGF(-3 es el

miometrio (64).

Respecto al TNF «a, éste se sintetiza en el endometrio, y esta confinada su sintesis
al epitelio luminal, las células deciduales y en el trofoblasto placental. En el
conceptus de el raton, el RNAm de este factor esta restringido a las células del
trofoblasto que se encuentran en estrecha relacion a la madre. Por lo anterior se
ha propuesto que el TNF o ejerce una funcion protectora hacia la madre y evita de
alguna manera la invasion excesiva de las células del trofoblasto hacia el interior
del atero. EI TNFa es una de las citocinas que ha sido extensamente estudiada
entre la implantaciéon embrionaria y la receptividad del utero; en los roedores esta
ha sido detectada al momento de la implantacion y su presencia de receptores ha
sido demostrada en el blastocisto, en células del trofoectodermo y células madre
del embrion. Estudios in vitro han demostrado que este factor decrece la
proliferacion celular y la capacidad de diferenciaciéon de células madre del embrion

(21).

Por otra parte el Factor Inhibidor de la Leucemia (LIF), se ha detectado en el utero
del raton hembra en dos picos muy importantes: el primero en el estro, previo a la
ovulacién y el segundo al dia 4 de la prefiez y su localizacion se limita a las
glandulas endometriales. Se ha propuesto que la expresion de esta citocina no
depende de la presencia de embriones viables, ya que también ocurre en el dia 4

en hembras pseudogestantes, lo que indica que su expresion esta bajo control
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materno, posiblemente como una respuesta directa al aumento de estrogenos

circulantes en los dias 3 y 4 de la prefiez (72).

Esto se puede sustentar al analizar la expresion del LIF en el modelo de
implantacion diferida, la cual puede ser inducida experimentalmente si las ratas
prenadas son ovariectomizadas y se les administra progesterona. De esta forma,
los blastocistos se mantienen en estado de “diapausa” libres en la luz uterina por
tiempo indefinido. En este estado, la implantacion puede desencadenarse por la
administracion de estrogenos; solamente después de ello el LIF se expresa. Por
otra parte, en la actualidad existen indicios de que el LIF puede actuar también
sobre el embrién puesto que el trofoectodermo cuenta con los receptores para
esta molécula. Niveles importantes de LIF son expresados en las glandulas
endometriales del raton en el dia 1 de gestacion y empiezan a declinar en el dia 3
de esta etapa, una segunda expresion de este factor es en el dia 4, el cual declina
en el dia 5; al parecer este factor es de vital importancia ya que su carencia no

permite una implantacion exitosa (10).

El factor de crecimiento epidermal (EGF) y sus receptores (ErbBs) regulan el
desarrollo del blastocisto y la diferenciacion e invasividad del trofoblasto de una
manera autécrina, haciendo al blastocisto capaz de penetrar en el epitelio uterino;
en el dia 1 de preimplantacion. La proteina EGF es distribuida en el estroma
uterino y el miometrio a un nivel basal; en el dia 2 el epitelio uterino produce
cantidades muy elevados de EGF; y en el dia 3 el sitio de expresion del EGF

empieza a cambiar del epitelio uterino al estroma; para el dia 4 se localiza ya en
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el estroma, esta distribucién va en correlacion con la proliferacion celular del utero
y es hasta sobre el dia 6-8 en el sitio de la implantacion. EI EGF es localizado en
el polo mesometrial al mismo tiempo que la placenta se va formando y

estableciéndose (73).

La expresion del EGF y sus receptores (ErbBs) en la implantacion embrionaria
sugiere que estos factores del crecimiento sirven como mediadores locales en la
interaccidon embrion-utero durante la implantacion (71). Dentro de la familia del
EGF encontramos al factor de crecimiento transformante « (TGF-a), factor de
crecimiento similar al factor de crecimiento epidermal (HB-EGF), amphiregulina
(Ar), pB-celulina (BTC), epiregulina (Er); estas moléculas son sintetizadas como
proteinas transmembranales las cuales al liberarse se encuentran en una forma
apta para cumplir su funcion, es decir son biolégicamente activas.

Estos ligandos interactian con el receptor de la tirosin-cinasa del erbB, el cual
contiene 4 receptores para este erbB1, erbB2, erbB3 y erbB4 los cuales
comparten una estructura en comun pero en la especificidad de sus ligandos y de
su actividad cinasa, por lo que estos subtipos de receptores con varios ligandos

pueden servir como un mecanismo de comunicacion molecular importante (74).

En los ratones el TGF-a, HB-EGF, Ar, BTC y el Er son expresados en el utero al
momento que se lleva a cabo la implantacion. El TGF-« es expresado en gran
cantidad en el utero del raton en el periodo de la peri-implantacion, sin embargo,
su papel en esta etapa es cuestionable ya que ratones carentes del TGF-« de

manera experimental son aparentemente fértiles; aunque es posible que la
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ausencia del TGF-a es compensada por otros miembros de la familia del EGF. El
Er es inducido en el epitelio uterino en el dia 4, y este parece ser un importante
activador del erbB1 en el atero y en el blastocisto teniendo un papel de

comunicacion intrauterina (75).

El| HB-EGF en apariencia es altamente relevante en el proceso de implantacion ya
que es expresado en el epitelio luminal rodeando al blastocisto de 6 a 7 horas
después del contacto con la pared uterina, esto sugiere que las senales del

blastocisto provocan que el epitelio luminal exprese el HB-EGF (76).

ErbB1 y erbB4 son expresados en el blastocisto de raton interactuando con Er,
BTC y HB-EGF (77). En general la expresion de multiples ligandos y receptores
de la familia del EGF pudiera ser un mecanismo de protecciéon para asegurar la
alta probabilidad de desarrollarse el embrion y poder implantarse en el epitelio

uterino (78).

En los conejos se han detectado senales de EGF, TGF-a y HB-EGF en el epitelio
luminal y glandular en el sexto dia de gestacion; y en el dia 7-8 se expresan el
erbB1, erbB2 y erbB3; estos se encuentran también en animales no gestantes,
pseudogestantes y gestantes lo que implica que tienen un papel en la funcion de
la fisiologia epitelial de estos receptores. En esta especie una vez iniciada la
proliferacién celular del estroma uterino como en otras especies, la decidualizacién
tiene caracteristicas diferentes en cuanto a diferenciacion celular, morfologia y

actividad en los genes, dando como resultado un incremento en la expresion de

49



erbB1, erbB2 y erbB3. Hasta el momento se sabe muy poco de estos factores de
crecimiento en los conejos por lo que esta especie representa un atractivo modelo
diferente a los roedores para el estudio del EGF y sus ligandos en las

interacciones del embrion con la madre durante la implantacion (31).

Una de los factores de crecimiento recientemente estudiado es el factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF) el cual parece ser inducido por el TGF3 y
el EGF (78). En el dia 1.5 a 3.5 de gestacion se localiza en el epitelio luminal y
glandular de una manera similar a un ratéon no gestante; aqui este factor ayuda a
la distribucion de varias estructuras del embrién; mas adelante se va a localizar en
la parte apical de este epitelio en los dias 2.5 a 3.5; aunque este factor disminuye

su concentracion en el dia 4.5 (79).

Por otra parte, el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) se detecta al final de
la etapa de gastrulacion; e interviene en el desarrollo de la placenta, higado y
musculos, se expresa en el mesenquima y su receptor (HGFR) es expresado en el
epitelio; también se ha observado que el HGF se adhiere a las células endoteliales
induciendo su crecimiento por lo que se puede decir que estimula la angiogenesis

en la placenta y estimula el crecimiento del trofoblasto (80).

Por otra parte el interferon-y (IFN-y) que es secretado por las células asesinas
naturales (NK) en el utero, estas celulas son conocidas por ser la poblacion de
linfocitos mas abundante en el utero, en el periodo de gestacion temprana (81 y

82); al parecer el IFN-y interviene en la remodelacion de las arterias de la decidua
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y en el mantenimiento de la integridad de la misma (83). En el raton hay una
importante migracion celular de células NK que se encuentran en contacto con las
arterias de la decidua, en adicién con la angiopoyetina-1 (Ang-1), que es un factor
que se liga a su receptor sobre las células endoteliales y promueve la estabilidad
de los vasos via TGF-f3. La angiopoyetina-2 es el antagonista natural de Ang-1y
puede desestabilizar las arterias; en ratones se ha reportado que las células uNK

producen VEGF que es regulado por el IFN-y (83, 84, 85y 86).

Otra glicoproteina asociada al proceso de implantacion es la haptoglobina la cual
se libera a la sangre ya sea por inflamacion o trauma, esta afecta el sistema
inmunologico al interactuar con linfocitos y en la coneja esta se encuentra

presente al final del sexto dia de gestacién y tiene una actividad angiogénica (87).

Otro factor del crecimiento que interviene en la formacién del mesodermo es el
factor del crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2), que promueve el proceso de
gastrulacion en el dia 6 y 7 de gestacién en la coneja. Estudios recientes han
demostrado que el FGF-2 tiene una afinidad muy alta por la heparina, por lo que la
superficies celulares con moléculas semejantes a la heparina actian como
receptores de baja afinidad; este factor del crecimiento promueve la diferenciacion

y migracion celular en el blastocisto del conejo (88) .
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X. LAS CITOCINAS Y SU INTERACCION CON LAS HORMONAS

ESTEROIDES OVARICAS

En investigaciones realizadas en los ultimos anos, se ha demostrado que algunas
moléculas sintetizadas por células del sistema inmunologico funcionan como un
regulador local de las funciones ovaricas. Numerosos estudios han demostrado
que diversas citocinas modulan el proceso reproductivo y estan implicadas como
reguladores de la secrecion de hormonas esteroides gonadales, del
funcionamiento de cuerpo luteo, del desarrollo embrionario y de la implantacion

(89).

En los roedores se ha informado de varias moléculas que intervienen en el
proceso de implantacion embrionaria como el Factor Inhibidor de la Leucemia
(LIF), Factores estimuladores de Colonias, Factores del Crecimiento Epidermal
(EGF), Factor de Crecimiento Transformante a y  (TGF « y TGFpB); que han sido
fuertemente implicados en la regulacién uterina tanto para su remodelacion,
implantacién y placentacion. Por lo que la accién coordinada de estas moléculas
sobre las células uterinas y extraembrionarias parece ser un mecanismo

fundamental para que la gestaciéon se mantenga y sea exitosa (79).

Para que el tejido uterino este apto para interactuar con el embrion y poderse
llevar a cabo la implantacion, estos tejidos presentan distintos ciclos de
proliferacion y diferenciacion celular que son inducidos por las hormonas

esteroides de origen ovarico, que son los estrogenos y la progesterona; algunos



de estos cambios son directamente mediados por la accion de las hormonas sobre
las células o son indirectamente reguladas a través de la induccion de produccién

de factores del crecimiento y citocinas (90).

En los roedores, se ha demostrado que la implantacion es facilitada por un
aumento transitorio de estrégenos, el cual ayuda a la implantacion a traves de
factores como el LIF que se expresa en el raton a nivel del epitelio glandular al

momento de loa ovulacion y en el cuarto dia de gestacion (91).

El aumento de estrégenos en el cuarto dia de la gestacidon del ratén induce la
sintesis de factores de transcripcion, factores del crecimiento y proliferacion
celular en el estroma de las células uterinas. La transcripcion del LIF es regulada
en el epitelio glandular después de 1 hora de haber administrado estrégenos, esta

expresion persiste después de 5 a 6 horas (90).

En ratones que experimentalmente carecen de este factor no responden al
blastocisto por lo que el epitelio luminal entra en un proceso de apoptosis. Cuando
a estos ratones deficientes del LIF se les administra una inyecciéon por via
intraperitoneal de este factor al inicio de la gestacion, con esto es suficiente para
evitar la falla en la implantacion, lo que revela que durante el ciclo de vida del
raton, LIF es esencial para el inicio de la implantacion, pero no es requerida para

el desarrollo embrionario o para el mantenimiento de la gestacion (90).

n
'



En el conejo se ha demostrado que la produccion del LIF es estimulada por la
progesterona, lo que es contrario al efecto de los estrogenos, por lo que es
evidente que los requerimientos de progesterona son esenciales para la
implantacién del blastocisto de conejo. El LIF empieza a incrementarse en el dia 3
y alcanza sus niveles mas altos en el dia 5 y 6 aunque el mecanismo por el cual la
progesterona regula el LIF ya sea de manera directa o indirecta aun no se conoce

plenamente (92).

También se ha visto que las hormonas esteroidales controlan la expresion de los
ligandos de la familia del EGF y sus receptores en el utero gestante (28). Esta
interaccion resulta de la diferenciacion o proliferacion celular del epitelio y del
estroma. Investigaciones recientes han mostrado que la expresion del receptor de
estrogenos (ER) ocurre de una manera temporal y especifica; en el dia 2 es
primeramente localizado en el epitelio glandular y luminal; en el dia 3 y 4 se
encuentra acumulado en células del estroma ademas de su presencia en el
epitelio. Sobre el dia 6-8, la acumulacién de ER-alpha RNAm se localiza en la
segunda zona decidual y de manera mas abundante en las células subepiteliales
del polo mesometrial; la distribucién de EGF aqui es similar a la del ER RNAm, lo
que nos indica que el EGF probablemente este involucrado en el camino de la
senalizacion de los estrégenos que regula la proliferacion y diferenciacion celular

(93).

En los conejos la interleucina 6 (IL-6), es liberada por el ovario y también se ha

demostrado su produccion basal en cultivos de lineas celulares cancerosas de



ovario, y se ha demostrado que las células de la granulosa son un sitio activo de

biosintesis de la IL-6 (89).

Por lo anterior, en la coneja la IL-6 probablemente actia de manera paracrina o
autocrina como regulador de la esteroidogénesis ovarica, asi mismo, la IL-1 es
inhibida por las gonadotropinas, por lo que podemos asumir que las
gonadotropinas podrian inhibir la produccion de IL-6 y producir un incremento de

la produccién de estradiol (89).

En la rata la capacidad de expresar de manera espontanea la IL-6 in vitro sugiere
que cuando el tejido decidual es cultivado in vitro, inhibidores potenciales de la
expresion de IL-6 son removidos. Multiples agentes activan la transcripcion del
gene de IL-6, hormonas esteroides como la progesterona, estrogenos y receptores

a glucorticoides han sido descritos como potentes represores de la IL-6 (94).

El estradiol causa una fuerte inhibicion de la expresion decidual del RNAm de la
IL-6 y de las proteinas necesarias para su codificacion, en cambio la progesterona
se ha visto que inhibe la IL-6 en el cuerpo liteo, por lo que se sugiere que el

efecto de las hormonas esteroides sobre la IL-6 es especifico (26).

La progesterona puede mediar la proliferacion celular de forma indirecta mediante
factores del crecimiento y sus receptores; ésta regula la expresion de diferentes
factores del crecimiento en el estroma uterino y células deciduales como los

mencionados anteriormente; ademas los receptores de estos factores del



crecimiento son inducidos por la progesterona en el endometrio. Estudios previos
han mostrado que la distribucién del factor del crecimiento de fibroblastos (FGF)
en células del estroma uterino en la rata estan correlacionados con la proliferacion
de las células del estroma uterino; ademas esta también es regulada por los
estrogenos y estas células expresan alta afinidad al receptor de FGF al momento

de su proliferacion (95).

En los roedores, la prolactina (PRL) y otros lactdogenos relacionados, estan
mediados por un receptor (PRLR). Este receptor es una simple proteina
transmembranal y pertenece a la clase | de receptores de la superfamilia de las
citocinas, la producciéon uterina de PRL y proteinas similares a PRL, lo que
sugieren un papel muy importante de esta hormona en el establecimiento de la
gestacion; aunque sus funciones durante el periodo de peri-implantacion en el

ratén aun se desconocen (28).

En la decidua de la rata se expresan los receptores a PRL y secreta proteinas
semejantes a PRL, las cuales regulan varias funciones del tejido decidual (28),
esta es conocida por su accion inmunoestimuladora, pero en este caso inhibe la

produccion de IL-6 en la decidua (26).

En los fluidos de los foliculos ovarico existe el factor inhibidor de la leucemia (LIF),
interleucina 11 (IL-11), factor de necrosis tumoral (TNF) y el interferén gamma
(IFNy); de los dos primeros se conoce muy bien su funciéon que es clave en la

implantacion embrionaria (96). La funcién del LIF en el fluido folicular no se conoce



aun; la IL-11 esta presente en fluidos de foliculos preovulatorios, esta proteina se

encuentra también muy relacionada con la atresia folicular (97).

El TNF tiene un papel esencial en la foliculogénesis y maduracion ovarica; este
afecta la esteroidogénesis de células de la granulosa y de la teca (98); el IFNy casi
no es detectable en el fluido folicular, esto nos indica que su papel puede ser el de
prevenir infecciones; en ratones carentes de esta citocina no presentan ninguna

anormalidad en su fertilidad ni en el periodo de gestacion (83).

Recientemente se ha informado de la importancia de la stanniocalcina (STC), es
una hormona recientemente descubierta que regula el calcio, durante la gestacion
el gene de STC se expresa de manera muy alta en el desarrollo embrionario del
raton; en el dia 5 de gestacion este se expresa en el epitelio uterino y es hasta el
dia 8 que sus niveles comienzan a bajar. También se ha propuesto que esta
hormona también participa en la remodelacién uterina, incluso esta hormona
aumenta en el ciclo estral por lo que pudiera estar asociada al crecimiento y

mantenimiento de las paredes uterinas (99, 100 y 101).



XI. EL USO DE CITOCINAS PARA EXPERIMENTACION

En los ultimos afos se ha demostrado que las citocinas y los factores del
crecimiento actuan tanto de una manera autécrina como paracrina y de esta
manera regulan el desarrollo embrionario; por lo que para poder definir cada
funcion de las citocinas se han tenido que investigar en donde se encuentran sus
receptores mediante estudios in vivo e in vitro. Hasta la fecha estos estudios han
mostrado la interaccion de algunos factores del crecimiento como el factor

inhibidor de la leucemia (LIF) (5).

Las técnicas moleculares de clonacion han revolucionado la produccion de una
amplia variedad de proteinas, entre ellas las citocinas; hasta la fecha se tienen
mas de 50 genes identificados para realizar diferentes combinaciones entre
citocina/receptor, aunque faltan un numero muy grande por investigar, ya que el
mayor problema que se tiene en la investigacion de citocinas es la especificidad
por especie, lo que significa que las citocinas del ser humano tienen una actividad
biolégica limitada en los sistemas animales, inclusive en modelos como el raton y
la rata, que son muy cercanos filogenéticamente la accion intercambiable de

citocinas a veces no es posible (102).

En las especies domeésticas, el desarrollo de metodos para el sexado y clonacion
de embriones, asi como la produccion de animales genéticamente modificados,
representan una probabilidad para mejorar las técnicas que incrementen los

indices de la implantacion embrionaria, después de haber sido sometido a



estudios in vitro. Estudios futuros se pueden enfocar sobre la definicion de
métodos para identificar la presencia de factores del crecimiento que haran que
aumente el indice de implantacién y disminuyan las dificultades del embrion para

poderse adherir a la pared uterina (5).

El reto para definir la naturaleza de la receptividad uterina, y poder entender las
interacciones moleculares entre el embrion-endometrio permanecen aun sin
conocerse en su totalidad, aunque esta bien establecido que un grupo local de
factores de crecimiento que son mediados por efectos de esteroides sobre el
endometrio, en numerosos procesos tisulares necesarios para poderse llevar a
cabo la implantacion como son: la proliferacion, la angiogenesis y la secrecion. La
identificacion del LIF como factor del crecimiento es esencial en la implantacion
en el raton, por lo que ahora el reto es determinar si el LIF juega un papel similar
en otras especies como en el humano o el conejo, en que se conoce muy poco
acerca de este factor del crecimiento, debido que el control esteroidal es diferente
en estas especies seria interesante conocer si el efecto es el mismo. En la
busqueda por definir que factores del crecimiento son importantes en producir un
utero receptivo, muchos estudios estan comparando el perfili de sintesis y
secrecion de factores del crecimiento en mujeres fértiles e infértiles, el cual esta
empezando a arrojar resultados que sugieren que la existencia de diferencias en
la expresion de los factores del crecimiento, por ejemplo el LIF se incrementa en la
presencia de la interleucina 1 (IL-1) esto es en mujeres fértiles, sin embargo en las

mujeres infértiles el LIF se encuentra totalmente disminuido (103).
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Las especies en las que se conoce mayor nimero de citocinas hasta el momento
son la humana y el ratén, siendo lo contrario en la rata y el conejo en donde la
informacion es fragmentada e incompleta, por lo que el reto en estas especies es
identificar un mayor numero de citocinas constituyéndose en un campo muy

amplio de estudio (102).

El uso de las citocinas para experimentacion también abarca aplicaciones clinicas
en las cuales se tiene mucho que aprender acerca de estas, por lo que podemos
citar algunas en las que se esta trabajando. El factor estimulador de colonias de
macréfagos-granulocitos (GM-CSF) el cual se esta probando en casos de
neutropenias por agranulocitosis idiopaticas ya sea por quimioterapia o por anemia
aplastica; también se usan en sindromes mielodisplasicos, postrasplante de
médula y es importante en la movilizacion de células progenitoras madres de la
medula 6sea a la sangre periféerica (104). El factor estimulador de colonias de
macréfagos (M-CSF) se ha estudiado su utilidad de la teoria del cancer (104). Asi
mismo el interferon -B (IFN-B) ha surgido como la primera droga capaz de producir
efectos positivos en pacientes con esclerosis multiple, al interferén -y (IFN-y) se le
ha encontrado aplicacion para pacientes que padecen granulocitosis cronica; el
potencial que se ha abierto para producir en cantidades terapéuticas estos
mediadores celulares ofrece la ventaja de poder encontrar alguna citocina que, por
si sola o0 asociada a otras con estimulantes de la respuesta inmune, sea capaz de
combatir enfermedades como el Sindrome de inmunodefiencia adquirida (SIDA) 6

el cancer (54).
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En el caso del cancer de la glandula mamaria se ha visto que los estrogenos y
sus réceptores tienen un papel muy importante en la formacién y progresion de
células malignas, esto se da de manera conjunta con factores del crecimiento
como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el reto en este caso es
poder encontrar los mecanismos moleculares en los que se comprenda esta
relactdﬁ para establecer una terapia hormonal adecuada en pacientes que inician

con este problema (105 y 106).

Por otro lado el interferén y (IFN-y) se empieza a emplear como tratamiento en
pacientes con cancer cervical, aunque estos tratamientos no siempre son efectivos

ya que deben de ser estudiados mas a fondo para lograr un éxito mayor (107).

El funcionamiento de la red de citocinas sintetizadas por varias células, tanto en
humanos como en ofras especies, permanece en su mayoria por ser definida, en
el caso de la implantacién embrionaria estas moléculas estan ofreciendo un amplio
potencial de estudio para poder conocer de una mejor manera como se lleva a
cabo la adhesion del blastocisto y todos los eventos moleculares que ocurren a
nivel local y poder conocer el papel de las citocinas en este evento a nivel del

epitelio luminal uterino (64 y 104).
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Xll. PERSPECTIVAS EN EL USO DE LAS CITOCINAS CON FINES
TERAPEUTICOS COMO ESTRATEGIA EN LOS PROGRAMAS DE

REPRODUCCION ASISTIDA

La habilidad para poder purificar citocinas y sus receptores, ofrece interesantes
opciones clinicas especificas que modulan y pueden ayudar a la respuesta
inmune; algunas citocinas, sobre todo los interferones y el GM-CSF pueden tener
algunos usos terapéuticos. Las citocinas tienen una vida media muy corta, por lo
que su administracion debe ser continua; por ejemplo la interleucina 2 (IL-2) tiene
una vida media de 7-10 minutos si se administra de manera intravenosa; podemos
decir que las citocinas son un biologico extremadamente potente capaz de causar
respuestas indeseables y efectos impredecibles; estos puede ser desde fiebre,
diarrea, aumento de peso, hasta reacciones mas serias como anemia,

trombocitopenia, disnea y coma (54).

El estudio de las citocinas se puede enfocar en tratar de comprender la infertilidad
femenina y los casos de aborto espontaneo en hembras, la importancia de poder
saber como prevenir estos eventos es con el fin de asegurar un buen ambiente
uterino en presencia del embrién y poder llegar al término de la gestacion sin

ninguna dificultad (108).

En investigaciones recientes se ha visto cuales pueden ser los posibles fracasos
de la gestacion y cuales pueden ser las citocinas que pueden hacer que se eviten

complicaciones durante la gestacion. Uno de estos factores es el plasma seminal
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que promueve la inflamacion y la expresion de citocinas en el epitelio uterino
después de la copula (109). El Factor de crecimiento transformante [3 (TGFB) se
encuentra en el plasma seminal del hombre y de los roedores; este provoca
eventos a nivel molecular en el utero para provocar la inmunotolerancia a los
antigenos paternos. Este factor del crecimiento esta siendo usado principalmente
para evitar abortos en las mujeres (110). Otras funciones del TGF f en los
organos reproductivos masculinos se han observado en ratones al carecer de este
factor, tienen lesiones severas en el tracto reproductor, por ejemplo los machos
son 100% infértiles, con una disminucién en la produccion de testosterona,

disminucion del libido y problemas al momento de la eyaculacion TGFp (111).

Las células presentadoras de antigenos (APCs) en coordinacion con las
respuestas inmunes que ocurren en el ambiente uterino durante la inseminacion,
van a presentar macrofagos y células dendriticas que estan implicadas también en
la tolerancia a antigenos paternos, también actian en la regulacion de
poblaciones de células T en el endometrio y en la decidua. Actualmente los
investigadores se estan enfocando para conocer el papel de las citocinas y el de
las APCs como un unico mecanismo para procesar el Complejo Principal de
Histocompatibilidad materno (MHC) para regular la receptividad endometrial para
la implantacion del blastocisto (112). Otras interleucinas estudiadas son la
interleucina 10 (IL-10) y la interleucina 6 (IL-8) que contribuyen a los eventos antes
mencionados, es decir que los eosindfilos y macrofagos contribuyen a la
remodelacion tisular en el tracto reproductivo y la glandula mamaria,

particularmente en la receptividad al embrién (113).
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El GM-CSF tiene un papel muy importante en el desarrollo embrionario de
embriones humanos el cual ha sido implementado para su aplicacion terapeutica
para ayudar a la proliferacion y diferenciaciéon celular y la sincronizacién del

crecimiento del embrién (114 y 115).

También se ha propuesto el uso de las citocinas como método de diagnostico; se
pueden medir los niveles séricos del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) en masas ovaricas (quistes foliculares, quistes en el cuerpo luteo y
endometriomas) las cuales no son neoplasicas, en neoplasias benignas vy
malignas; por lo que podemos decir que el VEGF puede ser considerado un
marcador de tumores con la ayuda de un buen diagnéstico como la laparoscopia y

asi poder diferenciar la naturaleza de masas ovaricas (116).

Otro problema que se ha detectado en la reproduccion en el cual estan
involucradas las citocinas, es en el aumento del factor de necrosis tumoral o (TNF
) el cual ha sido asociado con abortos espontaneos, preeclampsia e infertilidad
relacionada a endometriosis; estos problemas han despertado el interés de los
investigadores para poder evitar estas complicaciones en el ser humano, pero
hasta el momento no se conoce alguna terapia contra estos factores (117, 118 y

119).

64



XIll. DISCUSION Y PERSPECTIVAS

Si bien la participacion de las citocinas en la respuesta inmunologica ha sido mas
ampliamente abordada por los investigadores en los ultimos afios y prueba de ello
es la abundante literatura disponible en revistas cientificas de circulacion
internacional y nacional, la presente revision nos da una panoramica. aungue no
detallada, de la participacion de estas moléculas en la funcion reproductiva en

diferentes eventos biologicos en las tres especies consideradas en esta revision.

Como se menciona, las citocinas favorecen la inmunidad celular, la respuesta
inflamatoria, la inmunidad humoral, la mielopoyesis, a adhesion intercelular y la
tolerancia inmunologica. Asimismo la fuente celular de estas moleculas es muy
diversa debido a que son sintetizadas por macrofagos, queratinocitos, células
endoteliales, células cebadas, fibroblastos, células mesenquimatosas, células NK,
epiteliocitos luminales y glandulares del utero, células estromales y deciduales,
células del embridn, células del miometrio, células endometriales, células de la
placenta, células de la granulosa y tecas ovaricas y células del cuerpo liteo, entre

otras.

Las citocinas producidas por los linfocitos se conocen como linfocinas, muchas de
ellas actuan sobre los leucocitos y se les denomina interleucinas, de las cuales

hasta el momento se han descrito mas de 20.



Las células del sistema inmunologico son activadas en respuesta a diversos
estimulos, produciendo citocinas las que participan en la regulacion del
crecimiento, la diferenciacion de varios tejidos, y la secrecion de diversas

hormonas hipotalamicas e hipofisiarias (54, 55 y 56).

Como todos los mediadores biolodgicos, las funciones de la citocinas son mediadas
por receptores especificos en las células blanco. Tales receptores son
glucoproteinas de membrana con dominios intracelulares y extracelulares. Por lo
general, tienen cuando menos dos unidades funcionales, una para la unién del
ligando y otra para la trasduccion de sefales, que se puede localizar o no en la
misma proteina. Estos receptores de citocina se clasifican en cuatro familias
principales con base en su estructura y sus actividades, a saber la familia de
receptores de citocina-interferon , la familia de cinasas receptoras , la familia de

receptores de TNF y la familia de receptores de serpentina (55 y 56).

Los cambios tisulares del utero durante la implantacion embrionaria son regulados
en buena parte por los estrogenos y la progesterona, estas hormonas regulan la

proliferacion y diferenciacion de los componentes celulares del ttero.

Los factores de crecimiento junto con las citocinas, que son proteinas de bajo

peso molecular, van a intervenir en la regulacion hormonal durante la gestacion

temprana.

66



Se han efectuado estudios en modelos animales de experimentacion como son el
ratén, la rata y el conejo en los que se ha evaluado el funcionamiento y la
interaccion de las citocinas de origen endometrial con las hormonas ovaricas.

Gracias ha esos trabajos hoy en dia se sabe que el Factor Estimulante de
Colonias-1 (CSF-1) y el Factor Estimulante de Colonias de Macréofagos
Granulocitos (GM-CSF) regulan la poblacion de macréfagos uterinos y la

respuesta inflamatoria post-coito en los roedores (60, 64 y 66).

También se ha estudiado el efecto del Factor de Crecimiento Insulinico-ll (IGF-II),
el cual regula el tamario y crecimiento de los érganos del embrion. Por otra parte,
el Factor de Crecimiento Transformante B (TGF-B) y el Factor de Necrosis
Tumoral a (TNF-a) tienen una funcién protectora hacia la madre evitando una

invasion excesiva del trofoblasto hacia el epitelio uterino (68 y 21).

En el caso del ratén hembra el Factor Inhibidor de la Leucemia (LIF) esta mediado
por los estrogenos, contrariamente en el conejo este es mediado por la
progesterona. Este factor es de gran importancia durante la implantacion
embrionaria, ya que se ha visto que no tiene efecto alguno después de este

evento (90 y 92).

El presente trabajo nos lleva a confirmar la importancia que tienen las citocinas de

origen endometrial en la implantacion embrionaria. El estudio de esta familia de

moléculas proteicas es gran interées en la actualidad ya que su manipulacion
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génica nos brinda la posibilidad de contar con terapias para resolver problemas

que son causa de infertilidad y aborto.

Fisher et al (120), recientemente han publicado un trabajo en el que informan
sobre el primer evento molecular por el que el embrién humano puede fijarse al
utero a los seis dias de vida. Este evento molecular esta dado por la L- selectina
trofoblasto que es una proteina sintetizada por las células del trofoblasto cuando
es el momento éptimo para la implantacién y que es una moléculas especializada
en la adhesion. Esta aportacion constituye una valiosa herramienta para
diagnosticar y comprender en buena parte la fisiopatologia de la infertilidad y la
pérdida temprana del embrion. Hasta ahora no se conocia con certeza el
mecanismo que modula la adherencia del embrion al utero. No obstante los
notables avances logrados por los bidlogos celulares y moleculares en los
ultimos afos, hasta el momento el conocimiento sobre los mecanismos que
regulan la implantacién embrionaria aun es escaso. Actualmente existen muchas
preguntas respecto a la biologia de la implantacién a las que adn no se les da
respuesta, por ejemplo ¢, que es los que determina que un embrion sepa cual es el
momento idonea para adherirse al endometrio?; ; En que orden cronologico son
secretadas y actuan las citocinas de origen endometrial?; ;, que papel desempena
la progesterona y los estrogenos en el comportamiento del sistema inmunologico
local del utero en los dias previos a la implantacion?. En tanto estas preguntas son
plenamente contestadas habra que trabajar paralelamente en integrar el
conocimiento disponible hasta el momento sobre la participacion de la interleucina-

1 (61), la interleucina 11R (62), el factor de crecimiento semejante a la insulina
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(65), el factor de crecimiento epidermal (73), el factor inhibitorio de leucemia (91) y
muchas otras citocinas caracterizadas en las tres especies de mamiferos de

laboratorio abordadas en la presente revision.

Por ofra parte el uso de citocinas también incluye aplicaciones clinicas;
principalmente con un enfoque hacia su uso en enfermedades como el cancer
cervico-uterino, en las que todavia queda mucho por conocer ya que Su uso

inadecuado puede alterar funciones biolégicas del organismo e incluso la muerte.

Podemos concluir que el estudio de las citocinas y su participacion en la
implantaciéon embrionaria, continuara siendo objeto de atencion por mucho tiempo
para los investigadores, ya que es un campo de la biologia molecular de gran
relevancia y en el caso del conejo ofrece nuevas lineas de investigacion ya que el
raton y la rata han sido modelos mas estudiados en este tema. Estos modelos
animales experimentales contribuyen al estudio de la biologia del desarrollo y a la
comprensién de problemas de salud en los que en un futuro pueda existir la

posibilidad de un tratamiento.
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XIV. GLOSARIO

IL-6: Interleucina-6

IL-1: Interleucina-1

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a

GM-CSF: Factor estimulante de colonias macrofago-granulocitos
IGF: Factor de crecimiento insulinico

FGF2: Factor de crecimiento de fibroblastos 2

EGF: Factor de crecimiento epidermal

IL-3: Interleucina-3

IL-4: Interleucina-4

IL-5: Interleucina-5

IL-7: Interleucina-7

IL-9: Interleucina-9

IL-10: Interleucina-10

IL-11: Interleucina-11

IL-13: Interleucina-13

TGFp: Factor de crecimiento transformante 3

LIF: Factor inhibidor de la leucemia

CSF-1: Factor estimulante de colonias 1

G-CSF: Factor estimulador de colonias granulocitos
HB-EGF: Factor de crecimiento similar al factor de crecimiento epidermal
Ar: Amphiregulina

BTC: -celulina
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Er: Epiregulina

CTGF: Factor de crecimiento de tejido conectivo
HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos
IFN-y: Interferon y

NK: Asesinas Naturales

Ang-1: Angiopoyetina-1

Ang-2: Angiopoyetina-2

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
TGF-a: Factor de crecimiento transformante-a

PRL: Prolactina
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