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DEDICATORIA

“Actualmente hemos descubierto una manera
eficaz y elegante de comprender el universo:
un método llamado ciencia”.

Carl Sagan. Cosmos

Carl Sagan dice que la mayor parte del Cosmos esta vacio, lo que
predomina entonces, es la noche perpetua del espacio intergalactico,
un lugar tan desolado, que en comparacion, los planetas, las estrellas

y las galaxias son algo dolorosamente raro y precioso.

La Tierra es tan fascinante e importante dentro del universo que es el
unico planeta conocido que ha desarrollado diversas y numerosas
especies de seres vivos cuya naturaleza poco a poco se va
descubriendo a traveés de la ciencia. Es en este punto donde se
complican las cosas, y es que, investigar los procesos biologicos de la
vida es sumamente complicado ya que para mi, cada ser vivo guarda
un gran y complicado cosmos, por ejemplo, los animales de una forma
muy general se componen de sistemas de 6rganos, los organos de
tejidos, los tejidos de células, las células de organelos, los organelos
de moléculas, y las moléculas de elementos, los cuales se enlazan de
manera tan especifica para cumplir funciones determinadas, y no solo
€s0, en ocasiones, las moléculas o las células se mueven por grandes
tuberias de transporte hasta llegar a espacios remotos, con sefales,
en ocasiones, tan esenciales que determinan la vida o muerte de un
nuevo ser.

Por ello, dedico esta tesis, como un intento por desenredar un poco de
los secretos guardados dentro de la reproduccion de mamiferos a
todos los investigadores cientificos de México y sobre todo a los
divulgadores de la ciencia, que estoy segura, uno de sus objetivos es
comunicar lo extraordinaria que es la vida.
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RESUMEN

MORALES VAZQUEZ MARIA MARGARITA. Participacion del Factor de
Crecimiento de Fibroblastos 10 y del Factor de Crecimiento de Hepatocitos
durante la implantacion del blastocito en cerdo doméstico (Sus scrofa domesticus)
(Bajo la direccion de: MVZ MC PhD Griselda Valdez Magafia).

La implantacion es el proceso a través del cual el blastocito se adhiere al utero.
Esta adhesion permite que el embrion desarrolle una placenta funcional que

mantenga una comunicacion materna y que soporte la gestacion.

Con el objetivo de evaluar la interaccion del embrion con las células uterinas
durante la implantacion se estudio el desarrollo embrionario temprano en porcinos.
En cerdos, una vez que el embrién ha eclosionado de la zona pellcida y se ha
elongado, el trofoblasto se extiende dentro de los cuernos uterinos, el utero se
remodela y se incrementa la secrecion de citocinas, asi como de Factores de
Crecimiento (FC). Algunos FC como el FGF10 y HGF durante la ventana de
implantacion estan involucrados en la proliferacién y la migracion celular, sin

embargo, esto no ha sido esclarecido en el cerdo.

La metodologia consistié en sincronizar e inseminar artificialmente a un grupo de
cerdas, para luego obtener los cuernos uterinos, disecar los sitios de implantaciéon
y analizarlos a través de inmunohistoquimica. Los resultados muestran que FGF10
y HGF estan localizados principalmente en la region cercana a la luz uterina y
fueron proporcionalmente mas abundantes en animales con una gestacion entre
los dias 12 a 16, por lo que la presencia de estos FC indica su participacion en la
sobrevivencia del embrion y en el éxito de la implantacion en cerdos, sin embargo,
estudios funcionales son necesarios para identificar su posible actividad en esta

etapa.



Participacion del Factor de Crecimiento de Fibroblastos 10y del
Factor de Crecimiento de Hepatocitos durante laimplantacion del
blastocito en cerdo doméstico (Sus scrofa domesticus)

1. INTRODUCCION
La implantacion embrionaria consiste en el contacto entre las células del

trofoblasto del blastocito y las células endometriales maternas, dicha interaccion
es mediada por sefiales moleculares complejas cuyo objetivo es establecer una
comunicacién materna fetal. La implantacion representa el paso mas critico del
proceso reproductivo, siendo en humanos la causa del 75% de todos los
embarazados perdidos. En vacas, el 50% y en cerdos el 30% de los embriones se
pierden durante los primeros 16 dias después de la fertilizacion, cuya causa puede

ser fallas en la implantacién. &2

Cuando se habla de implantacion, es necesario visualizar un embriéon que esta en
desarrollo y en constante actividad fisica y molecular, antes, durante y después de
la interaccion con el tejido materno, por ello, y con el objetivo de recrear una
imagen, a continuacion se describiran los fundamentos para entender este

fendomeno fisioldgico.

1.1 El embrion
El momento de implantacion es diferente segun la especie, asi, mientras en

cerdos hay un rango para la implantacion entre los 11 y los 20 dias de gestacion,
en perros es en el dia 20 y en humanos tan solo entre los dias 8-15. Es por ello
que tratando de integrar el tiempo de desarrollo de los mamiferos, podemos
deducir que una vez finalizada la implantacién, el embrién ha terminado de adquirir
su forma corporal y presenta somitas, esto significa que ha finalizado el proceso
de neurulacién, lo cual ocurre aproximadamente a la tercera semana de gestacion,
pero, ¢COmo es qué una ceélula termina originando un individuo pluricelular capaz

de interactuar con un tejido materno? &%

Una vez fecundado un ovocito podemos referirnos a la estructura que engloba el

pronucleo femenino y al prontcleo masculino como huevo o cigoto.



El huevo o cigoto de los mamiferos permanece con las mismas estructuras del
ovocito al momento de la ovulacion, es decir: una tipica membrana citoplasmatica,
una capa de glucoproteinas denominada zona pellcida, y por encima de esta, a

una capa de células foliculares llamada corona radiada.

El cigoto cuenta con dos tipos de citoplasma,; el plasma germinativo, que no tiene
diferencia con el citoplasma tipico de toda célula y el plasma nutritivo o vitelo.
Segun la cantidad y distribucién de vitelo, los huevos se pueden clasificar en:
oligolecitos (microlecitos), mesolecitos y polilecitos (megalolecitos), siendo los
primeros los que contienen la menor cantidad de vitelo, y los ultimos gran cantidad

del mismo. Los huevos de mamiferos son oligolecitos.®

A partir de la estructura denominada cigoto, inician las divisiones celulares por

mitosis, proceso llamado segmentacion.

1.1.1 Segmentacion
La segmentacion consiste en una serie de mitosis del cigoto sin pausas

intermedias, por lo que las células son mas pequefias en cada division. Las
células hijas resultantes se denominan blastomeros y al conjunto de blastémeros,
blastula. En mamiferos se lleva a cabo una segmentacion holoblastica equitativa,
esto significa que las divisiones celulares afectan la totalidad del cigoto y ademas,
el material del huevo se distribuye equitativamente entre las células hijas, como
resultado se desarrolla una blastula esférica regular, sin embargo, la orientacion
de cada division es diferente, asi: la primera division es una mitosis normal, la
segunda division sigue el mismo plano longitudinal, pero la tercera se realiza en un
plano perpendicular al anterior eje de polaridad (Figura 1). A la estructura
resultante del conjunto de 9 a 16 células en humanos y de 16 a 64 blastomeros en
otros mamiferos se denomina morula, estructura que podemos observar de los 4 a

los 8 dias post- fertilizacion.



12 division 2* division 3 division

2 blastémeros 4 blastomeros 8 blastomeros

Figura 1. Distribucion de las mitosis durante una segmentacion. Se observa como la
segunda division sigue un plano longitudinal a la primera division, mientras que la tercera
se realiza en un plano perpendicular al eje de polaridad. (Modificado a partir de Garcia M.
et.al; 2013).

En humanos, roedores y cerdos durante la etapa de 8 a 16 blastomeros y de 16 a
32 en rumiantes, los embriones entran en una fase llamada compactacién de la
morula, donde los blastomeros de la superficie se adhieren intimamente perdiendo
su forma (Figura 2). Esto es resultado de la expresion de moléculas de adhesion
como la E-cadherina que se manifiesta en la superficie apical de los blastomeros y
cuyo resultado es la separaciéon de las células internas de las células externas.
Ahora las células internas constituyen la masa celular interna mientras que las

externas, la masa celular externa.®?

Figura 2. Compactacion de la morula. A la izquierda una moérula sin compactar, a la
derecha se muestra como los blastomeros de la superficie pierden su forma, constituyendo
la masa celular interna y la masa celular externa. (Carlson B.M, 2014).

La formacion de la morula tiene lugar durante el descenso del embrion por el
oviducto, trayecto por el cual la corona radiada se desprende pero la zona



pelicida se mantiene intacta, pues es esta estructura la que prohibe que el

embrién se adhiera al oviducto.®

1.1.2 Formacion del blastocito
Al tiempo en que la mérula entra a la cavidad uterina, las células de la masa

celular externa a través de un sistema de transporte de Na+ basado en Na+, K+-
adenosina trifosfatasa (ATPasa) permite que el Na+ y el agua penetren por la
zona pelacida y las blastbmeras externas, acumulandose en los espacios
intercelulares de las blastémeras internas (cavitacién) formado una cavidad: el
blastocele. A partir de este momento, el embrion es denominado blastocito, las
células de la masa celular interna embrioblasto, y las células de la masa celular
externa trofoblasto (Figura 3). El trofoblasto, entonces, se refiere a células
periféricas de morfologia epitelial ligadas con uniones estrechas que daran origen
a las estructuras extraembrionarias, por el contrario, el embrioblasto son células
de mayor tamafio y de forma globular cuyos citoplasmas se conectan directamente
por uniones intersticiales o de hendidura, ubicadas en la superficie interna del
trofoblasto y que daran lugar al embrién. En el cerdo la etapa de blastocito se

alcanza en el dia 5 de gestacion. ©

Masa celular interna
0 embrioblasto

N
| Cavidad del blastocito

}

Masa celular
externa o
trofoblasto C

Figura 3. Formacion del blastocito. (A) Entrada de agua a los espacios intercelulares de
las blastomeras internas formando una cavidad, el blastocele (B), esto provoca un
desplazamiento celular, que establece al embrioblasto en una ubicaciéon apical y al
trofoblasto en la periferia del ahora denominado blastocito (C). (A y B Carlson B.M, 2014,
C Sadler T.W, 2016).



Una vez formado el blastocito, en el dia 7 u 8 la zona pelucida desaparece por la
accion de la proteasa estripsina, requisito para que inicie el proceso de

implantacion.®®

Es justo en esta etapa que los embriones tienen diferentes estrategias para
asegurarse un lugar de implantacién, asi, por ejemplo, pueden ocurrir migraciones
transuterinas en especies en donde ambos cuernos uterinos se conectan, como
en la vaca, la oveja y la cerda. De hecho, las migraciones transuterinas son muy
frecuentes en la cerda, en donde un blastocito en desarrollo a partir de un ovocito
fertilizado en el oviducto derecho puede migrar e implantarse en el cuerno uterino

izquierdo.®

Una vez distribuidos los embriones, el trofoblasto de los blastocitos prolifera, es
decir, el blastocito se elonga, sin embargo, en especies como los primates y los
roedores donde el embrién penetra en el tejido materno esto no ocurre, mientras
que en especies como los caballos, el perro y el gato la proliferacion del
trofoblasto es minima (véase Elongacion de embriones de cerdo). En los
rumiantes y en cerdos la elongacion del embrion desde una forma esférica a una
tubular es muy marcada, en cerdos por ejemplo, el embriéon puede alcanzar hasta

un metro de longitud. 4%

1.1.3 Diferenciacion del trofoblasto y del embrioblasto

1.1.3.1 Dia 8 de gestacién

En el dia 8 de gestacion, el embrioblasto se diferencia en dos capas. Las células
mas profundas del embrioblasto se desprenden y se expanden formando una
lamina que rodea a una nueva cavidad por dentro del blastocele. Esta lamina se
denomina hipoblasto, y la nueva cavidad formada gastrocele, estomago primitivo,
cavidad exocelomica o saco vitelino primitivo. Cabe mencionar que existe una
nomenclatura que denomina hipoblasto solo a la pared superior de la cavidad
exoceldmica, mientras que el resto de la estructura se denomina, membrana

exoceldémica o de Hauser.



Por su parte, las células superficiales del embrioblasto también forman una lamina

denominada epiblasto (Figura 4).

Finalmente, en las especies domésticas, el trofoblasto que rodea a la blastula
debe romperse para que el disco embrionario emerja. En ungulados el trofoblasto

es muy resistente por lo que las células epiblasticas se contraen formando una

cavidad temporal, el embriocisto. Esta cavidad termina por desgarrar el
(35)

trofoblasto.

Figura 4. Embrion porcino de 10 dias de gestacion. A: Embrion de tipo esférico, la
flecha indica la posicion del disco embrionario. B: EI embrioblasto se diferencia en dos
capas: la capa mas superficial se denomina epiblasto (Ep) y la capa mas profunda
hipoblasto (Hy). Las fechas indican la continuacién del epiblasto con el trofoblasto (Te)
(Traducido al espafiol de Hyttel P. et al; 2011)

1.1.3.2 Dias 11y 12 de gestacion
En estos dias una nueva poblacion de células aparece entre la superficie interna

del trofoblasto y la cara externa de la cavidad exocelomica, estas células
constituyen el mesodermo extraembrionario (Figura 5), que a su vez, formara una
nueva cavidad, la cavidad extraembrionaria. La cavidad extraembrionaria rodea a
la cavidad exocel6émica, excepto en donde el disco embrionario se une al

trofoblasto mediante el pediculo de fijacion.



Figura 5. Embrion porcino 14 dias de gestacion. EI mesodermo extraembrionario
formara una nueva cavidad entre el trofoblasto y la cavidad exocelomica denominada
cavidad corionica, que posteriormente, al expandirse la cavidad exocelomica, la cavidad
coridnica se contrae, denominandose ahora placa corionica. NE: neuroectodermo, Me:
Mesodermo, En: Endodermo, SV: Saco vitelino, PC: Placa corionica. Ex-Me: Mesodermo
extraembrionario, Flechas: Limites entre el epiblasto y el trofoblasto. (Traducido al espafiol
de Hyttel P. et al; 2011)

1.1.3.3 Dia 13 de gestacion
El hipoblasto produce células que migran al interior de la membrana exocelémica

desarrollandose una nueva cavidad, el saco vitelino definitivo, que es mucho mas
pequefio que el saco vitelino primitivo. Al mismo tiempo que se forma el saco
vitelino definitivo, la cavidad exocelémica se expande para formar una gran
cavidad, la cavidad coridnica, esto significa que el mesodermo extraembrionario se
contrae, dejando de ser una cavidad, denomindndose ahora placa corionica
(Figura 5). ©

1.1.4 Elongacion de embriones de cerdo
El tipo de placentacién de los cerdos es epiteliocorial (véase implantacién de

embriones de cerdo), esto significa que la unién del trofoblasto con el epitelio
uterino es muy superficial, por ello, es de gran relevancia que los embriones
desarrollen estrategias para asegurar un reconocimiento, implantacion y conexion
materna exitosa. El aumento de superficie de contacto por elongacion del
trofoblasto es la estrategia a seguir, de esta manera, los embriones tendran que

pasar desde una fase esférica, a una filamentosa.



Embrioblasto

Em brioblasto
Trofoblasto

//\‘-m'x

Embrlobhsio
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A1: Embrion en su forma esférica B3: Forma filamentosa. Disco embrionario
A2: Forma tubular (Dia 11 de gestacion) (Dia 13 de gestacion)
B4: Parte final del embrion.

Figura 6. Elongacion de embriones de cerdo. Arriba: Formacion de la zona de
elongacion adyacente al embrioblasto y por la cual el trofoblasto se elonga hasta que el
embrion alcanza su forma filamentosa. Abajo: Fotografias de embriones en sus tres
formas: esférica, tubular y filamentosa. La parte final de un embrion filamentoso desarrolla
un ensanchamiento (Arriba: Modificado a partir de Bazer F.W. et al; 2014. Abajo:
Traducido al espafiol de Hyttel P. et al; 2010).

Los embriones de cerdo migran del oviducto al Utero por estimulacién de
estrogenos y prostaglandinas en fase de cuatro células, esto ocurre
aproximadamente a las 60-72 horas después del comienzo del estro y alcanzan la
fase de blastocito al dia 5. Para esta fecha, el blastocito aun estd en forma
esférica y mide de 0.5 a 1mm de diametro. Entre los dias 7 a 8 de gestacion, el
embrién se libera de la zona pellcida, se posiciona a nivel del centro de la luz
uterina y empieza a elongarse por hiperplasia alcanzando al dia 10, de 2-6 mm de
diametro. Del dia 10 al 12 el blastocito se expande 0.25 mm/h hasta alcanzar una
forma esférica de 4-9 mm de didmetro. Cuando un blastocito mide 10mm de

didmetro desarrolla una banda densa de células que se extiende desde la masa



celular interna hasta la punta del embridn, esta banda celular se denomina zona
de elongacion y es a partir de la cual el blastocito pasa a una forma filamentosa
gue alcanza los 1000 mm de diametro al dia 16 de gestacion (Figura 6). Cabe
mencionar que la velocidad de elongacion a partir de un blastocito de 10mm de

diametro aumenta hasta los 30-40mm/h.*V

1.1.5 Diferenciacion del epiblasto y del hipoblasto

1.151 Gastrulacion

Una vez que el embrioblasto se ha diferenciado, el siguiente objetivo es la
formacién de tres hojas germinativas, ectodermo, mesodermo y endodermo. En
mamiferos se lleva a cabo en la tercera semana de gestacion, aproximadamente
en el dia 18.©

Ahora las células del epiblasto se desplazan hacia los margenes caudales del
disco embrionario formando un engrosamiento. A partir de este engrosamiento las
células epiblasticas seguiran migrando cranealmente y por linea media formando
una linea celular, la linea primitiva (Figura 7). El extremo craneal de la linea
termina en una zona de engrosamiento celular, denominado nudo primitivo, que
sera el centro sefalizador de las siguientes migraciones celulares. Al mismo
tiempo que se forma la linea primitiva, el propio disco embrionario se alarga. Con
la aparicion de la linea primitiva ya se pueden diferenciar los ejes anteroposterior y

derecha-izquierda del embrion.®

La linea primitiva en su desarrollo completo alcanza solo dos tercios de la longitud
total del disco embrionario pues es limitada por dos membranas, en el extremo
craneal por la membrana bucofaringea y en el caudal por la membrana cloacal.
Estas membranas son células ectodérmicas fuertemente unidas a células

endodérmicas, es decir, sin mesodermo entre ellas.
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Membrana bucofaringea

Borde cortado
del amnios
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del saco
vitelino

Figura 7. Formacion de la linea primitiva. Corte al nivel del amnios que muestra como
un grupo de células epiblasticas se desplazan en direccidn craneo caudal formando la linea
primitiva (Sadler T.W, 2016).

La linea primitiva se hunde (surco primitivo) provocado por la migracion de células
epiblasticas hacia el hipoblasto rellenando el espacio entre estas dos capas
celulares, formando el mesodermo (Figura 8). Una vez formado el mesodermo, el
epiblasto se denomina ectodermo, y al hipoblasto se le llama endodermo.

Surco
~ Nudo primitivo

y . rimitivo ™
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Endodermo Mesodermo

Figura 8. Formacion del mesodermo. Vista lateral: la linea primitiva se hunde, formando
un surco que sirve como guia para la migracion de células epiblasticas hacia el hipoblasto,
estableciendo el mesodermo (Carlson M.B, 2014).

La migracién celular a partir del nudo primitivo continta, asi, por ejemplo, las
células que migran entre el ectodermo y el endodermo usan como limites la
membrana bucofaringea y la futura notocorda para desarrollar la placa precordal.
También existe un grupo de células que migran desde el nodo primitivo,
denominadas células prenotocordales, que se depositan en la placa precordal, las
cuales después se mezclan con células hipoblasticas, formando la placa

notocordal, sin embargo, cuando se diferencia el endodermo, la placa notocordal
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se separa y se diferencia en un cordén de células que recorre en forma
longitudinal al embrién, la notocorda definitiva (Figura 9). La parte més caudal de
la notocorda se fusiona con el endodermo desarrollando una conexién con el
epiblasto a través del conducto neuroentérico (Figura 9), que comunica de forma
temporal la cavidad amni6tica con el saco vitelino, mas tarde, las células de la
notocorda se separan del endodermo, por lo que esta sigue su desarrollo de forma
continua entre la capa ectodérmica y endodérmica del embridén en desarrollo. Una

vez formada la notocorda, la linea primitiva degenera en direccién craneo caudal.
(3.6)

Fosa primitiva
y conducto neurentérico

as de corte d
C B /

Pediculo de fijaciéon

7 o
&7 Line.

y 4
Ectodermo

Placa notocordal

g5 Alantoides

| Mesodermo'
| precordal  Notocorda

| Placa cloacal B >
(membrana) Mesodermo

intraembrionario

vitelino  §

A

Membrana

¥ bucofaringea Endodermo

N
Vi Endodermo %
Cc i Notocorda :

Figura 9. Formacion de la notocorda. La migracion de células epiblasticas hacia el
hipoblasto también forma una estructura denominada placa precordal, lugar en donde se
seguiran depositando células en migracion hasta constituir la placa notocordal. Finalmente,
la placa notocordal se desprende del endodermo, estableciendo la notocorda definitiva
(Sadler T.W, 2016).

Por su parte, una vez formada la membrana cloacal, el saco vitelino produce un
diverticulo que se extiende al pediculo de fijacién, llamado diverticulo aloentérico o

alantoides.

La migracion y diferenciacion de células en esta etapa esta controlado por el factor
de crecimiento de fibroblastos 8 (FGF8), sintetizado por las propias células de la
linea primitiva y que disminuye la actividad de la molécula cadherina E que une a

las células epiblasticas. ©
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1.152 Diferenciacion del ectodermo: Neurulacion
La notocorda es la estructura base que induce el desarrollo del tejido neural a

través de la formacion del tubo neural. Estamos todavia en la tercera semana de
gestacion, donde el ectodermo que se ubica por encima de la notocorda se
diferencia en una placa gruesa y alargada de células epiteliales denominada placa
neural. Ahora, a las células ectodérmicas de la placa neural se les denomina

neuroectodermo.®

La placa neural se desarrolla a partir de la sefializacién del factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF) junto con la inhibicién de la proteina morfogénica 0sea 4
(BMP4) la cual pertenece a la familia del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B).?¥

1.15.21 Formacion del tubo neural
Una vez formada, los bordes laterales de la placa neural se elevan (pliegues

neurales) mientras la region medial se hunde (surco neural), esto lleva al
acercamiento de los pliegues neurales hasta su fusion a nivel dorsal formando un
tubo, el tubo neural (Figura 10). El cierre de la placa neural hasta un tubo ocurre
aproximadamente a los 20-21 dias de gestacion. El tubo neural permanecera
abierto temporalmente y en contacto con la cavidad amnidtica en sus extremos a
través de los neuroporos craneal y caudal. El neuroporo craneal se cerrara en un
embrién de 18-20 somitas (25 dias de gestacion), mientras que el neuroporo

caudal en un embrién de 25 somitas (27 dias de gestacion).®

El extremo ceféalico del tubo neural se dilatara en vesiculas, las vesiculas cefalicas,
que daran origen al encéfalo. El resto del tubo se diferenciara en la medula

espinal. ¢

1.15.2.2 Crestas neurales
Las crestas neurales son un grupo de células de los pliegues neurales que se

desprenden en la formacién del tubo neural. Se localizan dorsalmente al tubo

neural (Figura 10).

Las células de la cresta saldran del neuroectodermo y migran en dos vias, una

dorsal hacia el ectodermo para producir melanocitos y una via ventral para
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convertirse en ganglios sensoriales, neuronas simpaticas y entéricas, asi como en

células de la medula suprarrenal.®

1. Somita

. Ecodermo
. Notocorda
. Endodermo
. Tubo neural

C. Not d 2. Saco vitelino
A. Ectodermo - Notocorda 3. Mesodermo

B. Mesoermo D. Endodermo 4. Neuroporo rostral

oy ;m

Figura 10. Formacion del tubo neural. Los bordes laterales de la placa neural se elevan
(pliegues neurales) mientras la region medial se hunde (surco neural). Los pliegues neurales
se fusionan a nivel dorsal formando el tubo neural. Durante el cierre del tubo neural unas
células de los pliegues neurales se desprenden formando las crestas neurales. Las células de
la cresta migran para formar, melanocitos, ganglios sensoriales, neuronas simpaticas y
entéricas, asi como células de la medula suprarrenal (A la izquierda, modificado a partir de
Sadler T.W, 2016. A la derecha, traducido al espafol de Hyttel P. et al; 2010).

1.1.5.3 Diferenciacién del mesodermo
El mesodermo se diferencia en forma de laminas, proceso que también ocurre en

la tercera semana de gestacion.

Las células cercanas a la linea media proliferan dando origen a una placa llamada
mesodermo paraxial. Lateralmente al mesodermo paraxial, el mesodermo no se
engruesa Yy se llama placa lateral. El mesodermo lateral se diferencia segun dos
rutas: una capa que recubre al amnios en mesodermo somatico o parietal y una
capa que recubre al saco vitelino en mesodermo esplanico o visceral. Juntas
revisten la cavidad intraembrionaria. Finalmente, el mesodermo que conecta al
mesodermo paraxial con el lateral se denomina mesodermo intermedio (Figura
11).

14



Somita Tubo neural Mesodermo intermedio

Mesodermo de la ’ Notocorda Mesodermo de la
placa lateral (capa parietal) placa lateral (capa visceral)

Figura 11. Diferenciacion del mesodermo. A nivel medial las células mesodérmicas dan
origen al mesodermo paraxial y lateralmente a la placa lateral. EI mesodermo lateral, a su
vez, se diferencia en mesodermo somatico o parietal y mesodermo esplanico o visceral.
Finalmente, el mesodermo que conecta al mesodermo paraxial con el lateral se denomina
mesodermo intermedio (Sadler T.W, 2016).

El mesodermo paraxial se organiza en segmentos llamados somitomeros (Figura
12). Los somitémeros se desarrollan en direccién cefalocaudal. En la region
cefélica los somitobmeros se convierten en neurdmeros, sin embargo, a partir de la

regién occipital y hacia caudal, los somitémeros se diferencian en somitas. ©

El mesodermo intermedio que conecta temporalmente el mesodermo paraxial a la

placa lateral se diferencia en las estructuras urogenitales.

El mesodermo de la placa parietal junto con el ectodermo suprayacente crean los
pliegues de la pared lateral de cuerpo (Figura 13), estos pliegues, junto con los
cefélicos y caudales (véase diferenciacion del ectodermo), cierran la pared ventral
del cuerpo, luego, la misma capa parietal da origen a la dermis de la pared

corporal, a los huesos, y al tejido conectivo de las extremidades.®

Por su parte, la capa visceral junto con el endodermo embrionario, produce la

pared del tubo intestinal.
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Tubo neural

Tubo neural Ectodermo

Somita

Notocorda
Aorta
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presomita

Figura 12. Diferenciacion del mesodermo paraxial. El mesodermo paraxial se organiza
en segmentos Ilamados somitémeros y los somitomeros se diferencian en somitas. Se
muestra la ubicacidn en un corte transversal de los somitas, donde se puede observar que
corren en pares y de forma paralela al tubo neural. (A la izquierda, modificado a partir de
McGeady T.A 2017 Izquierda Sadler T.W, 2016).

Cavidad Ectodermo superficial
amnidtica

Mesenterio
dorsal
Mesodermo
visceral

Mesodermo
parietal

Mesodermo
W\ parietal

N

Comunicacion

Mesodermo entre intestino Cavidad
visceral g0 vitelino Y saco vitelino embrionaria Intestino
del cuerpo

Figura 13. Pliegue lateral. Secciones transversales a nivel del intestino que muestran
coémo se cierra la pared abdominal (Sadler T.W, 2016).
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1.1.5.4 Diferenciacion del endodermo
El endodermo se ubica en la parte ventral del embrién, formando el techo del saco

vitelino, sin embargo, con el alargamiento del tubo neural, la region cefélica y
caudal del embrién se desplazan hacia ventral (plegamiento cefalocaudal. Figura
14), juntandose con los plegamientos laterales antes descritos (véase
Diferenciacién del mesodermo) cerrando la pared ventral del cuerpo, excepto en la

regién umbilical.®

Intestino posterior

Intestino

Cavidad amnidtica anterior
Endodermo Membrana Tubo
cloacal cardiaco
gy, Pediculo
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bucofaringea
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\ / bucofaringea
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Figura 14. Plegamiento cefalocaudal. Secciones sagitales que muestran como en
conjunto con el plegamiento lateral, se logra el cierre de la pared ventral del cuerpo, este
plegamiento logra también, la internalizacién de tubo cardiaco (Sadler T.W, 2016).

El plegamiento cefalocaudal, en ungulados, carnivoros y aves forma al amnios
(Figura 15). El cierre corporal provoca, ademas, en todos los mamiferos, que el
endodermo se incorpore al cuerpo del embrion formando el tubo intestinal, que el
embrion ahora se ubique dentro de la cavidad amnidtica y la incorporacion parcial
del alantoides al cuerpo del embrién donde forma la cloaca.®
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Figura 15. Formacion del amnios. En ungulados, carnivoros y aves, el plegamiento
cefalocaudal provoca la formacion del amnios (Modificado a partir de Garcia M. et.al;
2013).

1.2 El tejido materno. Caso especifico de la cerda domestica (Sus

scrofa domesticus)
Hasta ahora, se ha descrito el desarrollo del embrién, sin embargo, también es

importante conocer como esta constituido el tejido materno que establecera una
unién y comunicacién con el embrion para constituir y mantener una gestacion

exitosa.

El Gtero, es sin duda, el érgano materno clave para el proceso de implantacion,
anatOmicamente se pueden diferenciar dos segmentos: el cuerpo del Gtero y un
par de cuernos uterinos. En la cerda doméstica, el cuerpo del Utero es corto,
aunque da la apariencia de ser mas largo, sin embargo, esto no es mas que el
efecto de una proyeccién craneal dentro de un revestimiento comin de musculo
longitudinal de los cuernos uterinos. En la unién entre el cuerpo y cada uno de los
cuernos uterinos podemos encontrar un esfinter, esta estructura funciona de tal
manera que, cuando la entrada a un cuerno se cierra, se abre del otro; este
mecanismo es crucial al momento del parto, pues de esta forma se regula la
presentacion de los fetos en la entrada pélvica, evitando el choque de lechones
gue se produciria si los dos cuernos se contraen al mismo tiempo. Sin embargo,
este esfinter no impide que los embriones a su llegada desde la tuba uterina

migren de un cuerno a otro.
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1. Cuerpo del utero
2. Cuerno uterino
3. Ovario

4. Ligamento ancho

Figura 16. Utero de cerda. En la cerda doméstica el cuerpo del Gtero es corto, mientras
que los cuernos uterinos son muy largos y sinuosos que dan una apariencia de asas
intestinales (Modificado a partir de Popesko P, et al; 2003).

1.Epitelio
2. Glandulas endometriales
3. Estroma

Figura 17. Endometrio. Izquierda: EI endometrio desde la luz uterina se compone de un
epitelio de revestimiento, de una gruesa lamina propia submucosa (estroma) y entre estas
dos capas podemos encontrar las glandulas endometriales (Traducido al espafiol de
Aughey E, et al, 2001). Derecha: Endometrio porcino 12 dias ciclo estral (Tincién H-E

200X).

Por el contrario del cuerpo, los cuernos uterinos son muy largos (Figura 16). En
estado no gestante alcanzan un metro de longitud, mientras que en estado
gestante, pueden medir hasta dos metros de longitud, es por ello y a su naturaleza

sinuosa que tienen un parecido con las asas del intestino delgado. ©
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Histolégicamente, el Gtero consta, desde su luz, de una mucosa, una muscular y
una serosa. A la mucosa se le denomina endometrio, a la muscular miometrio y a
la serosa perimetrio. De las tres estructuras, el endometrio es el responsable de

comenzar la interaccién con el embrion.

El endometrio, en cerdas, se compone de un epitelio de revestimiento
pseudoestratificado, y por debajo de este de una gruesa lamina propia submucosa
de tejido conjuntivo laxo areolar. Al tejido conjuntivo también se le denomina
estroma. Entre estas dos capas podemos encontrar las glandulas endometriales
que histolégicamente son glandulas tubulares simples (Figura 17). Estas
glandulas se extienden hasta la profundidad del estroma donde terminan en un
saco ciego cerca del miometrio y se abren directamente hacia la superficie

mucosa.®?>®

1.2.1 Requerimientos hormonales
En cerdos, la hormona que soporta la implantacibn es la progesterona (Pj)

ovarica, ya que esta permite la produccion de moléculas como citoquinas, factores
de crecimiento, interferones, prostaglandinas, hormonas y otras moléculas que
actian en forma paracrina y autocrina durante la implantacion. Los estrogenos
ovaricos en esta especie no son necesarios ya que desde la elongacion de los
embriones, el trofoblasto produce estrogenos (E2), en especifico estradiol-178 en
los dias 11y 12 y luego en los dias 15 a 30 de gestacién, estos estrogenos son los
responsables del reconocimiento materno, pues, ocasionan que la prostaglandina
F2a (PGF2a) se secrete en la luz uterina en vez de la vasculatura uterina,
previniendo la lutedlisis. Ademas, estimulan al epitelio endometrial para
incrementar la expresion de factores de crecimiento que estimularan al trofoblasto

para el crecimiento y proliferacion celular. 41

1.3 Implantacion de embriones de cerdo domeéstico (Sus scrofa

domesticus)
Una vez descrito como es que un embrion se va desarrollando al paso de los dias

y como estan conformadas las estructuras maternas claves para el proceso de

implantacion, finalmente podemos crear una imagen mas clara de dicho proceso,
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es por ello, que a continuacibn se describirA de forma especifica los
requerimientos necesarios para establecer una comunicacion materna

embrionaria.

A nivel histolégico, la implantacién, puede dividirse en tres fases: aposicion,

adhesion y penetracion.

La aposicion, en roedores, comienza con la aparicion de un edema generalizado
en el tejido conjuntivo endometrial, luego, se cierra la luz uterina y se expresan
microvellosidades en el trofoblasto del blastocito y el epitelio de revestimiento
endometrial. Lo anterior lleva a un acercamiento entre el embrion y el tejido

materno, dando inicio a la fase de adhesion.

La adhesion embrionaria consiste en un incremento de la permeabilidad vascular
uterina en el sitio donde se ubica el blastocito y en la interaccién de heterodimeros
de integrinas transmembranales que conectan la matriz extra celular (ECM) con la
actina del citoesqueleto celular, por ejemplo, en cerdos, a través de la molécula
SSP1, la subunidad de integrina av (ITGAV) y la subunidad 36 (IGTB6) forman el
heterodimero ITGAV: IGTB6 que se localiza en el trofoblasto y que conecta con
las subunidades ITGAV y B3 (IGTB3) en el epitelio uterino. La unién de integrinas
forma una red de moléculas que sirven como medio de transporte de sefiales
celulares, es decir, contribuyen a la comunicacion entre células. En el cerdo, los
primeros signos de adhesion ocurren en el dia 13 y hasta el dia 18 de

gestacion.®®

La fase de penetracion ocurre cuando el embrién invade el tejido conjuntivo
materno, sin embargo, en cerdos esto no ocurre, pues, el tipo de implantacion que

se presenta es epiteliocorial.**

1.3.1 Placenta tipo epiteliocorial
Cuando se establece una comunicacion sanguinea entre la madre y el embrion, a

nivel histolégico se pueden apreciar varias capas celulares, las capas celulares del
endometrio incluyen: el endotelio de los vasos uterinos, tejido conjuntivo del utero

y el epitelio uterino, mientras que para la porcion embrionaria desde su parte mas
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externa se encuentran: El epitelio del corién (trofoblasto), el mesodermo del
alantocorion (mesénquima) y el endotelio de los vasos embrionarios. En una
placenta epiteliocorial no se conectan directamente los vasos sanguineos
embrionarios con los maternos destruyendo las capas restantes, al contrario, se
mantienen integras todas las capas celulares, esto significa que solo existe un

contacto entre el epitelio del Gtero y el epitelio embrionario (Figura 18). ©®
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Figura 18. Placenta epiteliocorial. En una placenta epiteliocorial solo existe un contacto
entre el epitelio del utero y el epitelio embrionario (Traducido al espafiol de Aughey E, et
al, 2001).

En la placenta tipo epiteliocorial de los cerdos, en un desarrollo temprano, el
trofoblasto y el epitelio de revestimiento materno que ya estan en contacto estan
plegados y los capilares se encuentran en una ubicacion subepitelial, pero cuando
la gestacion avanza el epitelio materno como el embrionario aumenta de volumen,
las células columnares reducen su altura, los plegamientos se hacen mas
complejos y se interconectan, ademas, los capilares endometriales y embrionarios
en algunas zonas se proyectan hacia el epitelio (capilares intraepiteliales) y se
desarrollan las areolas en el trofoblasto. Las areolas son areas en donde las
células epiteliales son muy altas y estan especializadas en la absorcion de leche
uterina, esto es muy importante, ya que las glandulas endometriales secretan sus
productos en el espacio entre el corion y el endometrio. No debemos olvidar, que

en esta fase también los embriones de cerdo sufren una elongacién.
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1.3.2 Ventana de Implantacién
A nivel molecular para que ocurra una implantacion exitosa, y como se ha

mencionado, se requiere que el embrién liberado de la zona pellcida y en fase de
blastocito inicie una cascada de adhesion celular con el tejido uterino, sin
embargo, todos los eventos que acontecen durante esta cascada deben ocurrir
justo en un periodo llamado ventana de implantacién, si durante este tiempo el
embridn no puede establecer una comunicacion con el endometrio, la implantacion

falla.

La ventana de implantacion tiene como base la expresion de receptores para

estrogenos y para progesterona a nivel endometrial.

En una cerda, tanto en un ciclo estral normal como en gestacion, los receptores
para estrogenos ESR1 se expresan en el tejido conjuntivo uterino y en el epitelio
de revestimiento uterino en el dia 1, pero para el dia 5 y hasta el 15 cambian su
expresion solo a las células epiteliales. A partir de los dia 15 a 18 los ESR1

incrementan en el epitelio uterino en el ciclo estral pero no en gestacion.

El epitelio y tejido conjuntivo endometrial también expresan receptores para
progesterona PGR entre el dia 0 y 5 del ciclo estral y gestacion, luego, entre los

dias 10 a 18 solo se expresan en el tejido conjuntivo.

La expresion de PGR solo en el tejido conjuntivo se asocia con la disminucion de
la molécula antiadhesion mucina 1 (MUC1) tanto en el epitelio de revestimiento
como en el epitelio glandular endometrial, esto descubre moléculas como las
selectinas o galactinas que inician con la adhesion embrionaria para después ser
sustituidas por la interaccion de integrinas. Ademas, el cese de receptores para
progesterona en el epitelio, también permite a la P, via PGR en tejido conjuntivo
incrementar la expresion de progestamedinas como el factor de crecimiento de
fibroblastos 7 (FGF-7) y 10 (FGF10) y el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF) en la oveja y FGF, HGF y acido retinoico en primates. Estas moléculas
junto con la expresion de los receptores FGFR2IIIb para FGF-7 y FGF10 y c-MET
para HGF ejercen efectos paracrinos en el epitelio endometrial y en el

trofoblasto.®
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1.3.3 Cascada de implantacion
Como su nombre lo indica, la cascada de implantacion embrionaria es un proceso

fisiolégico complejo estructurado por numerosas interacciones moleculares en
forma de red, esto quiere decir que cada molécula involucrada puede estar

interactuando con dos o mas moléculas distintas al mismo o en diferente tiempo.

Diferentes factores de crecimiento, interleucinas, interferones y moléculas de
adhesion interactian entre si para establecer la implantacion embrionaria, por
ejemplo, en cerdos, la Interleucina 1p2 (IL-1B2) se secreta solo en los dias 10y 12
de la gestacion y se ha postulado como un mediador de la inflamacién en el
endometrio que permite la expresion de moléculas como : Factor de crecimiento
insulinico (IGF), Factor de crecimiento epidermal (EGF), Factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEFG), Factor de crecimiento transformante (TGF), Factor de
inhibicion a leucemia (LIF), Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), Factor de
crecimiento hepatico (HGF) e interferones (INF), cada uno involucrado durante la
implantacion. Entonces, si existen un numero considerable de moléculas que
actlan para establecer la interaccibn materna embrionaria, ¢Cual es la
importancia del FGF y del HGF? @117

1.4 Importancia del FGF y del HGF en la cascada de implantacion
La familia de proteinas del Factor de Crecimiento de Fibroblastos cuenta con 23

miembros y dos clases de receptores, los de alta afinidad (FGFR 1-4) y los de baja

afinidad (heparina) que juntos suman siete diferentes receptores (FGFR).

Los FGFR cuentan con una regién extracelular de union con tres dominios tipo
inmunoglobulinas (Ig I, I, IlI) y un dominio intracelular tirosina quinasa. Los
receptores FGFR1, FGFR2 y FGFR3 pueden, en su dominio tipo Iglll variar de

secuencia de aminoacidos dando como resultado las siguientes combinaciones:

e FGFRIlla, FGFR2llla, FGFR3llla
e FGFRIlIb, FGFR2IlIb, FGFR3IlIb
e FGFRIllc, FGFR2lllc, FGFRa3Ilic
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Esta mezcla de secuencia de aminoacidos le proporciona al receptor diferentes
propiedades de afinidad, asi, por ejemplo, el FGF7 tiene la mayor afinidad con el
receptor FGFR2I11b.®

Los FGF se ven involucrados en la sintesis de acidos biliares, glucosa, colesterol y
vitamina D, asi como en la sefalizacion de la homeostasis de lipidos y del
metabolismo del fosfato. En la embriogénesis de vertebrados, los FGF ademas de
regular la implantacion, sefalizan: la especificacion del trofoblasto y endodermo, el
mantenimiento del trofoblasto, la migracién de células ectodérmicas durante la
gastrulacion para la formacién del mesodermo, la diferenciacion del mesodermo a

mesodermo paraxial y la formacién del neuroectodermo. °%°

El Factor de Crecimiento Hepatico es una proteina ligando de heparina que se
produce de forma inactiva, pero que al ser activada toma la forma de un
heterodimero capaz de unirse a enlaces disulfuro. El receptor del HGF se

denomina c-MET y al igual que el FGFR es de tipo tirosina cinasa. ‘%

El mecanismo de accion del HGF es mitogénesis, angiogénesis, morfogénesis,
aumento de la motilidad celular y antiapoptosis, principalmente en células
epiteliales, asi como en diferentes tejidos en el desarrollo embrionario (higado,
rifién, pulmon, glandula mamaria, masculo y tejido neuronal). También es un
factor organotrofico en la regeneracion y proteccion del higado, rifion, estbmago,

pancreas, corazon y cerebro.®V

Como se ha mencionado, la nula presencia de receptores para progesterona en el
epitelio de revestimiento endometrial, la presencia de interleucina 1B y la secrecién
de E, embrionario favorecen la expresion de progestamedinas como FGF7,
FGF10 y HGF que ejerce efectos paracrinos. Esto mismo ocurre en ovejas,

cerdos, monos Rhesus y la mujer (Figura 19).

En cerdos, la expresién de FGF7 ocurre entre los dias 12 y 15 tanto del ciclo estral
como de la gestacion por las células del epitelio de revestimiento, mientras que su
receptor FGFR2IlIb se expresa tanto en el epitelio de revestimiento como en el
trofoblasto, por lo tanto, FGF7 es un factor que regula la proliferacion celular tanto
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endometrial como trofoblastica. También puede participar en la proteccion del
trofoblasto al estrés oxidativo y apoptosis.??

A partir del dia 20 de la gestacién el FGF7 se expresa en el epitelio glandular en
respuesta de P, y se presume que continua estimulando al epitelio uterino y el

desarrollo del embrién.*+®

Otro FGF que se ha descrito como participante en la gestacion temprana es el
FGF4 que ha sido ampliamente estudiado en embriones de ratén y es el
responsable del mantenimiento de las células madre del trofoblasto, ademas, en
embriones de bovino cultivados in vitro, adicionar al diluyente FGF4 combinado
con FGF2 ayuda al desarrollo y mantenimiento del blastocito para su posterior
transferencia. En el cerdo el FGF4 se expresa en el embrién de 10 a 12 dias de

edad en el trofoblasto y en el mesodermo extraembrionario. 223

En cerdos y bovinos la dosificacion de FGF10 in vitro mejora la maduracién de los
ovocitos, la expresién de genes, la organizacion de la cromatina y del huso y
aumenta el nimero de células del cimulus, mientras que disminuye el porcentaje

de ovocitos apoptéticos.?*%°

Por su parte, el HGF y su receptor (c-MET) en el ovino, se expresan también
durante el ciclo estral y gestacién. El HGF es expresado por las células del tejido
conjuntivo endometrial mientras que el mRNA de su receptor c-MET se localiza
exclusivamente en el epitelio de revestimiento y glandular endometrial, esta
localizacion indica que el HGF puede estimular la morfogénesis y diferenciacion

epitelial requeridas para el establecimiento y mantenimiento de la gestacion. ©
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Figura 19. Condiciones para la expresion de progestamedinas. Para que se puedan
expresar moléculas como FGF y HGF, se requiere que los receptores PGR se expresen de
forma exclusiva en tejido conjuntivo y una produccion de E2 embrionario.

1.4.1 Receptores tipo tirosina cinasa (RTK)
Tanto el receptor para FGF10 como para el HGF son de tipo tirosina cinasa (RTK).

La union de un ligando, en este caso el FGF o el HGF a un receptor RTK provoca
que las cadenas de dicho receptor dimericen, juntando entre si los dominios
cinasa de dos receptores fosforilandose de forma cruzada sobre varias tirosinas, a
esto se le denomina transfosforilacion. La fosforilacion de residuos de tirosina
genera lugares de uniébn de alta afinidad para proteinas sefalizadoras
intracelulares a través de interacciones proteina-proteina dependientes de
dominios de interaccién modular. Algunas de estas proteinas son enzimas, como
la fosfolipasa C (PLC) que aumenta los niveles de Ca** citosélicos, o la tirosina
citoplasmatica Src que fosforila tirosinas de otras proteinas sefalizadoras, o la

fosfatidil inositol 3"cinasa que fosforila lipidos.

1.4.1.1 Proteinas sefializadoras intracelulares Src
Las proteinas sefalizadoras intracelulares Src se unen a residuos de fosfotirosina

tanto de RTK como de otras proteinas de union. Por lo general comparten
dominios de union a fosfotirosinas altamente conservados llamados dominios
SH2, PTB o SH3. Algunas proteinas sefalizadoras estan formadas casi

completamente por dominios SH2 y SH3 y actian como adaptadoras, acoplando



proteinas fosforiladas en tirosina con otras proteinas que no tienen sus propios
dominios SH2, como la proteina adaptadora Grb2 en la sefializacion del FGF. Las
proteina adaptadora Grb2 a través de su unidn a otra proteina denominada Sos
ayuda a acoplar a los RTK activados a una proteina sefializadora muy importante,

denominada Ras.

La superfamilia de proteinas Ras incluye a las proteinas Ras y Rho, que dentro de
la familia, son las Unicas que transmiten sefiales a partir de receptores de

superficie celular y funcionan como centro de sefalizacion.

Una Ras activada, se une a una proteina se sefializacion denominada Raf que a
su vez, activa el modulo de proteina quinasa activada por mitogéno (médulo MAP-
quinasa), este modulo sufre dos fosforilaciones para finalmente formar a la MAP
quinasa (MAPK), la MAPK viajard al nucleo donde modula el patron de la
expresion génica, por ejemplo, estimula a los genes que codifican a las ciclinas

G1, que tienen un papel importante en la proliferacion celular (Figura 20).

La familia Rho tienen como objetivo regular los citoesqueletos de actina y los

microtbulos controlando la polaridad, la motilidad y la adhesién celular.®%"

En conclusién, la pérdida de embriones ocurre de forma importante durante la
gestaciéon temprana, es por ello que conocer las sefializaciones moleculares antes
y durante la implantacién, asi como las consecuencias de la falla o ausencia de
estas es de suma importancia, esto incluye a los factores de crecimiento. Como
ejemplo se expone al FGF10 y al HGF gque han sido teorizados o bien, localizados
durante la implantacion en otras especies pero sin conocer de forma especifica su
funcién, sin embargo, la existencia de estas moléculas desde los primeros dias de
gestacion supone que participan en el desarrollo y establecimiento temprano de
los embriones en el Utero materno, esto incluye a los blastocitos de cerdo. El
conocimiento a detalle de las sefiales moleculares por factores de crecimiento,
podra mejorar el entendimiento de cual es el ambiente idoneo in vivo para los

embriones y asi disefiar mejores condiciones in vitro que ayudaran al
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mejoramiento de técnicas de reproduccién asistida como la fertilizacion in vitro o la

transferencia de embriones.

Membrana plasmatica

f
m H- CITOSOL
Proteina p P <ADP
Ras activa o : ————110
 MAP-quinasa-quinasa (Mek)

Cambios en la expresidn génica

Figura 20. Modulo de proteina quinasa activada por mitogéno (médulo MAP
quinasa). EI modulo MAP quinasa viaja al ndcleo donde, por ejemplo, modulara la
expresion génica. MAP quinasa es activada por la proteina Ras, que a su vez fue activada
por la unién de FGF o HGF a su receptor tipo RTK en la superficie celular (Modificado a
partir de Alberts B. et.al; 2010).
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2. HIPOTESIS
El FGF10 y el HGF estan presentes durante la implantacion temprana (11 a 20
dias de gestacion), por lo que su produccion se encontrard en las células

endometriales maternas de la cerda.

3. OBJETIVO GENERAL
Determinar la inmunolocalizacién de los factores de crecimiento FGF10 y HGF en
las células del endometrio durante la implantacion temprana en la cerda doméstica

(Sus scrofa domesticus).

3.1 Objetivos especificos
e Determinar la inmunolocalizacion de los factores de crecimiento FGF10 y
HGF en las células del endometrio durante el ciclo estral.
e Describir si la inmunolocalizacion del FGF10 y HGF es diferente en las
distintas estructuras histologicas uterinas durante la implantacion temprana
(11 a 20 dias de gestacion) y el ciclo estral.
e Describir si hay cambios histoldgicos en el tejido uterino conforme avanza el

ciclo estral y la implantacion temprana (11 a 20 dias de gestacion).
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Muestras

El experimento se realiz6 con el apoyo del Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Produccion Porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia (FMVZ), del Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIBO) UNAM y
del Instituto Nacional de Pediatria (INP).

Muestras de Utero provenientes de animales gestantes en los dias: 12 (D12), 16
(D16) y 18 (D18) y muestras de utero de animales en los dias 12, 17 y 21 del

ciclo estral fueron colectados de la siguiente manera:

Se seleccionaron dos cerdas nuliparas por cada dia a analizar de raza
York/Landrace propiedad del CEIEPP con las siguientes caracteristicas: que
hubieran presentado su primer estro a partir de los 6 meses de edad alcanzando
un peso vivo de 60 kg como minimo; se observo la manifestacion de los dos estros
subsecuentes como indicativos de un buen estado reproductivo. Para la deteccién
del estro se utiliz6 un macho celador. Una vez que se comprobd que todas las
hembras presentan ciclos estrales regulares fueron sometidas a un tratamiento de
sincronizacion con un progestageno de origen sintético (Altrenogest- Regumate®)
a una dosis de 20 mg cada 24 horas durante 18 dias.

Una vez concluido el tratamiento de sincronizacion, se diagnosticé el estro y se
realizd la inseminacién artificial transcervical a tiempo fijo, fijando como requisito
un peso vivo aproximado de 90 kg. Se utilizaron 3 dosis de semen fresco
(propiedad del CEIEPP) previamente evaluado a una concentraciéon de 300
millones de espermatozoides, las cuales se aplicaron a las cero, a las doce y a las
24 horas después de iniciada la presentacion el estro. El dia de la primera

inseminacion se contdé como dia cero.

Una vez cumplidos los dias de gestacién y del ciclo estral antes descritos (D12,

D18 y D22 de gestacion y D12, D17 y D21 del ciclo estral) los animales fueron
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enviados a rastro y se colect6 el tracto reproductivo completo, el cual fue llevado al
laboratorio.

En el laboratorio se eligi6 la tuba uterina destinada para tratamiento de fijacion con
Paraformaldehido 4% (PFA 4%) y se procedi6 a separarla del resto de las
estructuras a través de un corte lo mas cercano posible a la insercién del cuerno
uterino con el cuerpo del Gtero (Figura 21). Para este proyecto, se prefirio la tuba
uterina del lado mas desarrollado en comparacién con la otra, esto con el

propésito de encontrar el mayor numero de embriones posibles.

&

, o e - :
Figura 21. Utero de cerdo, 12 dias de gestacion. Se muestra el &rea de corte del cuerno

uterino.

El siguiente paso, fue la reseccion del ligamento ancho tratando de no involucrar

vasos sanguineos que contaminaran el tejido con sangre (Figura 22).

Para las cerdas con una gestacion de 12 dias, y una vez disecado el tejido, se
realiz6 un lavado pasando a través de la luz de la tuba uterina un aproximado de
100 mL de Amortiguador Fosfato Salino (PBS), con el objetivo de recolectar los
embriones que se encontraran flotando y asi, confirmar la gestacion (Figura 22).
Una vez colectados los embriones se abrieron las tubas uterinas
longitudinalmente, siguiendo una linea por el lado contrario de la insercién del
ligamento ancho, es decir, antimesometrialmente, de tal manera que no se dafo al
corte la zona de implantacién embrionaria (Figura 23). ¢®
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Figura 22. Derecha: Corte del ligamento ancho. lzquierdo: Lavado uterino con PBS
utilizado para colectar embriones de 12 dias de gestacion.

A los uteros provenientes de cerdas con gestaciones de 16 y 18 dias no se les
realiz6 un lavado uterino, en cambio, una vez expuesta la mucosa con la técnica
antes descrita (Figura 23) se observd la existencia de embriones. Debido al
estado de desarrollo de estos, son claramente visibles, en especifico, el
trofoblasto, que se pudo identificar como estructuras alargadas de color

blanquecino (Figura 23).

Igualmente, para las tubas uterinas de cerdas con 12, 17 y 21 dias de ciclo estral

se expuso la mucosa con la técnica mostrada en la Figura 23 sin realizar lavado.

Una vez expuesta la mucosa uterina, se colectaron muestras de tejido que
involucraran mucosa y muscular, en forma rectangular, de aproximadamente 1cm
de ancho por 2 cm de largo, de tal forma que las fibras musculares se presentaran

perpendicularmente al lado mas largo del rectangulo (Figura 24).
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Figura 23. Izquierda: Tuba uterina sin ligamento ancho, mostrando la ubicacién de este y
la zona de corte correcta para la exposicion de la mucosa endometrial y los embriones.
Derecha: Corte de tejido uterino con un desarrollo de 18 dias de gestacion mostrando la
posicion del trofoblasto que indica la presencia de un embrion.

Figura 24. Ejemplo de orientacién del corte que involucra trofoblasto, mucosa y muscular.

En los Gteros procedentes de cerdas de 12 dias de gestacion con coleccion
embrionaria previa y de cerdas sin gestacion (ciclo estral) se colectd la parte
central del tejido (Figura 25). Para el caso de cerdas con 16 y 18 dias de
gestacion se colectdé en donde fue evidente el desarrollo de los embriones, de tal
manera que, el muestreo involucr6 embrién y/o trofoblasto, endometrio y
miometrio (Figura 24). Se colectaron alrededor de 10 secciones por cuerno

uterino.
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Figura 25. lzquierda: Mapeo de embriones para los dias 16 y 18 de gestacion, las
muestras utilizadas fueron las centrales, que se muestran en color rojo, mientras que los
embriones de color blanco no se utilizaron. Derecha: En color azul se muestra la zona de
muestreo para tejido con 12 dias de gestacion y sin gestacion.

4.2 Procesamiento de muestras de tejido

Las muestras de tejido que se usaron como controles positivos (riibn humano,
rifién de rata y rifidn de cerdo), asi como las secciones de utero fueron fijadas con
PFA 4% en tubos coénicos de 50 mL por 24 horas a 4°C. En el caso del utero, se
apoyé la parte muscular del tejido sobre la pared de un abatelenguas con el
objetivo de mantener el endometrio lo mas extendido posible. Una vez terminado
el tiempo de fijacion, cada tejido se lavd con PBS, solucién en que cada muestra
permanecio por lo menos 24 horas a 4°C, hasta su inclusién en el procesador de

tejidos (histoquinette). ¢

Para la inclusion en parafina cada muestra de tejido se colocé en capsulas de
inclusion, y se ingresaron al histoquinette con el siguiente programa:
deshidratacion de tejidos en concentraciones de etanol de 70%, 80%, 96% y 100%
por 2 horas en cada uno. Posteriormente, las muestras fueron clareadas en una
solucién de 50%:50% xilol/etanol y 100% xilol por dos horas en cada una, seguido

de dos bafios de parafina a 56°C-63°C por dos horas.

Al término del programa del histoquinette, los tejidos fueron extraidos de las
capsulas y se montaron sobre paneles de aluminio (Figura 26). Con ayuda del
centro de inclusion de tejidos se formaron bloques de parafina. Finalmente, cada

blogue, con un tejido inmerso, fue cortado con un micrétomo en secciones de 5
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micras de grosor. Cada corte fue extendido en un bafio de flotacion de agua
destilada a 45°- 52°C y montados en laminillas gelatinizadas.

Para cada dia del ciclo estral y de la gestacion, asi como para los controles
positivos, se utilizaron 10 cortes de tejido por cada factor de crecimiento a
analizar. En el caso del tejido uterino y para este proyecto se eligio la muestra
colectada en la parte central del cuerno uterino para todos los dias del ciclo estral
y gestacion analizados (Figura 25). Asimismo, por la posicion en la que las
muestras fueron procesadas, en el corte histologico resultante se pudo observar

las capas muscular, mucosa y, segun el caso, trofoblasto.

=

panel d¢ alumini©

Figura 26. Posicion del tejido para inclusion en bloques de parafina.

4.2.1 Tincion Hematoxilina-Eosina
Previo a la realizacion de la técnica de inmunohistoquimica se realizaron tinciones
con Hematoxilina-Eosina (H-E) para visualizar los posibles cambios histoldgicos

en cada dia de gestacién o del ciclo estral estudiados.

Las secciones fueron desparafinizadas con xilol al 100% vy rehidratadas en
concentraciones decrecientes de etanol (100%, 96% y 70%) por 4 minutos en
cada solucién (Apéndice). Posteriormente, se lavaron con H,Ob y se realizé la
tincion H-E (Apéndice) (Figura 27).
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Figura 27. Tren de reactivos para desparafinizacion de laminillas previo a la tincion H-E.
Se muestran las laminillas dentro de una caja coplin de vidrio.

4.2.2 Técnica de inmunohistoquimica
El protocolo de inmunohistoquimica utilizado fue de tipo indirecto, basado en los
métodos de Nagy (2003).

Se probaron distintas diluciones para el anticuerpo primario en un rango desde
1/250 hasta 1/50, siendo esta ultima (la mas concentrada) la que rindié los

mejores resultados en el tejido de cerdo.
El protocolo que se siguié fue el siguiente:

1.- Desparafinizacion. Las secciones fueron desparafinizadas exponiéndolas a
60°C por 30 minutos y posteriormente a xilol 100% vy xilol-OH. Ademas, se
rehidrataron en concentraciones decrecientes de etanol (100%, 96% y 70%),

dejandolas durante 5 minutos en cada solucion (Apéndice).

2.- Exposicion de epitopes. Se realiz6 con el amortiguador citrato de sodio al

0.01M utilizando una olla de presiéon para microondas (Figura 28).
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Figura 28. lzquierda: Olla a presién para microondas utilizada junto con la solucién de
citratos durante la exposicion de los epitopes. Derecha: Se muestra las laminillas aun
expuestas en el citrato dentro de una caja coplin de plastico dentro de agua con hielo.

3.- Posteriormente se hidraté cada seccidn delimitada previamente con lapiz
hidrofébico (Pap pen) utilizando H,Ob Y PBS por 5 minutos (Figura 29).

Figura 29. Se muestran las laminillas con las secciones de tejido delimitadas y que seran
expuestas a PBS y al resto de elementos que componen la técnica de inmunohistoquimica.

4.- Preparacion de la solucién de bloqueo. La solucién de bloqueo esta compuesta
por Albumina de suero Bovino (BSA) (Euro Clone®, Albumin Fraction V
EMRO086050) al 10%, mas Suero de Burro (Jackson Immuno Research® Normal
Donkey Serum 017-000-121) en una dilucion 1/10. La solucion final tuvo una
proporciébn 1:1 usando como diluyente PBS-Tween para ambos reactivos

(Apéndice). La incubacion fue por 2 horas en camara humeda (Figura 30).
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Figura 30. Posicion de las laminillas dentro de la cdmara humeda. En el fondo de la
camara se deposita agua destilada.

5.- Incubacion con Anticuerpo primario (Ab 1°), FGF10 y HGF (Anti-HGF antibody
Abcam® ab24865/ anti-FGF-10 antibody MyBiosource® MBS551017) diluidos
1/50 en la solucién de bloqueo. La incubacion fue por 24 horas a 4°C y 24 horas a

temperatura ambiente.

6.- El siguiente paso fue realizar dos lavados de 5 minutos con PBS y dos lavados

de 5 minutos con PBS-Tween.

7.- Incubacion con el anticuerpo secundario (Ab 2°) a una concentracién de 1/200
usando como diluyente PBS-Tween. Ambos Ab 1° son anti-Rabbit, por lo que el
Ab 2° a usar fue Anti Rabbit biotinilado (Vector Laboratories ® BA-1000). La

incubacion fue por 2 horas.
8.- Lavado de cada seccion de tejido 3 veces con PBS-Tween por 5 minutos.

9.- Incubacion con Avidina-Biotina (AB) (Vector Laboratories® PK-6100). El
complejo AB se prepar6 con una hora de anticipacion bajo la siguiente proporcién:
para 1 mL en PBS-Tween: 2.5 pL de Ay 2.5 pyL de B. Dejar incubar por 1 hora a
temperatura ambiente.

10.- Cada seccion de tejido fue lavada 3 veces con PBS-Tween por 5 minutos.

11.- Revelado con Diaminobencidina (DAB) (Apéndice) (Figura 31).
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Figura 31. Reaccion y tincion resultante de la exposicion de los tejidos al revelado por
DAB

12.- Tincién de contraste (H-E) (Apéndice) (Figura 32).'

Figura 32. Laminillas a las que se les ha realizado la tincion de contraste y que son
expuestas a xilol.

Con la finalidad de evaluar la especificidad del anticuerpo secundario, el primer
anticuerpo fue sustituido por suero de conejo y la incubacion de IgG en sustitucion

de anticuerpo primario.
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Cuadro 1.- Anticuerpos y concentraciones utilizadas

Marca- Catalogo- Concentracién Concentracién por
Seccion
Anticuerpo primario
Factor de crecimiento de MyBiosource®MBS551017 1:50
fibroblastos 10 200ug/mL
Factor de crecimiento de Abcam ® ab24865 1:50
hepatocitos 200pg/mL
Anticuerpo secundario
Anti Rabbit biotinilado Vector Laboratories ® BA-1000 1:200
1.5mg/mL

4.3 Estandarizacion de anticuerpos primarios y controles
positivos
Previo a la realizacion de la inmunohistoquimica, en el tejido uterino se verifico

que los anticuerpos elegidos funcionaran correctamente a través de controles

positivos dirigidos al anticuerpo primario.

4.3.1 Estandarizacion para el anticuerpo de FGF10
El tejido control positivo utilizado para asegurar que el anticuerpo para FGF10

funcionaba correctamente fue rifion, esto de acuerdo a la ficha técnica del propio

anticuerpo y a la literatura, que comprueba su presencia en dichos tejidos. %3V

Con base en el control negativo que se muestra en la Figura 33, el tejido de rifién
de rata mostrd una sefial positiva de tipo citoplasmatica para el anticuerpo FGF10
ubicada en la zona de los tabulos colectores (Figura 34). Una vez comprobada la
presencia de FGF10 en rifibn de rata, se procedi6 a realizar el mismo
procedimiento pero en un corte de rifion de cerdo, con sefal positiva en zona de
tubulos colectores (Figura 34). Con ello, también se comprob6 que el anticuerpo
para FGF10 a utilizar funcionaba en tejido porcino sin problemas, sin embargo, la

intensidad del color de la sefial es menor.
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Figura 34. lzquierda: Fotomicrografia de corte de riion de rata 20X por
inmunohistoquimica para la localizacion de FGF 10 con sefial positiva ubicada en la zona
de los tabulos colectores (Flechas). Derecha: Fotomicrografia de corte de rifion de cerdo
20X con sefial positiva en zona de tabulos colectores (Flechas).

4.3.2 Estandarizacion para el anticuerpo de HGF
El tejido control positivo utilizado para asegurar que el anticuerpo para HGF

funcionaba correctamente fue rifion, esto de acuerdo a la literatura que comprueba

su presencia en el tejido. €032

Con base en el control negativo que se muestra en la Figura 35, el tejido de rifidén
de rata mostré una sefial positiva de tipo citoplasmatica para el anticuerpo HGF
ubicada en la zona de los tabulos colectores (Figura 36). Una vez comprobada la
presencia de HGF en rifidn de rata, se procedio a realizar el mismo procedimiento
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pero en un corte de rifidn de cerdo, con sefal positiva en zona de tubulos

colectores (Figura 36). Con ello, también se comprob6 que el anticuerpo para

HGF a utilizar funcionaba en tejido porcino sin problemas.

B
A 2

Figura 36. lzquierda: Fotomicrografia de corte rifidén de rata 20X al que se le aplicé la
técnica de inmunohistoguimica para la localizacién de HGF con sefial positiva ubicada en
la zona de los tubulos colectores (Flechas). Derecha: Fotomicrografia de corte de rifion de
cerdo 10X con sefial positiva en zona de tubulos colectores (Flechas).
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4.3.3 Controles positivos
Una vez comprobado que los anticuerpos primarios funcionaban correctamente,

se comprobo que el tejido uterino a analizar presentara un buen estado funcional
para la correcta ejecucion de la inmunohistoquimica, para ello, se utiliz6 como
anticuerpo primario al antigeno nuclear de células en proliferacion PCNA, tanto en
el tejido uterino (Figura 38) como en el tejido control positivo (riidon de cerdo
Figura 37) a su vez, este anticuerpo se utiliz6 como control positivo en todas las
inmunohistoquimicas realizadas, de tal forma que se aseguré el proceso de cada

una de ellas.

Figura 37. Fotomicrografia de corte de rifion de cerdo 10X por' ihr’r]u‘nohistoquimica con EDTA
para la identificacién de la proteina PCNA con sefial positiva de tipo nuclear en las células de los
tubulos colectores (Flecha).

Figura 38. Fotomicrografia de corte de Gtero 12 dias de Gx 20X por inmunohistoquimica para la
identificacion de la proteina PCNA con sefial positiva de tipo nuclear en las células ubicadas en el
tejido conjuntivo laxo areolar (Flechas).
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5. ANALISIS DE RESULTADOS.

5.1 Caracterizacion histologica
Para determinar las diferencias histolégicas encontradas al comparar cada dia de

ciclo estral o gestacion a través de la tincion H-E, a cada corte de tejido tefiido se
le tomaron fotomicrografias digitales que posteriormente se analizaron a traves del
software Imagej. Para ello, cada seccion de tejido se dividié en: diferencias en
epitelio de revestimiento, diferencias en zona subepitelial, y limites entre mucosa y

muscular.

Se le denomina zona subepitelial al espacio ocupado por el tejido conjuntivo

ubicado entre el epitelio de revestimiento y la presentacion de las glandulas.

A través de la calibracion de imagenes usando Imagej se pudieron medir
longitudes totales tanto del endometrio como del miometrio, asi como de la zona

subepitelial, la zona glandular y el diametro de los vasos sanguineos.

Para el analisis del nUumero de glandulas y vasos sanguineos, se determind un
area compatible con un campo de una fotomicrografia tomada a 10X. De esta
manera se determiné un area de 240,000pum? (0.24mm?).

Dentro del area cuadrante de andlisis existen estructuras que cruzan la linea
limite, por lo que se contabilizaron las estructuras que cruzan las lineas izquierda
e inferior, mientras que se descartaron estructuras que cruzaran la linea derecha e

superior (Figura 39).

Se contabilizaron el numero total de vasos sanguineos por area, pero también se
determiné a través de la medicion de longitudes los vasos sanguineos superiores
a 20 micras de diametro, es decir, vasos sanguineos superiores a los capilares

sanguineos.®?

Todas las mediciones y conteos finales son medias de una muestra acompafadas

con el error estandar.
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Figura 39. Campo de 0.24 mm?. Los circulos delimitan glandulas que cruzan las lineas del
cuadrante. Las estructuras que cruzan la linea izquierda e inferior se contabilizan (circulos
amarillos), mientras que las que cruzan las lineas derecha y superior se descartan (circulos
rojos).

5.2 Inmunohistoquimica

Una vez que aseguramos que la técnica, tejidos y reactivos funcionaran
correctamente se procedi6 a la realizacion de la inmunohistoquimica para
identificar la presencia y localizacion de los factores de crecimiento FGF10 y HGF
en los tejidos de Utero a analizar, es decir, tejidos uterinos de 12, 17 y 21 dias del
ciclo estral, asi como de los dias 12, 16 y 18 de gestacion.

Al igual que para la caracterizacion histologica, se tomaron fotomicrografias
digitales, por cada dia de ciclo estral y gestacion. Las tomas en 10X se analizaron

a través del software ImajeJ con la herramienta multipuntos.

Para la evaluacion de la sefal, el tejido se dividié en 3 secciones: zona muscular,
zona glandular y zona epitelio de revestimiento. En cada una de estas se expresé
en un conteo de 100 estructuras cuantas presentaban sefal. Las estructuras que

se contaron por seccion fueron:

e Zona muscular: Numero de nudcleos tefiidos por cada 100 células.

e Zona subepitelial: Niomero de nucleos localizados en el tejido conjuntivo
laxo areolar adyacente al borde basal de las células epiteliales de
revestimiento tefiidos por cada 100 células.

e Zona glandular: Numero de glandulas tefiidas por cada 100 glandulas
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En el caso de las células del epitelio de revestimiento y glandular, al presentar una
sefial de tipo citoplasmatica, también se describe de forma cualitativa como sefial

ligera, moderada o sefial intensa.®¥

Cabe destacar que las evaluaciones son independientes entre los dos factores de
crecimiento analizados, esto debido a que la estandarizacion del anticuerpo
primario mostré que el FGF10 emite una sefial mas intensa que el HGF en tejido

de cerdo. ©®®
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion histoldgica

6.1.1 Longitud del endometrio y del miometrio en el ciclo estral

Como primera observacion de los cortes histologicos del ciclo estral en el area de
estudio analizada se obtuvo que el grosor del endometrio aumenta del dia 12 del
ciclo al dia 21, pasando de 744+4 micras, a una media de 2682+73 micras. Al
contrario, el miometrio pasa de 2066+37 micras a una media de 1198+14 (Figura
40).
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Figura 40. Fotomicrografia de corte de utero 17 dias CE (lzquierda) y 21 dias CE
(Derecha) a 2.5X en tincién H-E. Comparacion entre dos dias del ciclo que muestra como
el grosor del miometrio disminuye en el dia 21 del ciclo. M: Miometrio E: Endometrio

Lo anterior tiene impacto y relacion con el numero de glandulas y vasos

sanguineos por area que se analizan mas adelante.

6.2.1 Histologia del endometrio durante el dia 12 del ciclo estral
Durante este dia del ciclo, el epitelio de revestimiento se observd de tipo simple

cilindrico en la mayor parte de la superficie, a pseudoestratificado (Figura 41). El
namero celular en esta zona no es muy alto en comparacion con los estadios de
ciclo estral (CE) y gestacion (Gx) que se presentan mas adelante. Notese la

ubicacion de las glandulas con respecto a los vasos sanguineos.
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Figura 41. Fotomicrografia de corte de Utero 12 dias CE a 20X en tincion H-E.
1. Epitelio de revestimiento simple cilindrico 2. Ldmina propia submucosa 3. Glandulas
endometriales 4. Vaso sanguineo mayor a 100 micras de didmetro 5. Vaso sanguineo por
encima de las 20 micras de diametro.

La zona subepitelial ocupa un menor espacio en comparacién con la zona
glandular (Figura 42). A su medicién el resultado fue: 119+10 micras contra
665126 micras en promedio, respectivamente. Se observan 41+4 glandulas en un
area de 0.24mm?. Dichas glandulas se presentan en forma enroscada (forma de
dona) en la parte central del corte, mientras que las glandulas localizadas cerca de
la zona subepitelial y en los limites entre la mucosa y la muscular tienen forma
contorneada (plegada). Una media de 20+4 vasos sanguineos en un area cercana
a la luz uterina de 0.24mm? fueron contabilizados, de los cuales, solo 9+2 miden
mas de 20 micras de longitud, alcanzando, individualmente medidas de hasta 101

micras de diametro.
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Figura 42. Fotomicrografia de corte de Utero 12 dias CE a 10X en tincion H-E.
1. Zona subepitelial 2. Glandula contorneada 3. Glandula enroscada.

6.2.2 Histologia del endometrio durante el dia 17 del ciclo estral
El epitelio va desde cilindrico simple a pseudoestratificado, siendo este ultimo el

de mayor prevalencia. Esta variacion depende de la disposicion de las estructuras
subepiteliales. Por ejemplo, se observaron ciertas zonas en donde las glandulas
endometriales se desplazan hacia la zona muscular y los vasos sanguineos hacia
el epitelio de revestimiento. En estas zonas el epitelio de revestimiento se observa
pseudoestratificado, sobre todo en los plegamientos de tejido donde se presenta
con un mayor desarrollo, esto es, con una apariencia de un epitelio mas alto
(Figura 43).

La zona subepitelial permanece menor en comparacion con la zona glandular,
midiendo 451+29 micras contra 1587+32 micras, respectivamente, sin embargo, el
namero de glandulas disminuye, observdndose una media de 1845 glandulas en
0.24mm? (Figura 44), e incluso en zonas cercanas a la luz uterina no hay
presencia de glandulas, como se muestra en la figura 43. Se observa un ligero
aumento de vasos sanguineos, logrando una aparicién de 22+3 vasos en un area
de 0.24mm? cerca de la luz uterina, de los cuales una media de 7+1 alcanzan
diametros mayores a 20 micras, pudiéndose observar longitudes de hasta 171
micras de diametro. La localizacion de los vasos sanguineos mayores alcanza a la
zona subepitelial, sobre todo en zonas cercanas a la luz que carecen de glandulas
(Figura 44).
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Figura 43. Fotomicrografia endometrio 17 dias CE a 20X en tincion H-E. Notese que no
hay presencia de glandulas endometriales. 1. Epitelio de revestimiento pseudoestratificado
2. Plegamiento de tejido con un epitelio de revestimiento mas alto.

Figura 44. Fotomicrografia endometrio 17 dias CE a 10X en tincién H-E. Los vasos
sanguineos presentan un mayor calibre y alcanzan a la zona subepitelial (flechas), mientras
que las glandulas disminuyen su namero.

6.2.3 Histologia del endometrio durante el dia 21 del ciclo estral
Los plegamientos del tejido durante el dia 21 del CE son méas pronunciados,

alcanzando medidas superiores a las 1000 micras. El epitelio de revestimiento se
observa psudoestratificado con células muy altas en comparacién con otros dias
del ciclo estral analizados hasta ahora (Figura 45). Los vasos sanguineos parecen
alinearse por debajo del borde basal epitelial. Cabe destacar que las zonas de

plegamientos carecen de glandulas (Figura 45).
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Figura 45. Derecha: Fotomicrografia plegamientos de tejido 21 dias CE a 20X en tincion H-E.
Plegamiento de tejido 1. Epitelio de revestimiento pseudoestratificado. 1zquierda: Fotomicrografia

de corte de Utero 21 dias CE a 10X en tincion H-E. Plegamiento de tejido. Los vasos sanguineos
parecen alinearse por debajo del borde basal de las células epiteliales (Flechas).

También existen areas sin plegamientos, en donde el epitelio de revestimiento

pesudoestratificado no parece tener un numero celular alto (Figura 46).

Figura 46. Fotomicrografia endometrio 21 dias CE a 20X en tincion H-E. Zona sin
plegamiento. 1. Epitelio de revestimiento 2. Lamina propia submucosa 3. Zona glandular.

La zona subepitelial, en zonas fuera de pliegues endometriales, mide 36521
micras contra 1624+30 micras de la zona glandular. Por su parte, los plegamientos
alcanzan una media alrededor de las 1000 micras.

El nimero de glandulas en un area de 0.24mm? sigue disminuyéndose,
alcanzando en este dia una media de 11+2 (Figura 47). Los vasos sanguineos en
el &rea antes mencionada y cerca de la luz uterina alcanzan un nimero medio de

18+1, pero solo 13+1 alcanzan un diametro mayor a las 20 micras de longitud. En
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un corte con un objetivo menor, se puede apreciar el gran desarrollo de los vasos

sanguineos en toda la mucosa endometrial (Figura 45).

Figura 47. Fotomicrografia endometrio 21 dias CE a 10X en tincion H-E. El cuadrado
marca el area aproximada de 0.24mm? en donde se puede apreciar una disminucion en el
numero de glandulas.

Figura 48. Fotomicrografia de corte de Gtero 21 dias CE a 2.5X en tincion H-E. Las
flechas indican el gran desarrollo de vasos sanguineos, algunos, incluso alcanzan la mitad
del espacio de la mucosa endometrial. M: Miometrio E: Endometrio

6.1.4 Histologia del endometrio durante el dia 12 de gestacion
La totalidad de la superficie que ocupa el epitelio de revestimiento se observa de

tipo pseudoestratificado, con un nimero celular que da la apariencia de un tejido
mas desarrollado. Ademas, los vasos sanguineos parecen proliferar y localizarse

justo por debajo del epitelio de revestimiento (Figura 49).
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Figura  49. Fotomicrografia endometrio 12 dias Gx a 20X en tincion H-E.
1. Epitelio de revestimiento pseudoestratificado 2. L&mina propia submucosa Flechas:
Vasos sanguineos rodeando el borde basal de las células epiteliales.

El nimero de glandulas en un area de 0.24mm? depende de la zona del
endometrio a analizar, ya que, existen zonas con una media de 31+3 glandulas,
mientras que en otras zonas la media solo alcanza las 12+2 glandulas. En general,
se observa que en zonas cercanas al limite entre el endometrio y miometrio el

namero de glandulas es mayor que cerca de la luz uterina (Figura 50).

Las glandulas endometriales se van desplazando hacia la muscular conforme los
plegamientos del tejido aparecen para formar vellosidades. Esto implica el
aumento de la zona subepitelial, desde una media de 9916 micras a 518+14

micras en zonas de desarrollo de plegamientos (Figura 51).

Los vasos sanguineos fuera de vellosidades uterinas y que estan cerca de la luz,
crecen, alcanzado un niimero de 16+1 vasos sanguineos en un area de 0.24 mm?,
de los cuales, 911 tienen diametros superiores a las 20 micras. Individualmente se
observan vasos superiores a las 300 micras de longitud localizados muy cerca del

epitelio de revestimiento.

Finalmente, las vellosidades uterinas (plegamientos de tejido), desarrollan
interdigitaciones que también carecen de glandulas, y en su lugar hay una gran
proliferacion de vasos sanguineos. Vasos de menor tamafo (diametro medio de

11+1 micras) rodean el borde basal del epitelio de revestimiento, mientras que los
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vasos con un calibre mayor (diametro medio de 37+4 micras) se encuentran en el

centro de la interdigitacion (Figura 52).

Figura 50. Fotomicrografia de corte de utero 12 dias Gx a 2.5X en tincion H-E. La linea
de color negro delimita una zona cercana a la muscular en donde el nimero de glandulas es
mayor que las zonas mas cercanas a la luz uterina, marcada con la linea de color rojo.
M: Miometrio E:Endometrio

Figura 51. Fotomicrografias endometrio 12 dias Gx a 10X en tincion H-E. Las glandulas
endometriales son desplazadas a la zona muscular conforme se desarrollan los
plegamientos de tejido (fecha), mientras que los vasos sanguineos proliferan cerca del
epitelio de revestimiento y la zona subepitelial aumenta (corchetes).
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Figura 52. Fotomicrografia interdigitacion de vellosidad uterina 12 dias Gx a 10X en
tincion H-E. Vellosidad uterina. Vasos sanguineos pequefios rodean la cara basa de las
células epiteliales de revestimiento, mientras que vasos sanguineos de un mayor calibre se
ubican en el centro de la vellosidad.

6.1.5 Histologia del endometrio durante el dia 16 de gestacidn
El epitelio de revestimiento se observa de cilindrico simple, a pseudoestratificado,

esto quiere decir que parece de un disefio mas simple comparado con el dia 12 de
Gx. Las glandulas endometriales parecen desplazadas totalmente hacia el
miometrio, aumentando la longitud de la zona subepitelial a 639+37 micras con
respecto a 542+24 micras de la zona glandular (Figura 53). Las glandulas
endometriales, entonces, se agregan cerca del miometrio, contabilizando una
media de 35+4 glandulas en 0.24mm?. Al igual que en el dia 12 de gestacién, una
banda de células correspondientes al tejido conjuntivo laxo areolar se agregan

justo por debajo de las células epiteliales (Figura 53).

A pesar de que los plegamientos de tejido existen, en su periferia no presentan
interdigitaciones de tejido como en el dia 12 de gestacién, dando la apariencia de
un tejido mas sencillo. De hecho, a la medicién de la longitud del endometrio, se
obtuvo que para el dia 12 de gestacion, este mide 4345+48 micras, mientras que
en el dia 16, solo mide 1853+78 micras (Figura 54).

El nimero de vasos sanguineos en un cercanos a la luz uterina y en un area de
0.24mm? es de 7+2, de los cuales 6+2 son mayores a 20 micras de longitud.

Individualmente se observaron vasos con diametros de hasta 134 micras.
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Figura 53. Fotomicrografia endometrio 16 dias Gx a 10X en tincién H-E. 1. Epitelio de
revestimiento 2. Zona subepitial 3. Zona glandular Flecha. Células del tejido laxo areolar.
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Figura 54. Arriba: Fotomicrografia de corte de utero 12 dias Gx a 2.5X en tincion H-E Abajo:
Fotomicrografia de corte de Gtero 16 dias Gx a 2.5X en tincion H-E. En ambas fotomicrografias el

circulo delimita un plegamiento de tejido, mientras que la flecha indica la interdigitacion de tejido
en la periferia del plegamiento.
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6.1.6 Histologia del endometrio durante el dia 18 de gestacion
El epitelio de revestimiento que se presenta es de tipo pseudoestratificado. Las

células del tejido conjuntivo de la lamina propia ya no aparecen en forma de

banda, en cambio, tienen una disposicidon mas generalizada (Figura 55).

T
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Figura 55. Fotomicrografia interdigitacion vellosidad uterina 18 dias Gx a 20X en tincion
H-E. 1. Epitelio de revestimiento pseudoestratificado 2. Zona subepitelial Flecha. Células
del tejido conjuntivo laxo areolar.

Las glandulas endometriales permanecen desplazadas hacia la zona muscular,
observandose una media de 37+2 glandulas en 0.24mm?. Los plegamientos de
tejido se visualizan mas pronunciados que en el dia 16 de Gx, estos no presentan
glandulas, e incluso, se pudieron observar interdigitaciones en la periferia de los

mismos, semejantes a los presentes dia 12 de Gx (Figura 56).

El nimero de vasos sanguineos en un area de 0.24mm ? cerca de la luz uterina es
de 81, de los cuales 6+1, tienen diametros mayores a 20 micras. Individualmente,
se pudieron localizar vasos con longitudes de hasta 271 micras. En la zona de
interdigitaciones predominan los vasos sanguineos menores con un diametro

medio de 20+2 micras.
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Figura 56. Fotomicrografia vellosidad uterina 18 dias Gx a 10X en tincion H-E. 1. El
circulo delimita la ubicacion de un plegamiento de tejido, mientras que las flechas indican
las interdigitaciones de los mismos.

Cuadro 2. Numero de glandulas y vasos sanguineos encontrados en los distintos dias de
ciclo estral y gestacion analizados.

Vasos sanguineos area*
DIA Epitelio Glandulas Totales 220pm Mayor
area* didmetro calibre pm
12CE Simple cilindrico 4144 204 942 101
17CE | Simple cilindrico a 18+5 22+3 7£1 171
pseudoestratificado
21CE | Pseudoestratificado 11+2 18+1 13+1 149
12 Gx | Pseudoestratificado (M**) 31+3 16+1 9+1 300
(L***)12+2
16 Gx | Simple cilindrico a 354 7+2 612 134
pseudoestratificado
18 Gx | Pseudoestratificado 37+2 8+1 6+1 271
*Area: 0.24mm* M **Hacia el miometrio ***Hacia la luz uterina

6.2 Localizaciéon del FGF 10 y HGF en el utero de cerdo durante la

ventana de implantacion
Con base en los controles negativos (Figura 57), a continuacion se presentan los

resultados de la expresion del FGF10 y del HGF en los distintos dias analizados.

A BT \
) o/ N\
) h2y .

LAY \E A\
R R \

Figura 57. Fotomicrografias control negativo utero. Derecha: FGF10 20X. Izquierda: HGF 10X.

59




6.2.1 FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS 10 (FGF10)

Dia 12 del ciclo estral
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Dia 17 del ciclo estral

Figura 61. Fotomicrédraﬁa zona muscularﬁ 17dias CE 10X
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Figura 62. Fotomicrografia zona glandular 17dias CE 10X
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Sefial citoplasmatica granular
tenue con sefial mas intensa
en un polo glandular (Flecha
negra). Glandulas hacia la luz
uterina: Sefial citoplasmatica
moderada con reforzamiento
membranal en el borde apical
y lateral. Asi como sefal
extracelular (Flecha azul)
100/100 glandulas.
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Figura 63. Fotomicrografia epitelio de revestimiento 17dias
CE 10X

Epitelio de revestimiento
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Sefal citoplasmatica
moderada con reforzamiento
membranal en el borde apical
y lateral celular (Flechas

negras)

Células del tejido conjuntivo
subepitelial

Sefal nuclear.

43/100 células (Flecha roja)
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Dia 21 del ciclo estral
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Sefal nuclear
Media: 58/100 células

La sefial ha disminuido en
comparacion con el dia 17 del
ciclo

Qlandular

\
\';_{

Sefal citoplasmatica
homogénea intensa. La sefial
se observa de forma
generalizada en la superficie
total de las glandulas
endometriales.

100/100 glandulas.

Flgura 66 Fotomlcrografla epltello de revestlmlento 21d|as
CE 20X

Epitelio de revestimiento

Senial C|t0plasmat|ca
homogénea intensa con
reforzamiento membranal en
el borde apical (Flecha negra)

Células del tejido conjuntivo
subepitelial

Sefial nuclear.

54/100 células (Flecha roja)
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Dia 12 de gestacion
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Figura 67. Fotomicrografia zona muscular 12 dias Gx 10X
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Figura 68. Fotomicrogrz{fl’a zona

glanélular 12 dias GXIZOX
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Glandulas hacia el miometrio:
Sefial citoplasmatica granular
tenue con reforzamiento
membranal en la pared basal
y lateral glandular, (Flecha
negra). Glandulas hacia la luz
uterina: Sefial citoplasmatica
granular moderada con
reforzamiento lateral y basal
glandular, asi como sefial
extracelular (Flecha azul)
100/100 glandulas.
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Figura 69. Fotbmicrograﬁa epitelio de revestimie

Gx 10X

nto 12 dias

Epitelio de revestimiento
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Sin sefial (FI‘echa negfa)

Células del tejido
conjuntivo subepitelial

Sefial nuclear (Flecha roja)
100/100 células
Sefal extracelular en la

lamina basal (Flecha verde)
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Zona de plegamiento de tejido
Epitelio de revestimiento
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Figura 70. Fotomicrografia zona de desarrollo de
plegamiento uterino dia 12 de Gx 10X
Vellosidad uterina
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Sefial nuclear (Flecha roja)

Sefial citoplasmatica granular intensa
con reforzamiento en el borde apical y
lateral celular (Flecha negra).

Células del tejido conjuntivo
subepitelial de la vellosidad

XA

A

Nétese como se agregan las células del
tejido conjuntivo dentro de toda el area
ocupada por la digitacion de la
vellosidad.
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Dia 16 de gestacién
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Figura 72. Fotomicrografia zona muscular 16 dias Gx 10X

Muscular
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Sefal nucléar
Media: 21/100 células
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Figura 73. Fotomicrografia zona glandular 16 dias Gx 10X

Glandular

Glandulas hacia el miometrio:
Sefial citoplasmatica granular
tenue, con sefial mas intensa
en un polo glandular, ademas
de reforzamiento membranal
en el borde basal celular, asi
como sefal extracelular en la
luz glandular (Flecha negra).
Glandulas hacia la luz uterina,
sefal extracelular en la luz
glandular (Flecha roja) o sefial
homogénea intensa (Flecha
azul).
100/100 glandulas.
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Figura 74. Fotomicrografia epitelio de revestimiento 16 dias | Sefial negativa (Flecha negra)
a citoplasmaética granular

Gx 10X

moderada lateral en zonas

donde se desarrollan

plegamientos de tejido
(Flecha azul)

Células del tejido conjuntivo
subepitelial

Sefial nuclear.
43/100 células (Flecha roja)
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intensa con reforzamiento
membranal apical y lateral
celular

idad uterina 16 dias de Gx
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Dia 18 de gestacion
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Senal C|toplasmat|ca granular
moderada (Flecha negra)
Sefial citoplasmatica granular
tenue con reforzamiento
membranal basal y sefal
extracelular glandular (Flecha
azul)

100/100 glandulas

Figura 78 Fotomlcrografla veII03|dad uterlna 18 dlas Gx 20X

Epitelio de revestimiento en
plegamientos de tejido
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f)' k , % ;')‘J
Senal C|toplasmat|ca granular
moderada con reforzamiento

membranal en el borde apical
y basal celular (Flecha negra)

Células del tejido conjuntivo
subepitelial
Sefial nuclear. Células
dispersas adyacentes a las
células epiteliales de
revestimiento.
63/100 células (Flecha azul)
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6.2.2 FACTOR DE CRECIMIENTO DE HEPATOCITOS (HGF)

Dia 12 del ciclo estral
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Flgura 79. Fotomlcrografla zona muscular 12 dias CE 10X

Muscular

Sefial nuclear
Media: 5/100 células
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Figura 80. Fotomlcrograﬁ Z0 na glandular 12 d E 10X
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Figura 81. Fotomlcrografla epitelio de revestimiento 12 dias
CE 10X
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Dia 17 del ciclo estral
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Figura 83.Fotomicrografia zona glandular 17 dias CE 10X
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Figura 82. Fotomicrografia zona muscular 17 dias CE 10X
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Figura 84. FOtomicrograﬁa epitelio de revesﬁmientd 17 dias
CE 10X
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Sefial citoplasmatica granular

tenue, sobre todo en zona de

plegamientos de tejido
(Flechas negras)

Células del tejido conjuntivo
subepitelial

Sefal nuclear (Flechas rojas)
Media: 34/100 células
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Dia 21 del ciclo estral
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Figura 85. Fotdmicrografia zona muscular 21 dias CE 10X
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Figur‘a 86. Fotomicrdgraﬁa zona glandular 21 dias CE 10X
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Sefal nuclear mas sefal
citoplasméatica homogénea

moderada
Media: 78/100 glandulas
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negra)

Células del tejido conjuntivo
subepitelial

Sefal nuclear (Flechas rojas)
Media: 47/100 células

70




Dia 12 de gestacion
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Figura 88. Fotomicrografia zona muscular 12 dias Gx 10X
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Figura 91. Fotomicrografia zona de plegamiento uterino dia
12 de Gx 10X
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Sefal citoplasmatica
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reforzamiento membranal
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.Figura 92 Vellosidad utefiha 12 dias de Gx 10X
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Sefal citoplasmatica
homogénea tenue con
reforzamiento membranal
apical
Células del tejido
conjuntivo subepitelial

Sefial nuclear (Flecha roja)

Notese como se agregan las
células del tejido conjuntivo
dentro de toda el area
ocupada por la digitacién de
la vellosidad.
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Dia 16 de gestacion
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Figura 94. Fotomlcrograﬂa zona glandular 16 dias de Gx 10X

Glandular
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Glandulas hacia el miometrio:
Sefial nuclear (Flecha negra)
Glandulas hacia la luz uterina:
Sefal nuclear mas sefal
citoplasmética homogénea
moderada (Flecha azu)
Media: 70/100 glandulas

Figura 95, 'Fotomlcrografla epltello de revestlmlento de
plegamiento de tejido 16 dias Gx 20X
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Sefial citoplasmatica granular
tenue mas reforzamiento
membranal lateral y apical

(Flecha negra)

Células del tejido conjuntivo
subepitelial

Sefial nuclear (Flecha rojas)
Media: 24/100 células

73



Dia 18 de gestacion
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Figura 96. Fotomicrogréﬁ'a zona muscular 18 dias de Gx 10X
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Glandulas cercanas al
miometrio: Sefial nuclear
(Flecha negra)
Glandulas hacia la luz uterina:
Sefial nuclear mas seiial
citoplasmética homogénea
tenue (Flecha azu)

Media: 65/100 glandulas
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Figura{ 98. Fotomicrografia epitelio de revestimiento de
plegamiento de tejido 18 dias Gx 10X

Epitelio de revestimiento de
los plegamientos de tejido
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Senfial citoplasmética tenue con
reforzamiento membranal
lateral y apical (Flechas
negras)

Células del tejido conjuntivo
subepitelial
Sefal nuclear (Flecha roja)
Media: 19/100 células
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Cuadro 3. Distribucion de la sefial en las distintas estructuras histologicas por factor de
crecimiento durante el ciclo estral

ZONA

¢ Ndcleos con sefal

e Glandulas con sefial

FGF10

HGF

17CE

17CE

21CE

e Citoplasmatica M T (MI) | M(EP) M
M (EP)

e Nuclear v v v

e Membranal v/ (EP)

e Extracelular v (EP) v (EP)

¢ Ndcleos con seal ++ ++ ++ + + ++
Células epiteliales de revestimiento

e Citoplasmatica M M I I T M

e Membranal v v v

- sin sefal
+/- 1 a 10 esctructuras

+ 11 a 40 estructuras
++ 41 a 70 estructuras

+++ 71 a 100 estructuras

MI: estructuras hacia el miometrio

EP: estructuras hacia la luz uterina (Epitelio de

revestimiento)

T: sefial tenue

M: sefial moderada
I: Sefial intensa




Cuadro 4. Distribucion de la sefial en las distintas estructuras histologicas por factor de
crecimiento durante la gestacion temprana.r

ZONA

¢ Nucleos con sefal

FGF10

HGF

12Gx

16Gx 12Gx

16Gx

e Glandulas con senial +++ +++ +++ +++ ++ ++

e Citoplasmética T (MI) T (MI) ToM T(EP) M(EP) T(EP)
M(EP) M(EP)

e Nuclear v v v

e Membranal 4 4 v

e Extracelular v (EP) v v

¢ Nucleos con sefial +++ ++ ++ ++ + ++
Células epiteliales de revestimiento*
e Citoplasmatica - - - - - -
VELLOSIDADES UTERINAS
Células epiteliales de revestimiento
e Citoplasmatico I M M T T T
e Membranal v v v v v v

- sin sefial
+/- 1 a 10 esctructuras

+ 11 a 40 estructuras
++ 41 a 70 estructuras

+++ 71 a 100 estructuras

MI: estructuras hacia el miometrio

EP: estructuras hacia la luz uterina (Epitelio de

revestimiento)
T: sefal tenue
M: sefial moderada

I: Sefial intensa




7. DISCUSION

7.1 Cambios histolégicos y patrones de sefializacién de FGF10y
HGF en el ciclo estral
De forma integral, la presencia de las proteinas FGF10 y HGF en el utero de cerda

empiezan a aumentar conforme los dias del ciclo, asi, tenemos una expresion
menor en el dia 12 y una expresibn maxima para el dia 21. Este patron de
expresion coincide con estudios realizados por Chen Chen et al (2000), quienes
buscaron al HGF y al FGF10 en endometrio de borregas utilizando la técnica de
PCR. Ellos reportan para HGF una disminucion en los dias 7 al 13 del ciclo estral,
para luego incrementar en el dia 15, y para FGF10 un aumento en el dia 5 del
ciclo que se mantiene hasta el dia 15. 537

Los cambios en la presencia e intensidad de la sefal para FGF10 y HGF estan
relacionados con la zona histoldgica analizada. Bajo esta premisa, tenemos que
en el dia 12 del ciclo estral el epitelio de revestimiento es cilindrico simple, pero
para el dia 17 del ciclo el patrén histologico en el epitelio parece relacionarse con
la disposicion de las estructuras subepiteliales. De hecho, se observaron zonas en
donde las glandulas endometriales se desplazan hacia la zona muscular y los
vasos sanguineos hacia el epitelio de revestimiento el cual es pseudoestratificado,

seflalando una posible proliferacion celular epitelial.

Es probable que el patron de expresion de los factores de crecimiento (FC)
estudiados, corresponda con la dinamica en la morfologia del epitelio de
revestimiento. Mientras que en el dia 12 el FGF10 presenta una sefial
citoplasmatica moderada, para el dia 21 del ciclo la sefal citoplasmética es
intensa. Al contrario de FGF10, HGF muestra en el dia 12 una sefial homogénea
intensa, pero para el dia 17 la sefal disminuye, sin embargo, para el dia 21 del
ciclo hay un repunte de produccion de ambos FC (FGF10 y HGF) que corresponde
con un epitelio muy desarrollado, con células muy altas y abundantes en
disposicion pseudoestratificada y con vasos sanguineos igualmente, en desarrollo

y en proliferacion que han tomado una localizacion subepitelial o0 muy cercana a
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ella. Con lo anterior se puede inferir que tanto HGF en el dia 12 como FGF10 en el
dia 21, podrian estar involucrados tanto en la proliferacion como en la
angiogénesis celular. De hecho, ha sido documentado que HGF y FGF7, miembro
de la misma familia del FGF10, actuan promoviendo proliferacion y diferenciacion
celular. Adicionalmente, HGF se ha reportado como factor angiogénico, pues en
un medio hipoxico, por ejemplo, en el centro de un tumor en crecimiento tanto in
vitro como in vivo se activa su receptor c-MET; he interesantemente es un
mecanismo similar por el que se activa el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEFG). =39

En la zona subepitelial se observa la presencia de un conjunto de células
estromales cuya agrupacién se encuentra muy cercana a la ldmina basal de las
células epiteliales de revestimiento y que son evidenciadas por la tincién de sus
ndcleos. Estas células estromales presentan una sefial de tipo nuclear para ambos
FC analizados. Asi, en esta zona, HGF es predominante en el dia 21 del ciclo
estral, mientras que FGF10 lo es en los tres dias del ciclo analizados (12, 17 y 21
dias). Cabe recordar que tanto HGF como FGF10 se han reportado como factores
producidos por células estromales cuya funcién es mediar la interaccién de forma
paracrina con el epitelio de revestimiento. La participacion de estos FC dentro del

nucleo de las células subepiteliales se detalla mas adelante. 849

Mientras tanto, en la zona glandular el patrén histoldgico y de sefalizacién de FC
parece aumentar conforme los dias del ciclo estral, sobre todo en las glandulas
localizadas cerca de la luz uterina, en donde, tanto para FGF10 como para HGF
se presenta sefial extracelular glandular. Este hecho también pudo observarse en
el endometrio de borregas a través de la técnica de hibridizacion in situ, en donde
la expresion del mMRNA c-MET en las glandulas cercanas a la luz fue similar a la
expresion por el epitelio luminal pero menor en las glandulas cercanas al

miometrio. ®®
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7.2 Cambios histoldgicos y patrones de sefializacién del FGF10y

HGF en gestacion temprana
Cuando se suma la sefal total presentada en las distintas zonas histolégicas del

endometrio podemos concluir que la localizaciéon de la proteina del FGF10 se
mantiene en un nivel alto de expresion durante el dia 12 y 16 de gestacion,
mientras que para HGF su localizacion es moderada en el dia 12 y en el dia 16.
Sin embargo, para ambos FC su sefializacion disminuye en el dia 18. Estos
resultados coinciden con lo reportado por Chen Chen et al (2000) para el caso de
HGF y Hakhyun Ka et al (2000) para FGF10, ambos investigadores buscando la
expresion de mRNA. 640

En los andlisis histolégicos durante los dias de gestacion temprana se observo
que la clave en el desarrollo y localizacion de estructuras histoldgicas, asi como en
la distribucién e intensidad de la sefial de los FC, fueron las proliferaciones
endometriales que dan la apariencia de vellosidades uterinas, y que estuvieron
presentes desde el dia 12 de gestacion. Estas proliferaciones endometriales
podrian estar implicadas directamente con el proceso de implantacion
embrionaria, por ejemplo: el epitelio de revestimiento en el dia 12 de gestacién se
observd pseudoestratificado, pero interesantemente en el dia 16 de gestacion
parece tener una regresion hacia cilindrico simple, excepto en las zonas donde se
presentan vellosidades, que permanecio pseudoestratificado. Esta permanencia
puede ser explicada gracias a los trabajos de Vibeke Dantzer et al (1985) en
donde a través de microscopia electronica se pudo observar que en muestras
uterinas de cerdo estas prolongaciones endometriales son cubiertas por las
prolongaciones o vellosidades coridnicas, por lo que se puede inferir que las
elongaciones en el endometrio son el sitio de interaccion basico con el trofoblasto
embrionario. Adicionalmente, Rami T. Kridlise et al (2016) también hace mencién
que dichas protusiones endometriales sostienen al embridbn en su sitio de

implantacién desde el dia 13 y 14 de gestacion. 84

La regresion del tejido en el dia 16 también fue observada por Vibeke, y la

explicacion que da a este suceso es que para este dia la superficie materna y fetal
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estd ya en contacto intimo, por lo que ahora las estructuras que deben
desarrollarse son interdigitaciones y microvellosides en cada lado de la interfase

materna fetal. “¥

Otro ejemplo de cambio histologico relacionado con la presencia de vellosidades
uterinas y en forma similar a lo descrito en el ciclo estral es la disposicion de las
glandulas, asi, fuera de zona de vellosidades estas se desarrollan y toman una
forma contorneada, mientras que en las zonas de formacion de vellosidades las
glandulas son desplazadas hacia la muscular, por lo que: la zona subepitelial
aumenta, los vasos sanguineos que estarian ubicados en la zona glandular se
desarrollan hasta alcanzar un gran diametro y parecen migrar hacia la luz uterina,
mientras que los vasos sanguineos que se ubican muy cerca de la lamina basal
del epitelio de revestimiento proliferan. De hecho, las vellosidades ya formadas,
carecen de glandulas, y en su lugar, cuentan con gran cantidad de vasos
sanguineos en relacion intima y tapizando la lamina basal del epitelio de
revestimiento, lo cual coincide con reportes que indican que alrededor de los dias
13 a 18 de gestacion los mayores cambios vasculares y angiogénicos ocurren en
el endometrio para soportar el crecimiento y desarrollo del embrion, este aumento
en la angiogénesis endometrial en cerdo se le ha atribuido a la secrecion
trofoblastica de interferones (INT) en adicibn a otros factores como el VEGF.
Estudios en rumiantes han demostrado que la suplementacion de FGF10 en un
medio de cultivo de blastocitos estimula la produccion del mRNA interferon tau
(INT-t) por lo que con los resultados observados no descartamos la participacion
sinérgica del HGF y del FGF10 en el endometrio, sin embargo se necesitan de

estudios complementarios para afirmar o descartar esta hipétesis.* 26:40)

La sefial de FC parece estar secuestrada también por las vellosidades, por
ejemplo, para FGF10 y en cierto grado para HGF desde el dia 12 de gestacion, el
epitelio de revestimiento que no es parte de una vellosidad carece de seiial,
mientras que en la zona de vellosidades la sefal en el epitelio de revestimiento es
citoplasmatica intensa con un reforzamiento apical muy evidente. Este tipo de

sefalizacion sostiene la premisa de que las prolongaciones endometriales en
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cerdo son las estructuras mas importantes para el intercambio molecular con el
embrion y la presencia cercana a la luz uterina tanto de FGF10 como de HGF en
estas estructuras podrian ser claves en el desarrollo de ciertos procesos celulares
determinantes para la implantacién y la embriogénesis en general. Con base en

esto, cabe destacar las sefiales dirigidas por HGF y su receptor c-MET.

Fisiolégicamente la unién de HGF con c-MET es responsable de la migracion
celular epitelial, proceso clave durante la embriogénesis. Para lograr dicho
proceso, el binomio HGF/ c-MET estimula una pérdida de la tension de las fibras
de actina con una consiguiente pérdida de complejos de union celular dirigidas por
cadherinas, esto ocasiona que las células epiteliales pierdan su polaridad, tomen
una morfologia tipo fibroblasto y se movilicen, pero interesantemente, y en un
proceso contrario, HGF y c-MET estan implicados en la adhesion celular a través
de la interaccion con integrinas, lo cual denota una importante participacion en la
implantacion embrionaria. Por otro lado, por su localizacion en el epitelio luminal y
por la presencia de una sefal extracelular en las glandulas inmediatas a las
vellosidades se ha propuesto en rumiantes que FGF10 puede ser secretada al
lumen uterino, donde estara disponible para su union con el receptor FGFR2 en el
embrién y contribuir con la elongaciéon trofoblastica y la posible produccién de

otras moléculas como el INT-t, 36 4041

Una de las sefiales mas interesantes observadas fue la presentada en las células
estromales. Las células estromales particularmente en la zona inmediata a la
lamina basal de las células epiteliales de revestimiento formaron una banda celular
cuyos nucleos se tifieron ante la presencia de HGF y de FGF10. La sefializacion
en esta zona del tejido se ha observado también para FGF2 en cerdos y para
FGF10 en ovejas. ¢74244)

Como se ha mencionado, tanto FGF10 como HGF son factores que se producen
en las células estromales, y es a partir de estas células que se determina la
distribucion de ambas moléculas en las distintas regiones del tejido. Dicha
regulacion depende de la interaccion de HGF y FGF10 con la membrana

extracelular y es que para que se activen sus receptores necesitan unirse a
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heparan sulfatos proteoglicanos presentes en la membrana extracelular o en la
superficie membranal, como las decorinas, sindecanos y biglicanos. La
abundancia de sitios de unién en la matriz extracelular y en las membranas
basales permiten una acumulacién local de FC y su liberacion espacio temporal
controlada o bien su almacenamiento, pero ademas, los heparan sulfatos
proteoglicanos estabilizan el binomio FC-receptor protegiéndolo de la degradacion

por proteasas. (21434547

Con base en los anterior, se puede especular que las células estromales regulan
la presentacion y secrecion de HGF y FGF10 por las células epiteliales de
revestimiento, y estos FC a su vez, regulan la proliferacion y morfogénesis
epitelial, pero entonces. ¢Como se explica la presencia de la proteina HGF y
FGF10 dentro del nacleo celular con una sefial en ocasiones tan intensa como en
el dia 12 de gestacion que da una apariencia de collar de perlas? Se ha reportado
en fibroblastos que el complejo FGF2 con su receptor FGFRL1 se transloca hacia el
nucleo y dicha translocacion se ha relacionado con la proliferacion de células
gliales en humanos. Welter y colaboradores hacen mencion que en cerdos la
internalizacion del complejo FGF2-FGFR1 est4d envuelta en el control del
crecimiento y proliferacion de las células estromales y epiteliales endometriales,
por lo que no descartamos un proceso similar para HGF y FGF10. Por otro lado, el
patron de collar de perlas que se observo en el dia 12 de gestacion para FGF10
podria tratarse, ademas de una sefial nuclear, de estructuras de almacenamiento,
de forma similar a como se almacena el INT gamma en el endometrio de cerdo;
esta molécula se localiza en forma de racimos en membranas perinucleares
ocupadas por el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi. Cabe destacar que

para HGF también se presentd sefial nuclear en las células epiteliales glandulares.
(11,37,44)

En el dia 16 de gestacion las vellosidades parecen tener un menor grado de
desarrollo que en el dia 12 de gestacion. Esta falta de crecimiento podria

corresponder con que para FGF10 la sefal en vellosidades disminuye, mientras
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gue para HGF se mantiene muy similar al dia 12 de gestacion. También, la sefal
nuclear de las células del tejido conjuntivo disminuye para ambos FC.

Finalmente, en el dia 18 de gestacién las células estromales subepiteliales han
perdido su tipica aglomeracion subepitelial para presentarse en una forma
dispersa. Contrariamente, las vellosidades continuaron su desarrollo y ahora
tienen una apariencia ramificada, todas las glandulas se observaron enroscadas y
se ven totalmente desplazadas hacia la muscular. A pesar del crecimiento

longitudinal de las vellosidades, la sefializacién de FC, se ve disminuida.

7.3 Interaccion de FGF10 y HGF con otras moléculas
Durante el desarrollo de esta discusion se menciond la interaccion del VEGF con

HGF, sin embargo, se han reportado otras interacciones, entre ellas encontramos,
la interaccion de FGF10 con FGF2, miembro de la misma familia, y es que en una
produccion de embriones in vivo FGF1 y FGF10 son detectables si se adiciona
FGF2.1?

Otros FC que activan al receptor de HGF c-MET son el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento transformante (TGF). El EGF se ha
descrito en el epitelio luminal en el sitio de adhesioén del blastocito 6-7 horas antes
de iniciada la implantacion y ademas estimula la activacion de integrinas,

moléculas que también interact@ian con HGF. ¢ 37:47)

Otras citoquinas inflamatorias como IL1, IL6 y el TNF podrian afectar
positivamente la produccion de HGF y su receptor. IL1 esta relacionado en
porcinos con la elongacion de los embriones en el dia 12 de gestacion y con el
aumento de la fluidez de membrana que ayuda a la migracién celular, proceso en
el que también participa HGF. Por otro lado, el TNF en humanos y ratones se ha
asociado con pérdida de la gestacion debido a que el TNF es capaz de activar
sefalizaciones proapoptoéticas sin embargo, también es capaz de activar sefiales

antiapoptoticas. (11,16,28,36)

En conclusion, enfatizamos que, la placenta tipo epiteliocorial por su nula invasion

se ha considerado una forma de placentacion primitiva que presenta procesos
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celulares conservados para los mamiferos, por lo que su estudio podria impactar
no solo en el cerdo si no en la reproduccion de las distintas especies domésticas

asi como silvestres.®®

El presente proyecto tuvo como objetivo el encontrar presencia o ausencia de
FGF10 y HGF en las células uterinas de cerda domestica durante la implantacion
embrionaria temprana, asi como de describir la distribucion de la sefial obtenida
por inmunohistoquimica dentro del tejido uterino, sin embargo, estudios
posteriores se requieren para conocer la concentracion exacta de proteina por
factor de crecimiento presente, asi como la funcionalidad de los mismos en esta

etapa de comunicacion materna embrionaria.
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9. APENDICE



9.1 Apéndice protocolos

9.1.1 Trenes de soluciones
A continuacién se presentan los distintos trenes de soluciones utilizados para los

diferentes procedimientos dentro de la técnica de inmunohistoquimica.

a Programa de histoquinette para parafinizacion.

Alcohol 70% 2 hrs
Alcohol 80% 2 hrs
Alcohol 96% 2 hrs
Alcohol 96% 2 hrs
Alcohol 96% 2 hrs
Alcohol absoluto 2 hrs
Xilol 50%- Alcohol absoluto 50% 2 hrs
Xileno 2 hrs
Xileno 2 hrs
Parafina 56°C-63°C 2 hrs
Parafina 56°C-63°C 2 hrs

a Desparafinizacién paratincion H-E

Xilol 1 15min
Xilol 2 4min
OH-Xilol (1:1)  4min
OH 100% 4min
OH 96% 4min
OH70% 4min
H,Ob 5min

A Tiempos paratincion H-E

Hematoxilina 10 min
Lavar con agua corriente 5 min
Lavar con H,Ob 5 min
Eosina 5-10 min
OH 70 4 min
OH 80 2 min
OH 96 2 min
OH 100 2 min
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Xilol-OH (1:1) 2 min

Xilol sin parafina Hasta ser montado en resina
Entellan, Microscopy® OB
255405

a Desparafinizacion para inmunohistoquimica

Las laminillas con los cortes de tejido montados se colocaron en canastillas y se
ingresaron a una estufa a 60°C por 30 minutos, posteriormente, fueron expuestas

a los siguientes reactivos y tiempos:

Xilol 10 min
Xilol 5 min
OH-Xilol (1:1) 5 min
OH 100 5 min
OH 96 5 min
OH 96 5 min
OH 70 5 min
H,0b 5 min
H.Ob 5 min

9.1.2 Soluciones
A continuacion se presentan los protocolos para la elaboracién de las distintas

soluciones utilizadas durante la coleccién y tincion de muestras, asi como en la

inmunohistoquimica.

a Paraformaldehido al 4% en PBS
Para preparar 1000mL de PFA4%.

Calentar a 60°C 800 mL de aguaMQ en microondas

Agregar 40gr de PFA (Aldrich® 441244) en la campana de extraccion
Agrega una lenteja de NaOH (J.T Baker® 3724-01)

Agregar 100mL de PBS10x

AjustarpHa 7.4

Aforar a 1000mL

Filtrar

No Ok wWwDNDPE
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PB 0.2M

H20b
A Fosfato Na Dibasico Na2HPO4 5.5g | 200mL
(Sigma® S-7907)
B Fosfato Na Monobasico 25.4g | 900mL
(J.T Baker® 381801)

Tomar: de A 190 mL + B 810 mL = 1000mL

AjustarpHa 7.4

PBS 0.1M

Realizar una dilucion 1:1 entre PB y H20b

Agregar 0.85% de NaCl (J.T Baker® 362401)

Ejemplo: 50mL PB 0.2M + 50mL H20b =100mL + 0.85g de NacCl

Almacenar a 4°C

a Solucion de gelatina.

Agua destilada 500mL
Gelatina nutritiva (Fluka analytical nutrient gelatin® 70151) 25¢
Sulfato de cromo y potasio (Fisher Chemicals cromium potassium 0.25g

sulfate® C337)

1.- Calentar 500mL de H20b a 50°C.

2.- Colocar el agua en un agitador magnético.
3.- Agregar la gelatina.

4.- Agregar el sulfato de doble cromo y potasio.

5.- Filtrar.

6.- Colocar la gelatina en agua con hielo para bajar la temperatura de 50°C a

temperatura ambiente.

Tratamiento portaobjetos.

1.- Colocar las laminillas en canastillas.

2.- Colocar las canastillas bajo el siguiente tren:

e Acetona 2-3 minutos.
e Agua corriente 2 minutos
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e Agua destilada 2 minutos
e Agua destilada 2 minutos
e Sumergir en gelatina 2 minutos

3.- Secar en horno a 60°C.

& Immunoretriver (Citrato)

Realizar una dilucion 1:20 de Immunoretriver 20X (Bio SB ImmunoDNA Retriever
20X with Citrate® BSB 0020)

a Tween 20 al 0.1%

100mL PBS + 100uL de Tween 20 (Sigma de México® 9005-64-5).

a Solucién de Bloqueo

BSA SUERO DE BURRO
(Euro Clone®, Albumin Fraction V | (Jackson Immuno Research Normal Donkey
EMR086050) Serum® 017-000-121)
0.3g de BSA para 3 mL de PBS- | 900uL de PBS-tween + 100 pL de suero de
tween. burro
Agitar en vortex Agitar en vortex

Mezclar 1:1, por ejemplo, 1mL de suero+1mL de BSA

a Solucién de revelado

Buffer 1mL
(Biocare medical® DAB Substrate Buffer DS854H
Diaminobencidina 1 gota
(Biocare medical® DAB Chromogen DS851D

Peréxido de hidrogeno al 3% 10 pL
(Merck® Hydrogen peroxide 30% 1.07210.1250)

Niquel 20pL

(Vector Laboratories® SK 4100)

A Eosina. Soluciéon madre.

EosinaY 10g
(Sigma® E-6003

H20 200mL
OH96 800mL
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Al utilizarse.
Tomar 357mL de OHB0% mas 125mL de solucidbn madre de eosina y agregar
2.5mL de &cido acético glacial (0.5mL de &cido por cada 100mL de solucion).

a Hematoxilina de Gill

1.- Mezclar 730mL de H20d mas 250 mL de etilenglicol (J.T Baker® 9300-02).
Mezclar 30 minutos.

2.- Agregar 2g de hematoxilina anhidra en polvo (Spectrum Chemical® HE115-
5GM) y agitar 30 minutos.

3.- Adicionar 0.2g de yodato de sodio (Merck® 106525) y agitar 30 minutos.

4.- Adicionar 17g de sulfato de amonio (General Chemical division cristal® 1316),
mezclar 4 horas, pero a las 3.5 horas agregar 0.2 mL de acido acético glacial
(Merck Acido acético (glaciale) 100%® 1000631000) y completar las 4 horas en
agitacion.
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9.2 Atlas de embriones observados

Embriones ovoides 8 dias de gestacion
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Embriones elongados 12 dias de gestacion
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