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Articulos de revision

Papel de las citocinas en la implantacion embrionaria
en mamiferos domésticos

Role of cytokines in embryo implantation in domestic
mammals

Miguel Angel Betancourt-Alonso* Fernando |. Flores-Pérez**  César Rosas-Velasco*
Mario Pérez-Martinez*

Abstract

In the embryo implantation process there are various molecular mediators, including cytokines and growth factors, which actin
an autocrine, paracrine, or juxtacrine manner. Although we know that the interactions between these factors are necessary, as a
whole and in chronological order, their precise participation is not yet known in the different stages of early embryonic develop-
ment. In this article we review different aspects related to the functional participation of cytokines, identified up to this point, in
embryo implantation in domestic mammals such as interferon-tau (IFN-t) in ruminants, transforming growth factor (TGF) in pigs,
and insulin growth factor (IGF) in horses.

Key words: CYTOKINES, EMBRYO IMPLANTATION, MAMMALS.

Resumen

En el proceso de la implantacién embrionaria existen mediadores moleculares que incluyen citocinas y factores del crecimiento,
que actian de manera autocrina, paracrina o yuxtacrina. Aunque sabemos que las interacciones entre estos factores son necesa-
rios de manera integrativa y cronoldgica, su participacion precisa ain no se conoce en las distintas etapas del desarrollo embrio-
nario temprano. En esta revision se abordan diferentes aspectos relacionados con la participacién funcional de las citocinas iden-
tificadas hasta el momento, en la implantacién embrionaria en mamiferos domésticos, como el interferon-tau (IFN-t) en rumian-
tes, y los factores de crecimiento transformante (TGF) en cerdos y de crecimiento insulinico (IGF) en caballos, respectivamente
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Introduction

he experimental evidence obtained up until

I now suggests that the immunological system is

a local regulator of ovarian functions, which

are essentially modulated by gonadotropins. Specifi-

cally, several studies have demonstrated that a variety

of cytokines regulate the reproductive processes and

have been implicated as regulators of gonad steroid

secretion, function of the corpus luteum, embryo devel-
opment and implantation.'

Cytokines are low molecular weight soluble glyco-
proteins that are generally monomers, with short life,
that are found in low concentrations under physiolog-
ical concentrations, which are synthesized by a great
variety of cells as a response to a specific signal and
coordinate the interactions between cells.?

These molecules have been classified accord-
ing to their mode of action into: 1) Growth factors,
such as erythropoietin (EPO), granulocyte-macro-
phages colony stimulating factor (GM-CSF), granulo-
cyte colony simulating factor (G-CSF), macrophage
colony stimulating factor (M-CSF), stem cell colony
stimulating factor (SC-CSF), tumor necrosis factor
alpha (TNF-o), tumor necrosis factor beta (TNF-
B), leukemia inhibiting factor (LIF), transforming
growth factor alpha (TGF-a), transforming growth
factor beta (TGF-B), Heparin-bound epidermis
growth factor (HB-EGF), fibroblast growth factor
(FGF);** 2) Interleukin (IL): IL-1, IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13,
IL-14;**3) Interferons (IFN): IFN-a, IFN-B, IFN-§;**
and 4) Chemokines: interferon induction protein 10,
lymphotactin, melanoma growth stimulating factor,
monocyte activating and chemo-tactic factor, macro-
phage inflammatory protein 1-alpha and macrophage
inflammatory protein 1-beta.>

Tissue changes during early pregnancy

Embryo implantation is a key action of the reproduc-
tive physiology in mammals, and it is the result from
a series of complex tissue processes that is initiated
with fixation of the blastocyst in the uterus and ends
with the definitive formation of the placenta. During
embryo implantation frequent alterations appear in
domestic animals and up until now their molecular
cause is unknown. Implantation success depends on
two essential factors: the existence of an implanta-
tion-capable blastocyst, and at the same type the
development of an endometrium that can receive the
blastocyst.>

These two actions are regulated by the ovarian
steroid hormones: estrogen and progesterone. After
the embryo has fixed, a signaling process between
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Introduccion

momento indican que el sistema inmunolégico

es un regulador local de las funciones ovaricas,
las cuales son esencialmente moduladas por las gona-
dotropinas. De manera especifica, numerosos estu-
dios han demostrado que una variedad de citocinas
regulan los procesos reproductivos y estan implicados
como reguladores de la secrecion esteroide gonadal,
funcién del cuerpo liteo, desarrollo embrionario e
implantacion.’

Las citocinas son glicoproteinas de bajo peso
molecular, solubles, generalmente monomeéricas, con
vida media corta, que se encuentran en muy bajas
concentraciones en condiciones fisiologicas, que son
sintetizadas por gran variedad de células como res-
puesta a una senal determinada y que coordinan las
interacciones entre las células.?

Estas moléculas han sido clasificadas de acuerdo
con su modo de accion en: 1) Factores del creci-
miento, donde se encuentra la eritropoyetina (EPO),
factor estimulador de colonias macréfago-granulo-
citos (GM-CSF), factor estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF), factor estimulador de colonias
de macrofagos (M-CSF), factor estimulador de colo-
nias de células madre (SC-CSF), factor alfa de necro-
sis tumoral (TNF-a), factor beta de necrosis tumoral
(TNF-B), factor inhibidor de la leucemia (LIF), factor
de crecimiento transformante alfa (TGF-a), factor
de crecimiento transformante beta (TGF-B), factor
de crecimiento epidérmico unido a la heparina (HB-
EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF);**
2) interleucinas (IL): IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14;**
3) interferones (IFN): IFN-a, IFN-B, IFN-5;** y 4)
quimiocinas: la proteina 10 inductora de interfe-
ron, linfotactina, factor estimulante de crecimiento
de melanoma, factor activador y quimiotdctico de
monocitos, proteina 1 alfa-inflamatoria de macroéfa-
gos y proteina 1 beta- inflamatoria de macréfagos.™

l as evidencias experimentales obtenidas hasta el

Cambios tisulares durante la gestacion
temprana

La implantacion embrionaria es una accion clave de
la fisiologia reproductiva en los mamiferos y es resul-
tado de una serie de procesos tisulares complejos que
se inicia con la fijacion del blastocisto en el utero y
termina con la formacion definitiva de una placenta.
Durante la implantacion embrionaria, con frecuencia
se presentan alteraciones en los animales domésticos
y a la fecha se desconocen las causas moleculares de
estas fallas. Para que la implantacién se efectie con
éxito se requieren dos factores esenciales: la existen-



blastocyst and uterus commences; in it the formation
of the placenta is initiated (Table 1).”

In the dialogue between embryo and uterus sev-
eral factors are involved such as prostaglandins, leuko-
trienes, growth factors, cytokines and ovarian steroid
hormones.

Under normal conditions, the embryo expresses
paternal antigens, but it is not rejected by the immu-
nological system of the mother. Studies in mice and
humans have demonstrated that the immune modu-
lating mechanisms are present during the period
surrounding implantation. The embryo escapes
destruction by effector cells of the immunological
system first by atypical expression of the major his-
tocompatibility complex (MHC) as HLA-G,*’ that
protect the invasiveness of the trophoblast against the
attack of cytotoxic lymphocytes' and natural killer
cells."

Later, the embryo synthesizes factors that pre-
vent the local activation of cytotoxic cells and induce
changes in the phenotype of leucocytes,""” and this
stimulates the production of cytokines. After the inac-
tivation of some immunological functions, the para-
crine-autocrine messengers produced by leucocytes,
uterine cells and the embryo induce a change in the
responses of Th2 and the production of growth fac-
tors in the mother-embryo relationship.'*"” The inter-
action of these actions ensure not only the survival of
the embryo, but also its growth.

Recently it has been proposed that progesterone
has a relevant role as immune modulation molecule,

cia de un blastocisto capaz de implantarse, y al mismo
tiempo, el desarrollo de un endometrio que sea recep-
tivo a ese blastocisto.”®

La regulacion de estas dos acciones estd a cargo de
las hormonas esteroides ovaricas: estrogenos y proges-
terona. Después de la fijacion del embrion, empieza
un proceso de senalizacion entre el blastocisto y el
utero; en éste da inicio la formaciéon de la placenta
(Cuadro 1).7

En el didlogo entre el embrién y el utero se encuen-
tran involucrados varios factores, como las prosta-
glandinas, leucotrienos, factores del crecimiento,
citocinas y hormonas esteroides ovaricas.

En condiciones normales, el embrion expresa
antigenos paternos, pero éste no es rechazado por el
sistema inmunolégico de la madre. Estudios en rato-
nes y humanos han demostrado que los meca-nismos
inmunomoduladores estan presentes durante el
periodo de periimplantacion. El embrion escapa de la
destruccion por células efectoras del sistema inmuno-
l6gico, primero por la expresion atipica del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC), como Ia
HLA-G,*® que protegen la invasividad del trofoblasto
contra el ataque de linfocitos citot6xicos' y células
asesinas naturales."

Posteriormente, el embrion sintetiza factores que
previenen la activacion local de células citotoxicas,
que inducen cambios en el fenotipo de leucocitos,'*"?
y esto estimula la produccion de citocinas. Después de
la inactivacion de algunas funciones inmunoloégicas,
los mensajeros paracrinos-autocrinos producidos por

Cuadro 1
DIFERENCIAS ENTRE ESPECIES EN LA DURACION DEL ESTADO DE BLASTOCISTO, TIEMPO DE
ENTRADA AL UTERO, INICIO DE LA IMPLANTACION Y TIPOS DE PLACENTACION"

DIFFERENCES BETWEEN SPECIES IN THE DURATION OF THE BLASTOCYST STAGE, TIME OF ENTRY
INTO THE UTERUS, INITIATION OF IMPLANTATION AND TYPES OF PLACENTA FORMATION”

Blastocyst Entry to uterus Implantation Placenta
Species (day) (day) (day) (histology)
Humans 4-5 4-5 6.5-20 Hemochorial
Cattle 8-9 3-4 17-20 Epitheliochorial
Ovine 6-7 2-4 15-16 Epitheliochorial
Goats 6-7 2-4 15-16 Epitheliochorial
Swine 5-6 2-2.5 11-14 Epitheliochorial
Horses 8-9 4-10 28-40 Epitheliochorial
Dogs 5-6 8-15 17-21 Endotheliochoria
Cats 5-6 4-8 13-14 Endotheliochoria
Rabbits 3 3 7 Hemochorial
Rat 4 2-3 5 Hemochorial
Mouse 5 3.5 5 Hemochorial
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since progesterone-specific receptors have been iden-
tified in lymphocytes of pregnant women. These find-
ings suggest a relationship between the expression of
the progesterone receptor in the lymphocytes and the
stage of pregnancy.'®

Recently discovered functions of
cytokines at the onset of pregnancy in
domestic mammal species

Ruminants

Some studies have concentrated on the immunomod-
ulating events during the period around embryo
implantation in domestic ruminants.”” It has been
reported that in these domestic species, due to the
placenta type they have, which is less invasive than
that of rodents, the role of the maternal immunologi-
cal system does not have a determinant role in the suc-
cess of pregnancy."’

Interferons (IFN) that are synthesized by the tro-
phoblast were first detected in ruminants'®*** and
later reported in other species.”?** In ruminants,
interferon-tau (IFN-t), known as trophoblastin or tro-
phoblast protein-1 (TP-1), has been considered as the
molecule responsible of emitting the recognition sig-
nals during pregnancy. Interferon-tau prevents luteol-
ysis, at least in part by the inhibition of the expression
of estrogen 1receptors.25’26 In sheep, the peak of expres-
sion of this molecule occurs exactly two days before
embryo implantation occurs (day 15). As well as other
interferons, interferon-tau inhibits cellular prolifera-
tion*"*® and presents antiviral activity, although it has
a reduced cytotoxic activity when compared to other
interferons.?

It has been observed that progesterone is required
by IFN-7, as they act together to generate an anti-lute-
olytic activity.”® This steroid hormone also stimulates
the synthesis of that protein.”

Another property of IFN-t is that it stimulates the
expression of cycle-oxygenase-, (COX-2), as well as
the production of PGE, pt in cultures of epithelial and
uterine stroma epithelium.” Because PGE, stimulates
the expression of MG-CSF,** it has been demon-
strated that interferon-tau stimulates GM-SCF indi-
rectly in uterine lymphocytes due to the presence of
PGE2 in endometrial cells.” It has also been reported
that IFN-t presents several forms at the moment of
expression within the embryo of cattle and sheep, up
to the initiation of placenta formation. >

In the sheep, the molecule is synthesized in the
trophoectoderm and secreted between days 10 and 23
of pregnancy. It also acts in a paracrine manner in
the epithelium of the endometrium and the glandu-
lar epithelium by inhibiting the transcription of genes
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leucocitos, células uterinas, y el embrion inducen un
cambio entre las respuestas de Th2 y la producciéon
de factores del crecimiento entre la relacion madre-
embrién.'*" La interaccién de estas acciones asegu-
ran no solamente la sobrevivencia del embrion, sino
también su crecimiento.

Recientemente se ha propuesto que la progeste-
rona tiene un papel relevante como molécula inmu-
nomoduladora, pues se han identificado receptores
especificos a la progesterona en linfocitos de mujeres
gestantes, estos hallazgos sugieren una relacioén entre
la expresion del receptor a progesterona en los linfoci-
tos y el estado de gestacion.'®

Funciones recientemente conocidas de
las citocinas en el inicio de la gestacion
en especies de mamiferos domésticos

Rumiantes

Algunos estudios se han concentrado sobre los eventos
inmunomoduladores durante el periodo de periim-
plantacién en rumiantes domésticos.”” Se ha mencio-
nado que en estas especies domésticas, debido al tipo
de placentacion que presentan, que es menos invasiva
alade los roedores, el papel del sistema inmunolégico
materno no juega un papel tan determinante para el
éxito de la gestacion."”

Los interferones (IFN) sintetizados por el tro-
foblasto se detectaron primero en rumiantes® y
mds tarde se encontraron en otras especies.”* En
rumiantes, el interferén-tau (IFN-t), conocido como
trofoblastina o proteina trofoblastica-1 (TP-1), se ha
considerado como la molécula encargada de emitir
las senales de reconocimiento de la gestacion. El
interferon-tau previene la lutedlisis, al menos en
parte por lainhibicion de la expresion de receptores a
estrogenos.”?*® Kl pico de expresion de esta molécula
en la oveja se da justamente dos dias antes de que la
implantacion se lleve a cabo (dia 15), asi como otros
tipos de interferones, el interferén-tau inhibe la proli-
feracién celular?”*y también exhibe actividad antivi-
ral, aunque éste tiene una actividad citotéxica menor
a la de otros interferones.?’

Se ha observado que la progesterona es requerida
por el IFN-1, ya que actian de manera conjunta para
generar una accién antiluteolitica;* esta hormona
esteroidal estimula también la sintesis de dicha pro-
teina.”

Otra propiedad del IFN-t consiste en que estimula
la expresion de la ciclooxigenasa-, (COX-2), la pro-
duccién de la PGE, en cultivos de células del epitelio 'y
del estroma uterino.” Debido a que la PGE, estimula
la expresion de GM-CSF,** se ha demostrado que el
interferon-tau estimula al GM-CSF indirectamente



coding estrogen and oxytocin receptors in wvivo.”

Also in this species the participation of IGF-I and II
has been observed, as well as their receptors that are
located in the endometrium and the embryo.”** Fur-
thermore, it has been reported that IGF-I stimulates
the growth of the embryo during its transport in the
oviduct, while IGF-II participates in placental develop-
ment.”

On the other hand, LIF participates in this species
by maintaining the development of the embryo, which
has been reported to be controlled by the secretion of
estradiol and progesterone.*’

In goats, EGF has been detected in the glandular
and luminal epithelium during days 22 to 30 of preg-
nancy, while TGF-a is expressed in epithelial cell and
uterine stroma.”'

IL-1 also participates in this molecular dialogue,
with two agonists IL-o and IL-1 and one antagonist:
the antagonist receptor IL-1 (IL-1RA).42, 43 There is
evidence of the production of IL-1p during early ges-
tation, both by the embryo as well as by the uterine
epithelium. This interleukin has been seen to regu-
late the development of the embryo in cattle in vivo
and that the nature of this regulation depends on the
density of the embryo.** The expression of other com-
ponents of IL-1 in the reproductive tract of cattle and
within the embryo is still to be determined.

It has been shown that during the initial stage of
gestation in ruminants there are chemotactic pro-
teins known as monocyte chemotactic protein 1 and 2
(MCP-1 and -2) that recruit natural killer cells towards
the uterus. These proteins that are produced by eosi-
nophils are attracted to the gestating uterus and pro-
duce several growth factors and cytokines favorable
for the recognition and establishment of gestation."

Swine

In the sow, between days 10 and 25 of gestation, the
morphology of the embryo changes rapidly from
a spherical form to a filament one. These changes
are regulated through a communication between
the embryo and the dam, as mentioned previously.
During the adhesion period of the embryo, the trans-
forming growth factor-f (TGF-f) in its three isoforms
(TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3) and the TGF-Bs receptors
are synthesized by the embryo and are independent
of the TGF-B receptors of the dam.***” The expression
of the genes that code for these proteins is induced by
themselves through autocrine and paracrine interac-
tions.***

The expression of TGF-PI increases between days
12 and 14 of gestation, while it is not as marked in
other growth factors. These growth factors partici-
pate in cellular proliferation, cellular differentiation,

en linfocitos uterinos debido a la PGE, en células
endometriales.” También se ha visto que el IFN-t
presenta varias formas al momento de expresarse en
el embrion del bovino y el ovino, hasta el inicio de la
placentacién.”*

En el ovino esta molécula es sintetizada en el tro-
foectodermo vy secretada entre los dias 10 y 23 de la
gestacion, y actiia de manera paracrina en el epitelio
del endometrio y en el epitelio glandular inhibiendo
la transcripcion de genes de receptores hacia estro-
genos y oxitocina in vivo.*® En esta especie también
se ha observado la participacion de IGF-I y II y sus
respectivos receptores, los cuales se han localizado en
el endometrio y en el embrién.*”* Asimismo, se ha
visto que IGF-I estimula el crecimiento del embrion
durante su transporte por el oviducto, mientras que
IGF-II participa en el desarrollo placentario.*

Por otra parte, el LIF participa en esta especie
manteniendo el desarrollo del embrion, en donde se
ha visto que es controlado por la secrecion de estra-
diol y progesterona.*’

En las cabras se ha detectado EGF en el epitelio
glandular y luminal durante los dias 22 a 30 de
gestacion, mientras que el TGF-a se expresa en célu-
las epiteliales y en el estroma uterino.”

La IL-1 también participa en este dialogo mole-
cular, presentando dos agonistas: IL-o0 y IL-1B, y
un antagonista: el receptor antagonista a IL-1 (IL-
1RA).** Durante la gestaciéon temprana, existe
evidencia de la produccion de IL-1B, tanto por el
embrién como por el epitelio uterino. Por lo que se
ha visto que esta interleucina regula el desarrollo de
embriones bovinos in vitroy que la naturaleza de esta
regulacion depende de la densidad del embrién.** La
expresion de otros componentes de la IL-1 en el apa-
rato reproductor bovino y el embrion, permanecen
por ser determinadas.

Durante el periodo inicial de la gestacion en los
rumiantes se ha visto que existen proteinas quimio-
tacticas conocidas como proteinas quimiotacticas de
monocitos 1 y2 (MCP 1y 2) que reclutan células ase-
sinas naturales hacia el tutero; estas proteinas produ-
cidas por eosinofilos son atraidas al utero gestante y
producen diversos factores del crecimiento y citocinas
favorables para el reconocimiento y establecimiento
de la gestaci6n.*

Porcinos

En la cerda, entre los dias 10y 25 de gestacion, la mor-
fologia del embrién cambia rapidamente de una forma
esférica a filamentosa. Estos cambios son regulados
a través de una comunicacién entre el embrion y la
madre, como ya se mencioné. Durante el periodo de
adhesion del embrion, el factor de crecimiento trans-
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modification of integrins and extracellular matrix
proteins, tissue repair, angiogenesis and immunosu-
pression.”” All of these actions occur during the early
gestation period as well as during the estrous cycle.

During the implantation period, the capacity of
the embryo to modulate the uterine environment is
restricted to a specific period,51 pig embryos also pro-
duce interferon-y (IFN-y) which can influence mater-
nal production of IL-6 and GM-CSF.*" %%

It seems that the presence of IL-6 in gestating
dams coincides with the production of IFN-y, TGFp2
and PGE2 during the implantation period; therefore,
the presence of the embryo could be responsible for
the expression of IL-6.7

Horses

In this species the insulin-like growth factor (IGF)
has an important role as it has been documented that
IGF-II participates in the implantation and placenta-
forming in this species.” Another associated growth
factor is the insulin-like growth factor-bound protein
3 (IGFBP3) thatis expressed from day ten of gestation
onwards. It seems its function is to increase the size of
the horse embryo.”®

Ithasbeenreported that TGF-Bl accumulatesin epi-
thelial and glandular cells of the horse endometrium
at the time implantation occurs. This has led to think
that the factor regulates growth and differentiation
of the trophoblast,” together with TNF-c. This factor
is also produced by the invasive trophoblast between
days 30 and 55 of gestation. It has been reported that
TNF-y also participates in regulating leukocyte popu-
lations.”

Furthermore, IL-2, 1L.-4 and IFN-y have been
observed to be expressed within the endometrial cups
and the uterine tubes during gestation, although it
has been noted that this particular IFN-y is not indis-
pensable for the invasion of the trophoblast in this
specie.”

Canines

Few research studies have been carried out in canine
species. Up until now, plasmatic concentration of pro-
teins have been measured in gestating bitches between
days 28 and 37 of gestation.” It was reported that these
only increase when there is an inflammatory process,
an infection or neoplasia. In these studies, emphasis
was made in the fact that the increase of these pro-
teins in plasma occurs as a response to the adhesion
of the blastocyst, and that this contact with the uterus
causes an antigenic reaction. In this phase an increase
in IL-6 and TNF has also been detected.®
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formante-f (TGF-B) en sus tres isoformas (TGFpl,
TGFB2 y TGFpB3) y sus receptores TGF-s, son sinteti-
zados por el propio embrion y son independientes de
los receptores TGFB de la madre.***” La expresion de
los genes que codifican para estas proteinas es indu-
cida por ellos mismos a través de interacciones auto-
crinasy pzuracrinas.‘“"49

La expresion de TGFpB-1 se incrementa entre los
dias 12y 14 de la gestacion, mientras que en los otros
factores del crecimiento no es tan marcado este incre-
mento; estos factores del crecimiento participan en
la proliferacién celular, diferenciacién celular, modi-
ficacion de las integrinas y proteinas de la matriz
extracelular, reparacion de los tejidos, angiogénesis
e inmunosupresion.” Todas estas acciones ocurren
durante el periodo de gestacion temprana e incluso
durante el ciclo estral.

Durante este periodo de implantacion, la habili-
dad de los embriones para modular el ambiente ute-
rino esta restringida a un periodo especifico,” los
embriones porcinos también secretan interferén-y
(IFN-y), que a su vez puede influir en la produccion
materna de IL-6 y GM-CSF.**7%%

Al parecer la presencia de IL-6 en cerdas gestan-
tes coincide con la secrecion de IFN-y, TGFB2 y PGE2
durante el periodo de implantacion; por lo que se
puede decir que la presencia del embrion es responsa-
ble de la expresion de la IL- 6.°

Equinos

En esta especie el factor de crecimiento insulinico
(IGF) tiene importante participacion, ya que se ha
visto que el IGF-II participa en la implantacién y en
la placentacion de esta especief5 otro factor de cre-
cimiento que participa es el factor de crecimiento
similar a la insulina, unido a la proteina 3 (IGFBP3),
que se expresa a partir del dia diez de la gestacion en
adelante; al parecer, su funcion es la de agrandar al
embrién equino.™

Se ha visto que el TGF-BI se acumula en las células
epiteliales y glandulares del endometrio del equino
en el momento en que ocurre la implantacion, esto
altimo conduce a pensar que tal factor regula el cre-
cimiento y diferenciacién del trofoblasto,” junto con
el TNF-a, que también es secretado por el trofoblasto
invasivo entre los dias 30 y 55 de gestacion, se ha visto
que el TNF-a participa también en la regulacion de
las poblaciones de leucocitos.”

Por 1ltimo, se ha observado que la IL-2, IL-4 y el
IFN-y se expresan en las copas endometriales y en
las tubas uterinas durante el periodo de gestacion,
aunque se ha detectado que este IFN-y no es indis-
pensable para la invasion del trofoblasto en esta espe-
cie.”



Rodents and lagomorphs

Due to the fact that these species are widely used as
models for biomedical research, there is more infor-
mation about the behavior of these molecules during
early gestation (Table 2).

It has been reported that in rodents there are dif-
ferent molecules that intervene in the embryo implan-
tation process, such as the leukemia inhibiting factor
(LIF), colony stimulating factors, epidermal growth
factors (EGF), transforming growth factor o and
(TGF- o and TGF-f), that have been strongly impli-
cated in uterine regulation for remodeling, implan-
tation and placenta-formation. In this context, the
coordinated action of these molecules on uterine and
extra-embryo cells seems to be a fundamental mecha-
nism for maintaining gestation and its success (Table
2).61

It has been demonstrated that in rodents implanta-
tion is facilitated by a transitory increase of estrogen
that helps implantation through factors such as LIF,
which is expressed in the mouse at the level of glan-
dular epithelium at the time of ovulation and day four
of gestation.”

The increase in estrogen in mice at day four of ges-
tation induces the synthesis of transcription factors,
cell growth and proliferation factors in the stroma
of uterine cells. Transcription of LIF is regulated by
the glandular epithelium after one hour after the
administration of estrogens, and persists after five to
six hours later.”” Mice that experimentally do not have
this factor do not respond to the presence of the blas-
tocyst; therefore, the luminal epithelium enters into
an apoptosis process. These LIF-deficient mice, when
the factor is administered via an intraperitoneal injec-
tion, do not fail in embryo implantation.® This reveals

Caninos

Respecto de las especies caninas, han sido escasas las
investigaciones realizadas. Hasta el momento, se han
medido concentraciones plasmaticas de proteinas en
perras gestantes entre los dias 28 y 37 de gestacion™ y
se ha observado que éstas solo se incrementan cuando
existe un proceso de inflamacion, infeccién y creci-
miento neoplasico; en estas investigaciones se hizo
énfasis en que el aumento de estas proteinas a nivel
plasmadtico, se da como respuesta a la adhesion del
blastocisto y que ese contacto con el utero provoca
una reaccion antigénica; también se han detectado en
esta fase aumentos de IL-6 y TNFE.%

Roedores y lagomorfos

Debido a que estas especies son ampliamente utiliza-
das como modelos en la investigacion biomédica, es
ahi donde mas informacion se ha obtenido del com-
portamiento de estas moléculas durante la gestacion
temprana (Cuadro 2).

En los roedores se ha informado de diferentes
moléculas que intervienen en el proceso de implan-
tacion embrionaria, como el factor inhibidor de la
leucemia (LIF), factores estimuladores de colonias,
factores del crecimiento epidermal (EGF), factor de
crecimiento transformante o y B (TGF a y TGFp),
que han sido fuertemente implicados en la regulaciéon
uterina tanto para su remodelacion, implantacién y
placentacion. En este contexto, la accién coordinada
de estas moléculas sobre las células uterinas y extra-
embrionarias parece ser un mecanismo fundamen-
tal para que la gestacion se mantenga y sea exitosa
(Cuadro 2).%

En los roedores se ha demostrado que la implant-

Cuadro 2
EXPRESION Y FUNCION DE CITOCINAS EN DIFERENTES TEJIDOS DE ROEDORES
EXPRESSION AND FUNCTION OF CYTOKINES IN DIFFERENT RODENT TISSUES

Cytokine Tissue General function

CTGF EL and EG Distributes several structures of the embryo®!
LIF EGF Essential for initiating implantation®
TGF-B1 EL, EG and decidua  Cell growth, differentiation and migration®’
TGF-B2 EL and EG Cell growth, differentiation and migration ¢’
TGF-B3 Myometrium Cell growth, differentiation and migration ¢’
HB-EG EL and EG Mediator of blastocyst adhesion®®®
EGF EL and EG Local mediator in the embryo-uterus

interaction”®

INF-y EL Remodels uterine arteries’™ "

IGF-I EL and EG Regulates endocrine mechanisms®

IGF-1I Myometrium Promotes fetal growth and development®!
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that LIF is essential for the initiation of implantation,
butitis not required for embryo development or main-
taining gestation (Table 3).%

It has been shown that in the rabbit the production
of LIF is stimulated by progesterone, contrary to the
effects of estrogen; therefore, it is evident that the pro-
gesterone requirements are essential for the implanta-
tion of rabbit blastocyst. The synthesis of LIF starts to
increase at day three and reaches its peak level during
days five and six, although the mechanism by which
progesterone directly or indirectly regulates LIF is not
yet fully known.**

Steroid hormones have been also seen to control
in mice the expression of ligands in the EGF family as
well as their receptors in the gestating uterus.” This
interaction results from the cellular differentiation or
proliferation of the epithelium and stroma. Recent
research has shown that the expression of the estro-
gen receptors occurs temporarily and specifically. At
day two, it is located primarily in the glandular and
luminal epithelium; at days three and four it is found
accumulated in the cells of the stroma, as well as
present in the epithelium. From day six to eight of ges-
tation the accumulation of ER-alpha RNAm is located
in the second decidua zone and more abundantly in
the sub-epithelial cells of the mesometrial pole. Here
the distribution of EGF Is similar to that of ER RNAm
indicating that EGF is probably involved in the signal-
ing pathway of estrogen that regulates cellular prolif-
eration and differentiation.*

In mice, TGF-a and the heparin-bound epidermis
growth factor (HB-EGF) are expressed within the
uterus at the time implantation occurs. TGF-a is man-
ifested in large quantities in the uterus of this species
during the period around implantation; nevertheless,
its role in this stage is questionable because in mice
without TGF-a are apparently fertile, although it is
possible that the absence of TGF-a is compensated by
other members of the EGF family.

acion es facilitada por un aumento transitorio de
estrogenos, que ayuda a la implantacion a través de
factores como el LIF que se expresa en el ratéon a
nivel del epitelio glandular al momento de la ovula-
ciényen el cuarto dia de gestacién.”

El aumento de estrégenos al cuarto dia de la ges-
tacion del ratéon induce la sintesis de factores de
transcripcion, factores del crecimiento y proliferacion
celular en el estroma de las células uterinas. La trans-
cripcion del LIF es regulada en el epitelio glandular
después de una hora de haber administrado estrége-
nos, esta expresion persiste después de cinco a seis
horas.*”” Los ratones que experimentalmente carecen
de este factor no responden al blastocisto, por lo que
el epitelio luminal entra en un proceso de apoptosis. A
estos ratones deficientes del LIF se les administra una
inyeccion via intraperitoneal de este factor al inicio
de la gestacion para evitar la falla en la implantacion,
ello revela que durante el ciclo de vida del raton, el
LIF es esencial para el inicio de la implantacion, pero
no es requerida para el desarrollo embrionario o para
el mantenimiento de la gestacién (Cuadro 3).%

En el conejo se ha demostrado que la produccion
del LIF es estimulada por la progesterona, lo que
es contrario al efecto de los estrégenos, por lo que
es evidente que los requerimientos de progesterona
son esenciales para la implantacién del blastocisto de
conejo. La sintesis del LIF empieza a incrementarse
el dia tres y alcanza sus niveles mas altos durante los
dias cinco y seis, aunque el mecanismo por el cual la
progesterona regula el LIF ya sea de manera directa o
indirecta ain no se conoce plenamente.®

También se ha visto que en el ratén las hormonas
esteroidales controlan la expresiéon de los ligandos
de la familia del EGF y sus receptores en el utero ges-
tante.” Esta interaccién resulta de la diferenciacién o
proliferacion celular del epitelio y del estroma. Inves-
tigaciones recientes han mostrado que la expresion
del receptor de estrogenos (ER) ocurre de manera

Cuadro 3

CONSECUENCIAS FISIOLOGICAS DE LA FALTA DE CITOCINAS EN EL INICIO
DE LA GESTACION EN RATONES KNOCKOUT

PHYSIOLOGICAL CONSEQUENCES OF THE LACK OF CYTOKINES AT THE START
OF GESTATION IN KNOCK-OUT MICE

Missing cytokine Consequence
CSF-M Blastocyst with less number of cells'
GM-CSF Blastocyst with less number of cells '
LIF Failure at implantation®
TGF-a High levels of apoptosis®’
EGF-R Failure at implantation”®
IGF-II Deficient development of organs®'
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ERisinduced in the uterine epithelium at day four,
and it seems to be an important activator of erbBl in
the uterus and blastocyst, as it has an intra-uterine
communication role.*’

The HB-EGF is apparently highly relevant in the
implantation process, since it is expressed in the lumi-
nal epithelium surrounding the blastocyst between
six and seven hours after its contact with the uterine
wall. This suggests that the signals from the blastocyst
induce the luminal epithelium to express HB-EGF.%

Both erbBl and erbB4 are expressed within the
blastocyst of mice through the interaction with HB-
EGF. In general, the expression of multiple ligands
and receptors of the EGF family could be a mecha-
nism of protection that ensures a high probability that
the embryo develops and implants in the uterine epi-
thelium.%

Signals of EGF, TGF-a. and HB-EGF have been
detected in luminal and glandular epithelium of the
rabbit at days six of gestation, and at days seven to
eight erbBl, erbB2 and erbB3 are expressed, which
are also found in non-gestating, pseudo-gestating and
gestating animals, suggesting that they have a relevant
role in the epithelial physiology of these receptors. In
this species, once cellular proliferation of the uterine
stroma has occurred, the formation of the decidua
has different characteristics in relation to cellular and
morphological differentiation, as well as gene activity.

—_—
—

—
—

EMBRYO

——— HB-EGF (Rd, Cn)

temporal y especifica; en el dia dos se localiza prime-
ramente en el epitelio glandular y luminal; en los dias
tres y cuatro se encuentra acumulado en células del
estroma, ademas de su presencia en el epitelio. Del
sexto al octavo dias de la gestacion, la acumulacion de
ER-alpha RNAm se localiza en la segunda zona deci-
dual y de manera mas abundante en las células subepi-
teliales del polo mesometrial; la distribucion de EGF
aqui es similar a la del ER RNAm, lo que indica que el
EGF quiza esté involucrado en el camino de la senali-
zacion de los estrogenos que regulan la proliferacion
y diferenciacion celular.®

En los ratones, el TGF-a y el factor de crecimiento
epidérmico unido a la heparina (HB-EGF) son expre-
sados en el tutero al momento que se lleva a cabo la
implantacion. El TGF-a se manifiesta en gran canti-
dad en el utero de esta especie en el periodo de la
periimplantacion; sin embargo, su papel en esta etapa
es cuestionable ya que ratones carentes del TGF-a
de manera experimental son aparentemente fértiles;
aunque es posible que la ausencia del TGF-a es com-
pensada por otros miembros de la familia del EGF.

El Er es inducido en el epitelio uterino el dia
cuatro, y éste parece ser un importante activador del
erbBl en el utero y en el blastocisto al tener un papel
de comunicacién intrauterina.”’

El HB-EGF es, en apariencia, altamente relevante
en el proceso de implantacion, ya que es expresado en

IGF-1Y II (R, Rd, CN)

EGF (R, CN)
TGF-o (R, RD,Cn)
IFN-1 (R)

__—» IGF-1y Il (R, E, CN)
_—¥IL-1 (R)
—YTGF-B(C)
TNF- (E )
IFN-y (C)
TSAEGF-2

— LIF(R.R4,CN)

— » IL6(C)

Figura 1: Sitios de expresion de algunas cito-

— LI®) cinas durante el periodo de implantacién

en animales domésticos. (R) rumiantes, (C)
cerdos, (E) equinos, (Rd) roedores y (Cn)
Conejos.

» CTGF (Rd)

Figure 1: Sites of expression of some cyto-

—» TGFBL(E) kines during the implantation period in

domestic animals. (R) rumiants, (C) swine,
(E) horses, (Rd) rodents and (Cn) rabbits.
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This results in an increase in the expression of erbBl,
erbB2 and erbB3. Up to this point little is known on
these growth factors in the rabbit which makes this
species an attractive model, different to rodents, for
the study of EGF and its ligands in the interactions
between the embryo and the mother during implanta-
tion.”

In rabbits, interleukin 6 (IL-6) is synthesized
by the ovary, and its basal production has also been
demonstrated in cultured of ovarian cancer cells. Fur-
thermore, it has been reported that cells of the granu-
lar layer are an active site for biosynthesis of I1L-6.”
According to this, IL-6 in the rabbit might act in a
paracrine or autocrine manner as a regulator of ster-
oid production in the ovary; also IL-1 is inhibited by
gonadotropins.”

On the other hand, interferon-y (IFN-y) that is
secreted by natural killer cells (NK) in the uterus,”""™
intervenes in remodeling the arteries of the decidua
and maintaining their integrity. In mice there is an
important migration of NK cells that are in contact
with the arteries of the decidua in conjunction with
angiopoietin-1 (Ang-1), which is a factor that joins to
its receptor on endothelial cells and promotes the sta-
bility of vessels via TGF-B. Angiopoietin-2 is the natu-
ral antagonist of Ang-1 and can destabilize arteries. It
has been reported that NK cells produce VEGF, which
is regulated by IFN-y.”>7

One of the recently studied growth factors is the
connective tissue growth factor (CTGF) that appears
to be induced by TGFfB and EGF. In mice, at days 1.5
to 3.5 of gestation, CTGF is located in the luminal and
glandular epithelium, similar to non-gestating mice.
There the factor helps in the distribution of several
structures of the embryo. Later it will localize in the
apical portion of the epithelium, at days 2.5 to 3.5,
although this factor decreases in concentration at day
4.5.7

Another growth factor thatintervenesin the forma-
tion of the mesoderm is the fibroblast growth factor-2
(FGF-2). It promotes the gastrulation process at days
six and seven of gestation in the rabbit. Recent studies
have demonstrated that FGF-2 has a high affinity for
heparin; therefore, cellular surfaces with molecules
similar to heparin act as low-affinity receptors. This
growth factor promotes cellular differentiation and
migration in the blastocyst of the rabbit.”

In relation to the insulin-like growth factor-I (IGF-
I) and its RNAm its presence has been reported in
the uterus of the rat expressed in the glandular and
luminal epithelium when implantation occurs. This
factor corresponds to the action of ovarian hormones,
which originates potential changes in the control of
the endocrine and paracrine mechanisms responsible
of local changes.™
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el epitelio luminal rodeando al blastocisto entre seis a
siete horas después del contacto con la pared uterina;
esto ultimo sugiere que las senales del blastocisto pro-
vocan que el epitelio luminal exprese el HB-EGF.*

El ErbBl y erbB4 se expresan en el blastocisto de
ratéon mediante la interacciéon con HB-EGF. En gene-
ral, la expresion de muiltiples ligandos y receptores de
la familia del EGF pudiera ser un mecanismo de pro-
teccion para asegurar la alta probabilidad de que el
embrién se desarrolle y pueda implantarse en el epi-
telio uterino.”

En los conejos se han detectado senales de EGF,
TGF-a y HB-EGF en el epitelio luminal y glandular al
sexto dia de gestacion; y los dias siete a ocho se expre-
san el erbBl, erbB2 y erbB3, los cuales se encuentran
también en animales no gestantes, seudogestantes y
gestantes, lo que implica que tienen un papel rele-
vante en la fisiologia epitelial de estos receptores. En
esta especie, una vez iniciada la proliferacion celular
del estroma uterino, la decidualizacion tiene caracte-
risticas diferentes en cuanto a la diferenciacién celu-
lar, morfologica y actividad en los genes, dando como
resultado un incremento en la expresion de erbBl,
erbB2 y erbB3. Hasta el momento se sabe muy poco
de estos factores de crecimiento en los conejos, por
lo que esta especie representa un atractivo modelo
diferente a los roedores para el estudio del EGF y
sus ligandos en las interacciones del embrién con la
madre, durante la implantacic’)n.70

En los conejos, la interleucina 6 (IL-6) es sinte-
tizada por el ovario y también se ha demostrado su
produccion basal en cultivos de lineas celulares can-
cerosas de ovario; ademas, se ha informado que las
células de la granulosa son un sitio activo de biosinte-
sis de la IL-6.""

Por lo anterior, en la coneja la IL-6 quizd actia de
manera paracrina o autocrina como regulador de la
esteroidogénesis ovarica; asimismo, la IL-1 es inhibida
por las gonadotropinas.”

Por otra parte, el interferén-y (IFN-y) que es secre-
tado por las células asesinas naturales (NK) en el
dtero,””” interviene en la remodelacién de las arterias
de la deciduay en el mantenimiento de su integridad.
En el raton hay importante migracion celular de las
células NK que se encuentran en contacto con las arte-
rias de la decidua, aunado a la angiopoietina-1 (Ang-
1), que es un factor que se liga a su receptor sobre las
células endoteliales y promueve la estabilidad de los
vasos via TGF-f. La angiopoietina-2 es el antagonista
natural de Ang-1 y puede desestabilizar las arterias.
En ratones se ha informado que las células NK produ-
cen VEGF, que es regulado por el IFN-y,75:7

Uno de los factores de crecimiento recientemente
estudiado es el factor de crecimiento de tejido conec-
tivo (CTGF), que parece ser inducido por el TGFB y



High concentrations of IGF-I and insulin have an
impact on the implantation of the embryo, and these
high concentrations of insulin produce the loss of
their receptors in numerous cells. This cytokine and
insulin operate through the IGF-1R receptor, which
is fundamental in regulating programmed cell death
(apoptosis). Apoptosis is a normal process in humans,
rodent and lagomorphs during embryo implantation,
since its regulation is essential for the development of
the future embryo;*® nevertheless, a high concentra-
tion of IGF-I and insulin causes a loss of control in
the apoptosis process, which causes embryo reabsorp-
tion.*

Currently we know that there is an autocrine and
paracrine molecular “dialogue” between the cytokines
of embryo origin and those of the endometrium during
the period known as “window” of implantation. In this
sense, the challenge for reproduction biologists is to
understand in detail the manner in which this com-
munication is achieved.

The advances achieved until today, on the knowl-
edge of cellular and physiological mechanisms of
implantation in domestic animals, has been surpris-
ing and constitute the basis for the current molecu-
lar comprehension on the subject. In light of the
tools offered by molecular biology, a great number of
cytokines has been identified and characterized in the
different tissues of the reproductive tract. Before, it
was simplistically thought that these tissues had a simi-
lar behavior in relation to their capacity of locally syn-
thesizing molecules that mediate cellular events that
characterize the initial development of an individual.
Nevertheless the existence of a regionalized speciali-
zation has been demonstrated in their synthesis and
secretion capacity of cytokines from cells of the epi-
thelium that covers the oviduct and endometrium, as
well as cells that constitute the lamina propia of the
mucosa connective tissue in accordance to the hor-
monal environment that they are exposed to.

In the same manner, the active role of the embryo
has been demonstrated in the induction of tissue
remodeling events that occur in the endometrium
as part of the necessary preparations for a successful
implantation. On this, itis known that the embryo syn-
thesizes early gestation factors that are secreted a few
hours after gestation is initiated, such as the leukemia
inhibiting factor (LIF).**** Some of these molecules
have been attributed with a preponderant role in the
generation of the local uterine immunosuppressant
environment needed for the survival of the embryo,
as well as participate in the regulation of local cell
growth and proliferation.

Currently, the potential of cytokines is being tested
in the field of assisted reproduction in techniques such
as in vitro fertilization and embryo transfer, in order

el EGF. Los dias 1.5 a 3.5 de gestacion del raton, el
CTGF se localiza en el epitelio luminal y glandular
de manera similar a un ratén no gestante; aqui este
factor ayuda a la distribucion de varias estructuras del
embrion; posteriormente se va a localizar en la parte
apical de este epitelio, los dias 2.5 a 3.5; aunque este
factor disminuye su concentracién el dia 4.5.”

Otro factor del crecimiento que interviene en la
formacion del mesodermo es el del crecimiento de
fibroblastos-2 (FGF-2), que promueve el proceso de
gastrulacion los dias seis y siete de gestacion en la
coneja. Estudios recientes han demostrado que el
FGF-2 tiene una afinidad muy alta por la heparina,
por lo que las superficies celulares con moléculas
semejantes a la heparina actian como receptores de
baja afinidad; este factor del crecimiento promueve
la diferenciacion y migracion celular en el blastocisto
del conejo.™

Respecto del factor de crecimiento insulinico-I
(IGF-I) y su RNAm, se ha informado de su presencia
en el utero de la rata, el cual es expresado en el epite-
lio glandular y luminal cuando se efectiia la implanta-
cion. Este factor responde a la accion de las hormonas
ovaricas, lo que origina cambios potenciales en el con-
trol del mecanismo endocrino y paracrino responsa-
ble de los cambios locales.™

Las concentraciones elevadas de IGF-I1 y de insu-
lina afectan la implantaciéon del embrion, estas altas
concentraciones de insulina inducen la pérdida de
sus receptores en numerosas células; esta citocina
y la insulina operan mediante el receptor IGF-IR,
que es fundamental en la regulacion de la muerte
celular programada (apoptosis). La apoptosis es un
proceso normal en humanos, en roedores y en lago-
morfos durante la implantaciéon embrionaria, ya que
su regulacion es esencial para el desarrollo futuro
del embrion;**® sin embargo, una elevada concentra-
cion de IGF-I y de insulina provoca descontrol en el
proceso de apoptosis, que conduce a la reabsorcion
embrionaria.®

Actualmente se sabe que existe un “didlogo” mole-
cular de tipo autocrino y paracrino entre las citocinas
de origen embrionario y endometrial durante el deno-
minado periodo “ventana” de la implantacion; en este
sentido, el reto para los biologos de la reproduccion es
entender al detalle la manera en que se da esta comu-
nicacion.

El avance logrado hasta hoy sobre el conoci-
miento de los mecanismos celulares y fisiol6gicos de
la implantaciéon en los animales domésticos ha sido
sorprendente y constituye la base de la comprension
molecular actual sobre el tema. Debido a las herra-
mientas que ofrece la biologia molecular, se han iden-
tificado y caracterizado gran niamero de citocinas en
los diferentes tejidos del aparato reproductor. Antes
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to offer solution alternatives to recurring problems
associated with early loss of the embryo in domestic
animals. Nevertheless, it is necessary to integrate the
knowledge of developmental biology and reproduc-
tive biotechnology to functional genomic research, in
order to have a systematic analysis of the interactions
between the embryo before implantation and the
mucosa of the uterine tubes and the endometrium.***
In near future, it is possible that proteomic technolo-
gies allow the identification of reciprocal signals
between the embryo and the maternal tissue environ-
ment.

Another challenge for reproduction physiologists
is to continue identifying the genes that regulate
and codify endometrial and oviduct cytokines and
growth factors in response to hormonal stimulation,
mainly during the first days of gestation, to provide
the embryo with a receptive endometrium.*® In the
exploration of this field, genetically manipulated lab-
oratory animals (knock-out and transgenic animals)
are a valuable resource for the study of cytokines and
thus gain an insight into the chronological dynamics
of their participation in the implantation “window”
period.

On the other hand, the studies based on tech-
niques of co-culture of epithelial cells of the uterine
horns or endometrium together with embryo cells
could provide new knowledge on the molecular dia-
logue that exists in the early stages of development of
mammal embryos.****

Due to well justified ethical considerations, experi-
ments cannot be done on human embryos in order
to study the sterility problems that affect this species.
Therefore, the use of animal models for experimen-
tation is necessary in order to look for solutions to
ancient problems related to sub-fertility and infertility
in humans and other species.

Recently, it has been discovered that some infec-
tious or inflammatory processes, such as mastitis,
can produce an immunological response that cause
embryo loss in the stage previous to implantation. It
has been postulated that cytokines could participate
crucially in this alteration inducing changes in the
hypothalamus-hypophysis axis, in the ovary, in the
mucosa of the reproductive tract and in the embryo.
In this sense, there is experimental evidence that syn-
thesis of IFN-a, IFN-y, TNF-a and PGF,a under these
circumstances can have negative effects on embryo
implantation in these early stages.®*

Also, it has been suggested that one of the effects
of LIF on the luminal epithelium of the uterus of
mouse can increase the expression of a subpopulation
of genes regulated by progesterone, reinforcing the
existence of a neuroimmunoendocrine interaction in
the uterine function.
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se consideraba de manera simplista que estos tejidos
tenian un comportamiento similar respecto de su
capacidad de sintesis local de moléculas mediadoras
de los eventos celulares que caracterizan a la etapa
inicial del desarrollo de un individuo; sin embargo,
se ha demostrado la existencia de una especializacion
regionalizada en su capacidad de sintesis y secrecion
de citocinas a partir de células del epitelio de reves-
timiento del oviducto, endometrio y de células que
constituyen la lamina propia de tejido conjuntivo de
la mucosa de acuerdo con el ambiente hormonal al
que estan expuestas.

De igual manera se ha demostrado el papel activo
del embrion en la induccion de eventos de remodela-
cion tisular que ocurren en el endometrio como parte
de los preparativos necesarios para una implantacion
exitosa. En esta tesitura, se sabe que el embrion sinte-
tiza factores tempranos de la gestacion que se secre-
tan a las pocas horas de iniciada la gestacion, como el
factor inhibitorio de la leucemia (LIF).**%* Por cierto,
se ha atribuido a algunas de estas moléculas un papel
preponderante en la generaciéon del ambiente inmu-
nosupresor local uterino necesario para la sobreviven-
cia del embrion, ademas de participar en la regulacion
del crecimiento y proliferacion celular local.

Actualmente se esta probando el potencial de las
citocinas en el campo de la reproduccién asistida
en técnicas como la fertilizaciéon in vitro y la transfe-
rencia de embriones, con el fin de ofrecer alternati-
vas de solucion a problemas recurrentes asociados
con la pérdida temprana del embrion en animales
domésticos. Sin embargo, es necesario integrar el
conocimiento de la biologia del desarrollo y de la bio-
tecnologia reproductiva a la investigacion genémica
funcional para disponer de un analisis sistematico de
las interacciones entre el embrion en etapa previa a la
implantacion y las mucosas de las tubas uterinas y del
endometrio.**® En el futuro inmediato es probable
que las tecnologias proteémicas permitan identificar
senales reciprocas entre el embrién y el entorno tisu-
lar materno.

Otro reto para los fisidlogos de la reproduccion
serd continuar identificando los genes que regulan y
codifican para las citocinas y factores de crecimiento
endometriales y oviductales en respuesta a estimulos
hormonales, principalmente en los primeros dias de
la gestacion, para proveer al embrion de un endome-
trio receptivo.*®® En la exploracién de este campo
constituyen un recurso valioso los animales de labora-
torio manipulados genéticamente (animales knock-out
y transgénicos) para las citocinas, de esta manera se
conocera la dinamica cronolégica de su participacion
durante el “periodo ventana” de la implantacion.

Por otra parte, los estudios basados en técnicas de
cocultivo de células epiteliales de las tubas uterinas
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