
 
DEPARTAMENTO DE PEDIATRÍA, OBSTETRICIA Y 
GINECOLOGÍA 
 
 
 
 
 
 
IMPLICACIÓN DE LAS QUIMOQUINAS IL-8, MPC-1, 
RANTES, LOS RECEPTORES CXCR1, CXCR4, CCR2, CCR5 
Y EL FACTOR IGFBP-Rp1 EN LA INTERFASE MATERNO - 
EMBRIONARIA 
 
 
 
 
 
 
 
FRANCISCO DOMÍNGUEZ HERNÁNDEZ 
 
 
 
 

UNIVERSITAT DE VALENCIA 
Servei de Publicacions 

2003 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
Aquesta Tesi Doctoral va ser presentada a Valencia el día 27 d’ 
Octubre de 2003 davant un tribunal format per: 
 

- D. Fernando Bonilla Musoles 
- D. Manuel L. Gil Jalom 
- D. José Luis Castrillo Díez 
- D. Eleuterio Hernández Miguel 
- D. Francisco Sánchez - Madrid 
 

 
Va ser dirigida per: 
D. Carlos Simón Vallés 
D. Antonio Pellicer Martínez 
 
 
 
 
©Copyright: Servei de Publicacions 
Francisco Domínguez Hernández 
 
 
 
 
 
 
 
 
Depòsit legal:  
I.S.B.N.:84-370-5808-2 

Edita: Universitat de València 
Servei de Publicacions 
C/ Artes Gráficas, 13 bajo 
46010 València 
Spain 
Telèfon: 963864115 



             



 2

 
 

Facultat de Medicina i Odontologia 
Departament de Pediatria, Obstetricia i Ginecologia 

 
 
 

 
 
 
 

Implicación de las quimoquinas IL-8, MCP-1, 
RANTES,  los receptores CXCR1, CXCR4, CCR2, CCR5 

y el factor IGFBP-rP1 en la interfase  materno-
embrionaria. 

 
 

 

 

 

 

 

Tesis Doctoral 

Francisco Domínguez Hernández 

Valencia, 2003 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A mis padres



 4

 

     AGRADECIMIENTOS 

 

  Quiero expresar mi más sincero agradecimiento a las siguientes personas que 

en mayor o menor medida han ayudado a sacar este gran proyecto adelante: 

 

  A mi tutor y director, Carlos Simón, por su inestimable ayuda y apoyo 

constante. 

 

  A mi Director de Tesis, Antonio Pellicer, por haberme ofrecido la oportunidad 

de realizar este proyecto y por su capacidad innata de reconocer el trabajo bien hecho. 

. 

  A José Remohí por permitirme realizar este trabajo en el Instituto Valenciano 

de Infertilidad. 

 

  A todos los miembros del IVI Valencia por su colaboración en muchas facetas 

de esta tesis, desde la esterilización del material usado hasta la ayuda administrativa, 

especialmente a Amparo Mercader, Arancha Galán, Raquel Herrer y Carmela Albert 

por la recogida de muestras y material. 

   

  A Laura y Bea Macías, por las correcciones de esta tesis. 

    

  A todos mis compañeros del equipo de investigación de la Fundación IVI, 

Carmen Escobedo, Julio Martín, Jose Juan Luna, Eva Sánchez, Maria de los Ángeles 

Asensi, Jose Antonio Horcajadas, Ana Cervero, Raúl Gómez, Maria Jose Escribá, 

Diana Valbuena, y a mis ex-compañeros, Pedro Caballero-Campo, Jose Luis de Pablo, 

Marcos Meseguer, Nicolás Garrido por lo mucho o muchísimo que me han ayudado en 

estos 4 años. 

 

  Y como no a mis amigos, que me han apoyado, me apoyan y espero que lo 

sigan haciendo por muchos años; sois muchos y vosotros sabéis lo mucho que os 

quiero a todos. Pero me gustaría nombrar en especial a Bernabé Salido, Carmen 

Escobedo, Marta Faustino, Jose Mas y Miguel Pons, que tanto en los buenos como en 

los malos momentos habéis estado a mi lado. 



  Finalmente a mis padres, Maria Teresa y Francisco por su amor incondicional 

y por dejarme elegir lo que mas me ha gustado hacer en la vida  



 6

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El presente trabajo de tesis doctoral ha sido realizado en los laboratorios de la 

fundación IVI, así como en los laboratorios del departamento de pediatría obstetricia y 

ginecología de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia, gracias a la beca 

del Ministerio de Ciencia y Tecnologia MIT1999-B24364784 MCYT  y al convenio 

universidad-empresa de la fundación IVI. 

 

 
 
 
 



Lista de Abreviaturas 
 
 

 

ADNc: ADN complementario 

AMPc: Adenosin monofosfato cíclico. 

CE: Células del Estroma 

CEE: Células Epiteliales Endometriales. 

CSF: Colony Stimulating Factor (Factor 

Estimulante de Colonias) 

CSF-alpha : Colony Stimulating Factor 

alpha (Factor estimulador de colonias alpha) 

E2: Estradiol 

EE: Epitelio Endometrial 

FAU :  Fluorescence Arbitrary Units 

(Unidades Arbitrarias de Fluorescencia) 

FIV: Fecundación In Vitro 

FSH: Follicle Stimulating Hormone 

(Hotrmona Estimuladora de Folículos) 

GH: Growth Homone (hormona de 

crecimiento) 

GM-CSF: granulocyte / macrophage colony-

stimulating factor ( Factor estimulante de 

colonias de granulocitos/macrófagos 

GnRH: Gonadotrophin-Releasing Hormone 

(Hormona Liberadora de Gonadotropina) 

HB-FGF: Heparan Binding Fibroblast 

Growth Factor (Unión de Heparan Factor de 

Crecimiento Básico de Fibroblastos) 

HCG: Gonadotropina Coriónica Humana 

HLA/HMC: Human Major 

Histocompatibility Complex (Complejo 

Mayor de Histocompatibilidad Humano) 

IAP: Inhibidor del Activador del 

Plasminógeno. 

ICAM: Intra Cellular Adhesion Molecule. 

(Molecula de Adhesión Intercelular) 

IFNγ: Interferón γ 

IGF: Insulin Growth Factor (Factor de 

Crecimiento de Insulina) 

 

 

 

IGFBP: Insulin Growth Factor Binding 

protein (Proteína de Unión de Factores de 

Crecimiento tipo Insulina)  

IGFBP-rP: Insulin Growth Factor Binding 

Protein Related Protein (Proteína relacionada 

con IGFBP) 

IL: Interleuquina 

IL-8 : Interleuquina 8 

LH: Luteal Hormone (Hormona Lutea) 

LIF : Laeukemia Inhibitor Factor (Factor de 

inhibición de leucemia) 

LPS : lipopolisacáridos 

MCAF: monocyte chemotactic and 

activating factor (Factor de activación 

quimotáctico de monocitos) 

MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein 

(Proteína quimioatrayente de monocitos-1) 

MEC : Matriz Extracelular 

MGSA/GRO-alpha: Melanoma growth 

stimulatory activity  (Activador estimulador 

de crecimiento de melanomas)  

MIP: Monocyte Innflamatory Protein 

(Proteína de Monocitos inflamatoria) 

MMP: Metaloproteinasa 

NAP-1: Neutrophil attractant/activating 

protein-1 (Proteina activadora/atrayente de 

Neutrófilos) 

NK: Natural Killer Cells (células asesinas) 

P: Progesterona 

PCAM: Platelet/endothelial Celular 

Adhesion Molecule (Molecula de Adhesion 

Celular de plaquetas/endotelial) 

PG: Prostaglandina 

PP: Placental Protein (proteína placentaria) 

RANTES : Regulated upon Activation 

Normal T Expressed and Secreted  



 8

SHO: Síndrome de estimulación Ovárica 

tAP : Activador del Plasminogeno de tejido 

TGF-β: Trasforming Growth Factor (Factor de 

Crecimiento Trasformante beta) 

TIMP:Tissue Inhibitor Metalloproteinase  

(Inhibidor de Metaloproteinas de Tejido) 

TNF-α: Tumor Necrosis Factor alpha (Factor 

de Necrosis Tumoral alpha) 

uAP : Activador del Plasminogeno uroquinasa 

VCAM: Vascular Cellular Adhesion Molecule 

(Molécula  de Adhesión Celular Vascular) 

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Adquirida 

ZP :  Zona pelúcida 



 9

  
    ÍNDICE 
 
 
INTRODUCCIÓN…………………………………………………………………….11 
 

1.Generalidades en Medicina de la Reproducción………………………………….11 

2. La implantación embrionaria……………………………………………………..14 

 2.1.  Preimplantación.  ………………………………………………………14 

  2.1.1  Preparación del endometrio…………………………………14 

  2.1.2  Receptividad endometrial……………………………………..15 

  2.1.3  Desarrollo del embrión a blastocisto. Aposición……………..22 

 

 2.2.  Periodo implantatorio…………………………………………………..23 

  1.2.1. Adhesión………………………………………………………23 

  1.2.2.  Invasión……………………………………………………….24 

 

3. Inmunología de la reproducción…………………………………………………..29 

 3.1. Sistema inmune………………………………………………………….29 

 3.2. Mediadores de la respuesta inmune. Cascada inmunológica……………33 

 3.3. Quimoquinas y receptores……………………………………………….35 

  3.3.1. Definición y clasificación……………………………………...35 

  3.3.2. Importancia actual de las quimoquinas en inmunología………44 

 3.4. Implicaciones de las quimoquinas en reproducción…………………….46 

 

4. Superfamilia IGFBPs……………………………………………………………...52 

 4.1. Generalidades……………………………………………………………52 

 4.2. Estructura………………………………………………………………...55 

 4.3. Fisiología………………………………………………………………....56 

 

 
 
 

OBJETIVOS…………………………………………………………………………60 
 

 
 
 



 10

ARTÍCULOS PRESENTADOS 
 

 

I. Hormonal and embryonic regulation of chemokines IL-8, MCP-

1 and RANTES in the human endometrium during the window of 

implantation.  Molecular Human reproduction Vol 8 nº4 pp 375-

384. 2002………………………………………………………..63 

 

II. Hormonal and Embryonic regulation of chemokine receptors 

CXCR1, CXCR4, CCR5 and CCR2B in the Human Endometrium 

and the Human Blastocyst. Molecular Human Reproduction vol 9 

nº 4 pp 189-198. 2003………………………………………….74 

 

III. A Combined Approach for Gene Discovery Identifies Insulin-

like Growth factor- Protein-Related Protein 1 as a New Gene 

Implicated in Human Endometrial Receptivity. Journal of Clinical 

Endocrinology & Metabolism. Vol 88 nº 4 pp 1849-57. 2003….85 

 

 
 
 

RESUMEN DE LOS RESULTADOS……………………………………………….95 

 

DISCUSIÓN………………………………………………………………………….105 

 

CONCLUSIONES ………….…….…………………………………………………114 

 

REFERENCIAS………..……….……………………………………………………119 

 
 
 



 11

 

  

INTRODUCCIÓN



 12

 
INTRODUCCIÓN 

 
 
  
 1. Generalidades en Medicina de la Reproducción 
 

 A nivel mundial, el 10% de las parejas son infértiles, estimándose entre 60 y 80 

millones las parejas que sufren problemas reproductivos. Aunque la infertilidad “per 

se” no implica enfermedad física, sí produce un detrimento grave de la salud y el 

bienestar psíquico y social de esas parejas (Diczfalusy y cols, 1995).  En España, 

aunque no existen estudios epidemiológicos de infertilidad realizados mediante 

encuestas directas, el 15% de las parejas que desean tener un hijo no pueden satisfacer 

su deseo reproductor (Vanrell y cols, 1988), lo que implica que en España se calcula 

una incidencia de 600.000 parejas infértiles, presentándose cada año más de 3000 

nuevos casos.  De ese 15% de parejas infértiles, a su vez el 15% padece una 

infertilidad de origen desconocido (Peinado y cols, 1996). Muchos de estos casos se 

relacionan con fallos de la implantación embrionaria. 

 

  La implantación embrionaria es la fijación del blastocisto al endometrio 

materno. El conocimiento de los factores moleculares implicados en su regulación es 

crucial para comprender los mecanismos que controlan la reproducción humana. Su 

mecánica es aún un enigma, lo que hace que su conocimiento tenga gran interés para 

clínicos e investigadores. La mayoría  de los datos sobre implantación embrionaria se 

han obtenido a partir del estudio de  modelos animales, mayoritariamente en 

mamíferos. Sin embargo, pese a las similitudes entre las distintas especies de 

mamíferos, el modelo animal es sólo parcialmente aplicable a los humanos, debido a 

que la implantación en los humanos es única (Bischof, y cols 1997).  

 

  En la especie humana se ha descrito que en condiciones naturales, alrededor 

del 30% de los embriones consiguen implantarse; es decir, fisiológicamente sólo 1/3 

de los ciclos considerados fértiles acaban en embarazo (Miller y cols, 1980). Las 

causas de esta baja tasa de éxito son compartidas entre el embrión (el 30% de los 

blastocistos in vivo es morfológicamente anómalo en el momento de la implantación, 
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Herting y cols, 1952) y un defectuoso diálogo entre  embrión y el endometrio materno 

(el 30% de las pérdidas gestacionales precoces ocurre antes del momento de la 

menstruación, Wilcox y cols, 1988). Este porcentaje de pérdidas es aún mayor en 

pacientes sometidas a tratamientos de reproducción asistida (Simón y cols, 1999). 

Paradójicamente, en las técnicas de reproducción asistida, con los programas de 

donación de ovocitos, donde el ciclo menstrual es sustituido hormonalmente, esa 

barrera natural del 30% de éxito se ha superado, alcanzándose tasas de implantación 

cercanas al 20 % y de gestación cercanas al 50% (Remohí y cols, 1995). En los 

tratamientos de fecundación in vitro (FIV) las tasas de parto a término por ciclo 

comenzado son de un 29.4 %, mientras que el porcentaje de parto a término por 

transferencia realizada alcanza el 31.6 % (Society for Assisted Reproductive 

Technology, 2003). 

 

  Tras la fecundación del ovocito, el embrión humano continúa su desarrollo y 

división en la trompa, llegando al útero en estadio de mórula entre los días 4-5 después 

de la ovulación. La implantación embrionaria no es un hecho puntual, se trata de un 

proceso, dividido en dos períodos, y que consta de tres fases consecutivas: 

  A. período pre-implantatorio: fase de aposición u orientación del blastocisto 

hacia una zona determinada del endometrio, donde, posteriormente, se adherirá. Este 

período implica una preparación previa del embrión y del endometrio para un contacto 

posterior. 

  B. período implantatorio: consta de la fase de adhesión, donde el 

trofoectodermo del blastocisto contacta directamente con el epitelio endometrial, y de 

la fase de invasión o penetración del trofoblasto embrionario en el endometrio 

materno.  

   

  Este modelo de implantación humana está regulado, a nivel sistémico 

(endocrino), por la presencia y funcionalidad de las hormonas esteroideas y, a nivel 

local (autocrino-paracrino), por tres tipos de moléculas: citoquinas, moléculas de 

adhesión y proteínas de invasión, que actúan principalmente en las fases de adhesión e 

invasión (ver figura 1).  
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2.  La implantación embrionaria  

  

   2.1. Período pre-implantatorio. Fase de aposición 

  

  2.1.1  Preparación del endometrio  

 

  Las hormonas esteroideas desempeñan un papel fundamental en la preparación 

del endometrio para la implantación. Además, moléculas biorreguladas por estas 

hormonas, principalmente citoquinas, actúan a nivel autocrino-paracrino. Durante la 

fase folicular, el endometrio, sometido a la acción de los estrógenos, prolifera y crece. 

Tras la ovulación, la secreción de progesterona va a producir importantes cambios en 

la morfología y función endometrial. Los cambios morfológicos clásicos en el 

endometrio secretor que han sido descritos son: disminución progresiva de la mitosis, 

aparición de vacuolas basales ricas en glucógeno en el epitelio endometrial, edema en 

el estroma y reacción decidual e infiltración leucocitaria, entre otros. 

    

Tradicionalmente se había considerado el endometrio como la parte pasiva del 

proceso de implantación. Sin embargo, el endometrio es un tejido regulado 

hormonalmente que participa activamente en la implantación embrionaria. Está 

formado por cuatro componentes básicos: epitelio endometrial luminal y glandular, 

estroma y vasos.  

 

El epitelio endometrial (EE) consiste en una monocapa de células cuboidales 

polarizadas que tapizan el interior del útero. Esta monocapa, como el resto de las 

mucosas que actúan como barreras en el tracto reproductor, debe proporcionar 

protección contra los patógenos que logran acceder hasta la cavidad endometrial, pero 

también debe permitir y facilitar la implantación embrionaria. El EE está regulado de 

forma especial por las hormonas esteroideas que inducen cambios morfológicos y 

bioquímicos cíclicos que ayudan a  mantener un microambiente adecuado para el 

desarrollo del embrión pre-implantatorio.  Su función en este  proceso es básica, ya 

que controla el impacto del embrión sobre el estroma y los vasos endometriales, 

actuando como primer contacto mediador del diálogo entre el embrión implantatorio y 

su lecho endometrial. El EE transforma en respuestas autocrino-paracrinas los 
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estímulos hormonales. En esta respuesta están implicadas moléculas como citoquinas, 

factores de crecimiento y moléculas de adhesión, producidas de forma local. 

   

  El endometrio humano también contiene células del sistema inmunológico que 

pueden ser relevantes para la función reproductora.  Su respuesta se ha relacionado 

con la regulación de la respuesta inmune local en la implantación. La población 

leucocitaria encontrada en un endometrio normal suele ocupar un 10-15% del estroma, 

incrementándose hasta un 20-25% en la fase secretora tardía y premenstrual (Bulmer y 

cols, 1985). La mayor parte de la población la componen los linfocitos T y 

macrófagos. Los linfocitos T y los macrófagos se distribuyen de forma difusa por el 

estroma y también formando agregados periglandulares; la población citotóxica se 

encuentra predominantemente en los nódulos estromales (Kamat y cols, 1986). Las 

NK, o células asesinas naturales, se hallan principalmente en el estroma y en el interior 

de los folículos linfoides. 

 

  Durante la implantación, la infiltración de leucocitos en la decidua está 

formada principalmente por macrófagos y linfocitos T (Bulmer y cols, 1988). Sin 

embargo, en roedores,  los leucocitos que intervienen son granulocitos y macrófagos 

(De y cols, 1991). La regulación del reclutamiento de leucocitos en el útero durante la 

implantación podría estar dirigida por las células del epitelio endometrial. Éstas 

producirían una batería de quimoquinas con un patrón temporal definido por los 

esteroides ováricos E2 y P y también por factores seminales (Robertson y cols, 1996a).  

 

   Todos estos descubrimientos sugieren que hay una liberación de quimoquinas 

como IL-8, RANTES, MCP-1 y GM-CSF en el período pre-implantatorio, 

quimoquinas producidas por las células del epitelio endometrial en respuesta a las 

hormonas esteroideas y otros mediadores, que contribuirían al inicio de la 

implantación. 

  

  2.1.2 Receptividad endometrial 

 

  La receptividad endometrial delimita un período de tiempo del ciclo menstrual 

conocido como “ventana de implantación”, en el que, de forma exclusiva, es posible la 

adhesión del blastocisto al endometrio. Durante este período, en la membrana 
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plasmática de las células endometriales epiteliales (CEE) se producen cambios 

morfológicos, bioquímicos y génicos conocidos como “transformación de la 

membrana plasmática” (Murphy y cols, 1995).  Estos cambios estructurales  incluyen 

modificaciones de la membrana plasmática (Murphy, 2000) y el citoesqueleto (Thie y 

cols, 1995). La zona apical de la membrana plasmática desarrolla propiedades 

adhesivas, aparecen microvillis largos que se trasforman poco a poco en  proyecciones 

aplanadas. (Murphy, 2000) 

 

La remodelación del tejido epitelial requiere la participación del citoesqueleto y 

en concreto la familia de la ezrina en la regulación de la polaridad para pasar de un 

fenotipo no receptivo a uno receptivo. Estos cambios ocurren junto con cambios en el 

compartimento estromal (Irwin y cols, 1989) y la vasculatura endometrial. 

 

En el lugar de implantación, la membrana plasmática del epitelio luminal es la 

estructura materna que primero contacta con el embrión y define el límite que éste 

debe atravesar para poder acomodarse en el tejido uterino. La expresión de diferentes 

componentes moleculares en las CEE determina la identidad y función de la 

membrana plasmática.  

 

  Marcadores morfológicos de receptividad endometrial 

 

  En el período pre-implantatorio se produce un aplanamiento de las CEE y una 

reducción en la longitud de microvillis en el momento de la implantación. Martel y 

cols, en 1981, observaron la presencia de proyecciones ectoplásmicas, denominadas 

pinópodos, como marcadores morfológicos del inicio de la ventana de implantación 

humana. A pesar de desconocerse su función real, parecen ser inducidos por la 

endocitosis de líquido endometrial por parte de las células epiteliales luminales y se 

consideran unos marcadores morfológicos del período de receptividad uterino (Nikas y 

cols, 1999). 
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  Marcadores bioquímicos de receptividad endometrial 

  

  Se han estudiado ampliamente las integrinas (Lessey y cols, 1992) como 

marcadores bioquímicos de receptividad endometrial. Las integrinas son una familia 

de receptores de moléculas de adhesión celular que median la adhesión a la matriz 

extra celular (MEC) (Hynes, 1992). Los ligandos de la MEC, cuando se unen a las 

integrinas, inducen la agrupación de otras integrinas adyacentes de forma cooperativa. 

Esta agrupación de receptores y la unión del ligando son aspectos críticos para que se 

produzca la activación de las señales intracelulares mediadas por integrinas (Miyamato 

y cols, 1995). De este modo, la agrupación conduce a la formación de unos complejos 

conocidos como adhesiones focales, donde integrinas se unen a proteínas del 

citoesqueleto intracelular y filamentos de actina, continuando así con la transducción 

de señales (ver figura 2) 

   

  Lessey y Castelbaum, 1995 han investigado la regulación de la expresión de 

integrinas en CEE. Estos autores consideran la β3, α4, y α1 como marcadores 

potenciales de receptividad uterina, aunque otros autores no han podido replicar estos 

resultados (Creus y cols, 1998).  El uso de estos marcadores de receptividad uterina 

han sido muy controvertido en los últimos años (Murphy y cols, 2000; Creus y cols, 

2003) y se ha ido abandonando como marcador morfológico. 

    

  Por otro lado, en experimentos in vitro, se ha demostrado una regulación 

positiva y selectiva embrionaria de la integrina β3 en CEE.  El sistema embrionario de 

la IL-1 parece estar implicado en esta regulación (Simón y cols, 1997a).  

 

  Kumar y cols realizaron estudios de cribaje (“screening”) de expresión génica 

durante el período pre-implantatorio y han descrito la inducción por la progesterona, 

en el período pre-implantatorio, del gen de la calcitonina.  Estos autores postulan que 

la detección de la calcitonina podría ser un marcador bioquímico idóneo de 

receptividad uterina (Kumar y cols, 1998). 

  
Otros marcadores propuestos han sido LIF (Leucemia inhibitor factor), COX-2 

(Ciclooxigenase 2) y la IL-1 (Interlequina 1). Los ratones con inactivación génica del 

COX-2 (Davis y cols, 1999) y del LIF (Stewart, 1992) tienen una alteración del 
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mecanismo de implantación embrionaria. El bloqueo del receptor tipo I de la IL-1 por 

su antagonista natural (IL-1R tI) previene la implantación en los ratones (Simón y cols, 

1994a).  Otros genes implicados en la receptividad endometrial son HB-EGF (Heparan 

binding EGF like growth factor), lactoferrina o el gen momeobox10 (HOX10).  En 

ratones, la expresión de HB-EGF aparece restringida al sitio de implantación (Das y 

cols, 1994). HOX10 es esencial para la implantación en el ratón y para la expresión 

espacial/temporal en el endometrio humano, sugiriendo un papel en la receptividad 

endometrial (Taylor y cols, 1999). 

 

   

  Marcadores génicos de receptividad endometrial y nuevas tecnologías 

 

  Pese a los numerosos avances en el descubrimiento de nuevos marcadores 

bioquímicos, se precisa una perspectiva global de la regulación génica de la 

receptividad endometrial para comprender mejor este complicado proceso.  Recientes 

avances en la biología molecular así como en el conocimiento del genoma humano, 

nos han llevado a reconsiderar este proceso desde este punto de vista. 

   

  Mediante la nueva tecnología de hibridación múltiple, más conocida como 

“array”, es posible realizar comparaciones de hasta 12.000 genes en un solo 

experimento, lo que permite un visión mucho más global de los genes regulados al 

alza o a la baja en una determinada situación. Dependiendo del número de genes 

estudiados en cada caso se denominan “macro” o “micro array”.   

  

  Con los “macroarrays” se pueden estudiar simultáneamente hasta unos 500 

genes relacionados con algún campo de investigación, como la apoptosis, cáncer, 

neogénesis, implantación, etc, mientras que con los “microarrays” se puede llegar a 

analizar de una forma mucho más global alrededor de 10.000 a 40.000 genes 

simultáneamente. En el último año se han publicado al menos 4 trabajos que exploran 

el patrón de expresión génica del endometrio receptivo comparado con el estadío pre-

receptivo y no receptivo.  

   

  La receptividad endometrial, como ya hemos visto, se caracteriza por dos 

hechos principales: primero, que ocurre en un momento determinado de tiempo, en el 
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cual el tejido endometrial adquiere una característica funcional transitoria bien 

definida y, segundo, por la capacidad de adherir un blastocisto. 

   

  En este trabajo hemos analizado más de 375 genes utilizando la tecnología de 

“macroarray” para caracterizar la expresión de quimoquinas, citoquinas, factores de 

crecimiento y sus receptores, tanto en un endometrio receptivo como en uno pre-

receptivo, así como en dos líneas celulares derivadas de células epiteliales, como ya 

veremos más adelante. 

   

  Otros autores han investigado la receptividad endometrial utilizando el análisis 

global mediante “microarrays”, con 12.000 genes estudiados (AFFIMETRRIX).  

Mediante estos experimentos, Kao y cols han descrito más de 150 genes regulados al 

alza y 350 regulados a la baja.   Entre los genes regulados al alza se encuentran 

proteínas de trasporte de lípidos (apolipoproteina E ; ApoE), proteínas sintetizadoras 

de protaglandinas (PLA2), síntesis de proteoglicanos (gluroniltrasferasa), proteínas 

secretadas como la glicodelina o PP14, proteínas de unión a IGF, proteínas 

relacionadas con la familia TGF-beta, proteínas de transducción de señal, 

componentes de la matriz extracelular (osteopontina, laminina), numerosos 

moduladores de inmunidad, genes detoxificadores (metalotioninas) y muchos otros  

(Kao y cols, 2002).  

   

  Entre los genes regulados a la baja en el endometrio receptivo se encuentran, 

entre otros, factores de transcripción relacionados con la familia de TGF-beta, 

moduladores de la inmunidad (subunidades del MHC II) y miembros de la familia de 

receptores acoplados a proteína G (FrpHE).   

   

  Otro reciente trabajo basado en la tecnología de “microarray” compara las 

fases lútea temprana (pre-receptiva) y media lútea (receptiva).  En este trabajo se 

describen al menos 370 genes regulados a la baja en distintas medidas, mientras que 

aproximadamente 320 se encontraron regulados al alza.  Entre los genes más 

destacables se encuentran algunos de los ya descritos en el anterior trabajo, pero se 

incluyen algunos nuevos como receptores de superficie celular, proteínas de adhesión 

a matriz extracelular y factores de crecimiento. (Carson y cols, 2002).  Asímismo,  

Borthwick y cols, usando un “microarray” de más de 60.00 oligonucleótidos, 
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describen 149 transcritos, diferencialmente expresados entre endometrios 

proliferativos y secretores. 

   

  Un último trabajo recién publicado con el mismo diseño ha encontrado en 5 

pacientes estudiadas más de 170 genes regulados al alza, pero tan sólo 60 regulados a 

la baja (Riesewijk y cols, 2003).  Algunos de esos genes coinciden con el resto de 

trabajos como la glicodelina, osteopontina, IGFBP-3 o la integrina alpha3, pero 

algunos genes no habían sido descritos todavía, como la glutation peroxidasa 3 (GPx-

3), claudina 4,  o el transportador de alta afinidad de glutamato epitelial (SLC1A1).  Se 

han realizado tablas comparativas de los diferentes trabajos para intentar alcanzar un 

consenso entre todos los estudios realizados. (Riesewijk y cols, 2003) 

   

  Se han completado otros estudios en el mismo sentido en otros organismos, 

como el ratón (Reese y cols, 2001; Yoshioka y cols, 2000), denotando numerosas 

diferencias en los patrones de expresión de receptividad endometrial entre los dos 

organismos.  En este tipo de estudios, algunos de los genes utilizados como 

marcadores bioquímicos clásicos de la implantación ya citados, como LIF y COX-2, 

no se han detectado en el organismo humano ni en el ratón, por lo que poco a poco se 

están abandonando estas aproximaciones gen a gen y se está buscando aproximaciones 

más globales que aporten una cantidad de información mucho mayor a la comunidad 

científica. 
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Figura 2: Estructura de la interacción matriz extracelular-célula.  

Las integrinas de la membrana plasmática unidas a la Matriz extracelular 

(MEC) se unen en la cara citoplasmática a un complejo de proteínas 

citoesqueléticas, como son  α-actina, vinculina, talina que las unen a 

filamentos de actina. Para la construcción de los complejos de 

señalización, la quinasa asociada a las adhesiones focales (FAK) debe 

interaccionar con la cola citoplasmática de la subunidad-β.  
 

MEC

SUBUNIDAD α SUBUNIDAD β
 α -ACTININA
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VINCULINA

INTEGRINA



 23

 

   

  2.1.3   Blastocisto y fase de aposición 

   

 La salida del embrión de la zona pelúcida (ZP), o “eclosión”, es un requisito 

necesario para la implantación. Es conocido que el embrión es capaz de salir de la 

zona pelúcida in vitro o fuera del endometrio en lugares ectópicos, indicando que no 

necesita la interacción con el endometrio para este proceso. Sin embargo, cabe 

destacar que en condiciones in vitro o fuera del endometrio, la salida de la zona 

pelúcida se retrasa al menos 1 día en comparación con las condiciones intraútero.  Esta 

rotura no implica capacidad de adhesión instantánea, sino que debe ser adquirida en un 

período que oscila entre minutos y horas. 

  

   

  Fase de aposición  

   

  La fase de aposición u orientación es la menos estudiada y tiene lugar entre  los 

días 5 ó 6  postovulatorios cuando el blastocisto tiene un tamaño aproximado de 300-

400 µm de diámetro. El blastocisto humano permanece libre en el lumen uterino, que 

se ha estrechado, haciéndose prácticamente virtual.  El blastocisto se posiciona 

habitualmente en una zona determinada del útero que depende de la especie; en 

humanos es el fundus uterino tercio superior, en su cara posterior. Esto es importante, 

porque va a determinar la localización de la placenta.  El disco embrionario (masa 

celular interna), que dará origen al embrión propiamente dicho, se sitúa en un lugar 

específico también según la especie. En el caso del hombre se halla en la zona donde 

se va a desarrollar el trofoblasto invasor, al contrario que en el ratón.    
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  2.2. Período implantatorio 

 

   2.2.1. La fase de adhesión 

 

  En el proceso de la implantación, la fase de adhesión es el resultado de los 

cambios moleculares en la superficie del trofoblasto y del endometrio. Es 

particularmente interesante porque están implicadas la adhesión de células de dos 

orígenes distintos y, específicamente, las superficies apicales de éstas (Enders y cols, 

1994). Esta adhesión  podría estar mediada por la inducción esteroidea (Aplin, 1997) 

y/o embrionaria (Simón y cols, 1998b) de una o más moléculas de adhesión en la 

superficie celular del epitelio luminal durante la ventana de implantación. 

 

  El estudio de la relación entre el sistema inmune y el sistema reproductor ha 

permitido demostrar la función de determinadas citoquinas, factores de crecimiento y 

moléculas de adhesión en los órganos del tracto reproductor, como es el caso de la IL-

1, presente en ovario (Simón y cols, 1994b) y endometrio (Hall y cols, 1998). En 

concreto, el endometrio y otros órganos del sistema reproductor contienen células del 

sistema inmune que pueden desempeñar papeles específicos en la función 

reproductora.   

 

  En cuanto a las moléculas y mediadores que participan en la implantación 

embrionaria, existe una serie de moléculas de acción local (autocrino-paracrino) como 

las citoquinas, LIF, CSF-α y en especial el sistema de la IL-1, las integrinas y las 

proteasas (revisado por Simón y cols, 1996). Este modelo está centrado en las 

interacciones a nivel molecular entre el embrión y el endometrio materno (Simón y 

cols, 1998b). Es un modelo dinámico que va evolucionando a medida que se hacen 

nuevos descubrimientos y se va teniendo más información sobre la funcionalidad de 

los factores implicados 

 

  Por otro lado, las moléculas de adhesión implicadas en la adhesión célula-

célula y en la adhesión célula-MEC son cruciales para la adhesión del blastocisto al 

endometrio materno. Así pues, estas primeras interacciones que comentábamos 

anteriormente podrían venir seguidas de eventos de adhesión mediados por integrinas 

y caderinas.  La presencia de integrinas ha sido descrita tanto en las células epiteliales 
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endometriales (Lessey y cols, 1994), como en el embrión (Campbell y cols, 1995). 

Estas moléculas son proteínas esenciales para la correcta morfogénesis y el 

mantenimiento de la integridad en organismos multicelulares.  

 

  En conjunto, toda esta información parece indicar que entre las moléculas de 

adhesión más relevantes en el proceso de implantación se encuentran las integrinas 

implicadas en la fase de adhesión, como, por ejemplo, la integrina β3, cuya expresión 

se ve reducida en mujeres  infértiles (Lessey y cols, 1994; González y cols, 1999). 

Además, como posteriormente profundizaremos, el blastocisto es capaz de aumentar 

selectivamente la expresión de esta molécula a través del sistema de la IL-1 (Simón y 

cols, 1994c).  No sólo las integrinas intervienen en el proceso, sino que la expresión de 

las cadherinas también ha sido descrita en el epitelio endometrial y en el trofoblasto 

(MacMalman y cols, 1996; Genbachev y cols, 2003). 

 

 

  2.2.2. Fase de invasión 

 

  El siguiente paso en el proceso de implantación es la penetración del 

blastocisto a través del epitelio endometrial y la invasión del estroma por parte del 

trofoblasto.  Es la llamada fase de invasión, que tiene lugar ocho días después de la 

fecundación. El blastocisto se embebe en el estroma y el sitio de entrada en el epitelio 

es rápidamente cubierto por fibrina, sobre la cual las células epiteliales crecen de 

nuevo. Para las especies con implantación invasiva, la membrana basal es la primera 

barrera que debe ser atravesada por el blastocisto.  Después el trofoblasto invadirá el 

compartimento estromático, llegando hasta los capilares maternos para su 

alimentación. Es necesario un control exhaustivo de este proceso para prevenir 

posibles invasiones patológicas, como ocurre en los casos de placenta ácreta o en la 

preeclampsia (Zhou y cols, 1993).   

 

  El control de este proceso invasivo es mediado por diversas proteasas que 

degradan MEC, entre ellas las serinproteasas, metaloproteasas y colagenasas 

(Alexander y cols, 1991). Otras moléculas de vital importancia en este proceso son las 

moléculas de adhesión como las integrinas, selectinas, etc. 
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  Entre las serinproteasas más relevantes en este proceso nos encontramos con 

los Activadores del Plasminógeno Uroquinasa (uAP) y de tejido (tAP), que catalizan 

la conversión del plasminógeno a plasmina, con una amplia actividad proteolítica 

capaz de degradar directamente la matriz celular.  

 

  Durante la invasión, las células trofoblásticas poseen propiedades migratorias e 

invasivas que han sido relacionadas con su actividad AP. El citotrofoblasto humano 

produce uAP y su secreción se ve aumentada por el AMPc.  La expresión de estos 

receptores en el trofoblasto puede representar un posible mecanismo que facilite la 

remodelación de la vasculatura uterina y el desarrollo de la placenta (Zini y cols, 

1991). 

   

   Por lo que sabemos, la invasión del trofoblasto es un mecanismo 

autocontrolado. Hasta hoy se han propuesto dos posibles mecanismos. El primer 

mecanismo se basa en el hecho de que la gonadotropina coriónica humana (HCG) 

disminuye la actividad proteasa in vitro de una manera dosis-dependiente por 

competición directa con la actividad uroquinasa, reduciendo  también la invasividad 

del trofoblasto, sin afectar  la adhesividad del mismo a la membrana basal.  Es 

interesante destacar que aún a elevadas concentraciones de HCG, la invasión del 

trofoblasto no se inhibe completamente, indicando que existen otros tipos de 

regulación en este proceso.  

 

  Un segundo mecanismo, propuesto por Graham y Lala en 1991, está basado en 

que la invasividad del trofoblasto está inhibida al añadir medio condicionado de 

células deciduales in vitro.  La extrapolación de estos datos a los sucesos ocurridos en 

el período pre-implantatorio sugiere que, bajo un control con progesterona, el IAP-1 

derivado de células deciduales puede restringir la invasión del blastocisto en el 

estroma por la inhibición de la actividad uAP asociada al trofoblasto (Shatz y cols, 

1995). 

 

  Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) son una familia de endopeptidasas 

dependientes de Zinc que poseen actividad proteolítica contra muchos de los 

componentes de la MEC.  Son secretadas como proenzimas inactivas y se activan tras 

cortar una región de su zona amino terminal.  De acuerdo a su especificidad de 
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sustrato, se distinguen tres grupos: colagenasas, gelatinasas y estromalisinas.  El papel 

de la colagenasa tipo IV es crucial en el proceso de implantación e invasión del 

trofoblasto.  El blastocisto que se implanta penetra en el epitelio hasta llegar a la 

membrana basal.  El colágeno tipo IV es el componente principal de esta membrana y 

debe ser disgregado para proseguir con la invasión. In vitro, la secreción de colagenasa 

tipo IV se halla relacionada con el proceso de implantación, sugiriendo que sus 

propiedades invasivas son responsables de la habilidad del embrión para atravesar la 

membrana basal uterina. El colágeno tipo IV es, además, una de las estructuras 

principales de la matriz extracelular uterina en la interfase maternofetal (Emonard  y 

cols, 1990).    

    

  El proceso de invasión se caracteriza por el cambio a fenotipo invasivo 

mediante la expresión de integrinas del trofoblasto y posiblemente de la decidua. El 

trofoblasto extravelloso despolariza la integrina α6 β4 (receptor de laminina) y 

comienza a migrar  y secretar proteasas para digerir la MEC (Bischof  y cols, 1997). 

Una vez el blastocisto ha atravesado la membrana basal, la migración del trofoblasto 

invasivo de primer trimestre necesita, al menos in vitro, una expresión de integrinas α5 

y β1.   Esta migración se encuentra estimulada por el Factor de Crecimiento similar a 

Insulina II (IGF-II) y por la Proteína de unión al Factor de Crecimiento similar a 

Insulina I (IGFBP-I) y puede ser inhibida por el Factor de Crecimiento Transformante 

β (TGF-β) (Irving y cols, 1995).  

 

   Bischof y cols. en 1995 demostraron que el citotrofoblasto extravelloso con 

capacidad invasiva (secreción elevada de gelatinasas y secreción reducida de 

fibronectina) expresa mayoritariamente la subunidad α6 y que, cuando se activa la 

expresión de la subunidad α5, el comportamiento invasivo cesa, acompañado de una 

reducción en la secreción de gelatinasas y una elevada secreción de fibronectina. 

 

  Otro tipo de moléculas  importantes en el proceso de invasión, y, en general en 

toda la implantación, son las citoquinas.  Estas proteínas están en relación directa con 

las proteínas invasivas citadas en este apartado, que, a su vez, se encuentran reguladas 

por hormonas.  
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  La progesterona parece ser una de las hormonas que mayor control ejerce sobre 

las moléculas de adhesión en el endometrio humano, especialmente sobre las 

integrinas.  Citoquinas y factores de crecimiento también presentan una regulación 

sobre estas moléculas de adhesión (ver figura 3); por ejemplo, IL-1β parece modular la 

expresión de la subunidad β1 y sus subunidades α asociadas en células MG-63 de 

osteosarcoma humano.  IL-1β también aumenta los niveles de ARNm de α2, α5 y αv, 

mientras que disminuye los de α4. IL-1β junto con TNF-α controlan la expresión del 

heterodímero α1β1.  En células endoteliales humanas, IL-1β modula la expresión del 

complejo α6β1 e IL-1β junto con TNF-α, mientras que el IFNγ  (Interferón γ) induce la 

expresión de ICAM-1, Selectina-E y VCAM proteína y ARNm. 

  

  El TGFβ-1 es el principal candidato para regular la invasividad del trofoblasto. 

Se expresa en la decídua humana, es capaz de estimular la expresión de TIMP-1 en 

fibroblastos y se ha demostrado su capacidad para inhibir la estromalisina.  Sin 

embargo, animales transgénicos deficientes para el gen TGFβ-1 son capaces de 

implantarse sin ningún problema. 
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Figura 3: Representación esquemática de la interacción citoquinas-

control endocrino durante la implantación 

  



 30

 
 

   3. Inmunología de la reproducción 

  

  Los primeros descubrimientos de la interrelación entre el sistema reproductor y 

el sistema inmunológico comenzaron en 1898, cuando Calzoralli observó que el timo 

de los conejos castrados antes de la madurez sexual era más grande que el de los 

controles no castrados. La interacción entre ambos sistemas está apoyada en una serie 

de descubrimientos clave realizados durante los últimos 25 años.  Entre ellos cabe 

destacar: en los humanos, la gonadectomía y reemplazamiento con hormonas 

esteroideas  produce alteraciones en la liberación de citoquinas (Grossman, 1985).  

Los linfocitos humanos producen hormona folículo estimulante (FSH), hormona 

luteinizante (LH) y gonadotrofina coriónica humana (hCG), tanto bioactiva como 

inmunorreactiva.  En los linfocitos de cerdo están presentes los receptores para la 

hormona liberadora de LH (GnRH), lo que pudiera sugerir su implicación en la 

liberación de gonadotropinas (Grossman, 1985; Standaert y cols, 1992). 

   

  El endometrio tiene una población importante de células del sistema inmune 

que son necesarias para la función reproductora. En concreto, su presencia se ha 

relacionado con la regulación de la respuesta inmune local y con la implantación. Para 

situar este trabajo dentro del contexto inmunológico, puesto que las quimoquinas 

actúan como mediadores de la respuesta inmune, a continuación se mencionarán 

brevemente unos conceptos generales de inmunología. 

 

            3.1 Sistema Inmune. Conceptos generales 

 

 El sistema inmune constituye en los mamíferos un mecanismo adaptado de 

defensa, capaz de protegerlo de la invasión de organismos infecciosos, de sus 

productos tóxicos y de células anómalas. Para ello se han desarrollado una serie de 

mecanismos de localización de células extrañas, virus y macromoléculas, para 

neutralizarlos y poder eliminarlos del organismo. Dentro de este sistema de vigilancia 

hay dos categorías: la inmunidad natural, mediada por células que responden 

inespecíficamente, y la inmunidad adquirida, mediada por linfocitos capaces de 

sintetizar receptores de superficie o de secretar proteínas específicas (anticuerpos) que 
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se unen a las moléculas extrañas, respetando al mismo tiempo las moléculas del propio 

organismo (tolerancia). La respuesta adquirida se puede dividir en dos clases: la 

humoral, que resulta de la generación de anticuerpos, y la celular, que supone la 

generación de células citotóxicas encargadas de provocar la lisis celular de las células 

extrañas o propias infectadas por agentes externos. 

 

  Todas las células del sistema inmunitario proceden de células primordiales 

pluriponteciales a través de dos líneas principales de diferenciación: 

  a) La línea linfoide, que da lugar a la formación de los linfocitos. 

  b) La línea mieloide, que conduce a la formación de fagocitos (monocitos y 

granulocitos polimorfonucleares) y de otras células. 

 

Los linfocitos constituyen aproximadamente el 20% del total de los leucocitos. 

Cada uno de estos linfocitos es capaz de reconocer un único antígeno, debido a que 

todos los receptores antigénicos de un mismo linfocito son idénticos. Existen dos tipos 

principales de linfocitos: B y T. 

 

 Linfocitos B 

 

Se desarrollan en la médula ósea o en el hígado fetal, y pueden diferenciarse en 

células plasmáticas productoras de anticuerpos. Reconocen el antígeno mediante las 

inmunoglobulinas de la superficie. Para dar lugar a una respuesta de producción de 

anticuerpos precisan del antígeno y, generalmente, de la ayuda de las células T 

colaboradoras, aunque existen antígenos que generan respuesta inmune independiente 

de linfocitos T. Las células B activadas por el antígeno proliferan y maduran bajo la 

influencia de las células T y se diferencian finalmente en las células plasmáticas 

productoras de anticuerpos. 

 

 Linfocitos T 

 

Se desarrollan en el timo y llevan a cabo diferentes funciones: ayudan a los 

linfocitos B a fabricar anticuerpos, matan células infectadas por virus, y estimulan la 

actividad microbicida y citotóxica de otras células efectoras (macrófagos) (Van 

Ewick,1991). Para poder llevar a cabo todas estas funciones es necesaria la 
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transmisión de señales entre las diversas células, y ésta se realiza mediante contacto 

directo o a través de factores solubles, como son las citoquinas (Mossman y Coffman, 

1989, Powrie y Coffman 1993).  Funcionalmente, los linfocitos T pueden dividirse en 

colaboradores (helper) y citotóxicos. 

 

  Células asesinas naturales (NK) 

 

  Se encuentran en el endometrio en elevado número (20% de las células 

inmunes endometriales), están localizadas principalmente en el estroma y en el interior 

de los folículos linfoides e intervienen en la mayor parte de los procesos 

reproductores. Son células que derivan de los linfocitos granulares grandes (LGL), 

pero, a diferencia de éstos no expresan receptores antigénicos o inmunoglobulinas en 

su superficie. La población celular es muy heterogénea, teniendo en cuenta su 

morfología y marcadores superficiales.  Las NK tienen como células diana ciertas 

células malignas, así como células infectadas por virus tanto in vivo como in vitro 

(Kissling y col, 1975; Trinchieri, 1989).  

   

Cuando el sistema inmune encuentra por primera vez un antígeno, hay 

relativamente pocos linfocitos con el correspondiente receptor capaces de llevar a cabo 

una respuesta inmune. Pero, durante la primera respuesta, la población respondedora 

sufre una expansión y desarrollo que permite, en un segundo reconocimiento 

antigénico, la presencia de una población celular mayor capaz de reconocerlo y que, 

además, está más diferenciada, lo que explica que la respuesta secundaria sea mucho 

más rápida y efectiva. A su vez, los linfocitos estimulados por el antígeno podrán 

diferenciarse completamente en células efectoras o bien podrán pasar a formar parte de 

un grupo celular expandido (células memoria) que intervendrá en la respuesta 

secundaria sobre el mismo antígeno. 

 

Como las células B, los linfocitos T también reconocen el antígeno utilizando 

un receptor que se genera por un proceso de recombinación a partir de un juego de 

genes de la línea germinal, produciendo así una gran diversidad de receptores. A 

diferencia de los linfocitos B, los T no reconocen los antígenos aislados, sino 

asociados a las moléculas codificadas por el complejo principal de 

histocompatibilidad.  
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El complejo principal de histocompatibilidad se divide en dos clases: clase I, 

presente en todas las células nucleadas del organismo, y las moléculas de clase II, 

presentes sólo en la superficie de determinadas células presentadoras de antígeno. En 

el hombre se denomina HLA-DP, DG y DR (Banchereau y Rousset, 1992). La 

mayoría de las células T colaboradoras reconocen un fragmento del antígeno asociado 

a moléculas de la clase II, mientras que las células T citotóxicas reconocen una 

combinación de las moléculas de clase I más fragmento del antígeno. 

 

Las células capaces de presentar el antígeno a los linfocitos en forma 

inmunogénica se denominan colectivamente células presentadoras de antígeno e 

incluyen una gran variedad de células, como las células de Langerhans, los 

macrófagos y los monocitos. 

 

   

  Monocitos-Macrófagos 

 

  Los macrófagos son por excelencia las células presentadoras de antígenos a los 

linfocitos T helper. Se originan en la médula ósea, gracias a la intervención del factor 

estimulador de colonias (CSF) (Sief, 1987).  Los monocitos, al salir de la médula ósea, 

circulan por el torrente sanguíneo, donde permanecen 24 horas, tras las cuales 

abandonan los vasos y pasan a los tejidos, donde se convierten en macrófagos. Al 

penetrar en los tejidos, donde permanecen 60 ó más días, algunos de los monocitos se 

convierten en células fagocitarias. De acuerdo con su morfología y el sitio en el que se 

localizan, reciben nombres diferentes, tienen funciones distintas, así como procesos 

metabólicos especializados. En los tejidos los macrófagos se inmovilizan adhiriéndose 

a la red intercelular formada por membranas, fibras de colágeno, proteoglicanos, etc 

(Jonhson 1988). 

 

  Las funciones de los macrófagos son muchas y muy variadas: participan de 

forma activa en el proceso de inflamación, tienen un papel activo en la respuesta 

inmune y, además, intervienen en la remodelación de los tejidos, cicatrización de 

heridas, destrucción y remodelación de tejidos envejecidos, regulación de mecanismos 

de trombosis y regulación del metabolismo de los lípidos. 
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  Presentan, además, una amplia función secretora.  Se han descrito más de 100 

sustancias diferentes secretadas por los macrófagos, entre ellas: enzimas proteolíticas 

(colagenasa, elastasa, lisozima), hidrolasas ácidas (ribonucleasas, fosfatasas, lipasas), 

lípidos bioactivos (tromboxano, leucotrienos, PGE2) inhibidores de enzimas 

(inhibidores de plasmina β2 microglobulina) componentes del complemento, proteínas 

de ligación (fibronectina), citoquinas y quimoquinas. Muchas de estas moléculas 

desempeñan un papel fundamental en la implantación embrionaria, en concreto en la 

invasión del embrión en el endometrio materno. 

 

 

 3.2  Mediadores de la respuesta inmune. Cascada inmunológica 

 

  Las citoquinas son un grupo de polipéptidos producidos, sobre todo, por las 

células  del sistema monocito-macrófago y linfocitos-T que, además de actuar en la 

respuesta inmune, están implicadas en un amplio espectro de funciones biológicas.  

Las citoquinas, o glicoproteínas reguladoras, pueden ser virtualmente producidas por 

cualquier tipo celular nucleado del organismo. Tienen efectos reguladores sobre las 

células hematopoyéticas y otros tipos celulares. Las citoquinas funcionan como 

importantes reguladores de la comunicación celular, con una misión prioritaria en el 

crecimiento, desarrollo y reparación histológica (desarrollo embrionario), en las 

reacciones inmunológicas y en los procesos inflamatorios. Su producción está 

controlada por un complejo sistema de inducción, donde intervienen e interaccionan 

con otros reguladores celulares como hormonas y neuropéptidos (Nicocola, 1994). 

Están presentes tanto en situaciones fisiológicas, como en gran variedad de patologías 

de distinta etiología (por ejemplo, síndromes autoinmunes tipo artritis reumatoide o 

colitis ulcerosa). Por ello, son la base de estudios de nuevas formas terapéuticas. 

 

  La activación de los macrófagos implica un incremento en la capacidad de 

destruir los patógenos internalizados, así como de incrementar la secreción de 

diferentes citoquinas, entre ellas la interleuquina-1, (IL-1), interleuquina-6, (IL-6), 

factor de necrosis tumoral, (TNF), interferón-γ (INF-1), factor estimulador de colonias 

de granulocitos (G-CSF), factor estimulador de colonias granulocito-macrófago 
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(GM-CSF), en respuesta del INF-γ liberado por los los linfocitos T helper activados 

(Reed y cols, 1987).  El material procesado por los macrófagos es presentado a los 

linfocitos en combinación con el complejo principal de histocompatibilidad clase II 

(Jonhson, 1988). 

 

  Los monocitos y los macrófagos tisulares constituyen la fuente principal de 

IL-1. El incremento de la síntesis de la IL-1 contribuye al aumento de la respuesta 

inmune. La activación de las células T y B es, probablemente, la función biológica 

más característica de la IL-1, ya que, tanto los linfocitos T, como los B, poseen 

receptores para la IL-1. La ocupación de éstos receptores cuando se activan los 

receptores propios del antígeno inducirá la proliferación de ambos tipos de células, 

aumentando la respuesta inmunitaria. 

 

  La activación de los linfocitos T en respuesta a un antígeno o a un mitógeno 

desencadena tanto la secreción de la IL-2, como la inducción de la expresión de 

receptores para la IL-2 (Smith, 1984), observándose, además, que esta respuesta, es 

decir, la adquisición de receptores para la IL-2, se ve incrementada por la estimulación 

sinérgica de la IL-1 y la IL-2 (Männel y cols, 1985). 

 

  Otra de las acciones más importantes de la IL-1 consiste en la inducción de la 

producción de otras citoquinas, como el TNF, por los macrófagos y el endotelio, IL-6 

por los fibroblastos y GM-CSF por los linfocitos T. 

 

  En el inicio de la proliferación de los linfocitos T interviene, no sólo el 

reconocimiento del antígeno y de los determinantes del complejo principal de 

histocompatibilidad, sino también las señales entre las células presentadoras de 

antígenos y los linfocitos T por vía de diferentes citoquinas como la IL-1 y el INF-γ.  

 

  Las citoquinas no sólo son importantes en la respuesta inmune, sino también en 

otros procesos fisiológicos incluyendo la reproducción (Tabibzadeh, 1991). Entre  

ellas existe una subfamilia de característcas definidas denominada quimoquinas o 

quimiocinas (del inglés “chemokines”), descubiertas hace relativamente poco tiempo. 

Son factores con capacidad quimiotáctica para determinadas poblaciones de 

leucocitos.  
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  3.3  Quimoquinas y sus receptores 

    

   3.3.1  Definición y clasificación 

 

  Las quimoquinas pertenecen a la familia de las citoquinas y el descubrimiento 

de la primera quimoquina con todas sus características, data de hace apenas 15 años 

(Rollins y cols, 1997). Se caracterizan porque además de su actividad 

autocrina/paracrina, poseen la interesante capacidad de ejercer quimiotaxis sobre 

distintos tipos celulares. Son capaces de estimular el reclutamiento de leucocitos 

(Oppenheim y cols, 1991), actuando como mediadores secundarios pre-inflamatorios 

en el proceso de la inflamación, inducidos por mediadores pro-inflamatorios primarios 

como la IL-1 o el TNF y son reguladas tanto hormonalmente, progesterona (P) (Kelly 

y cols, 1994), como por las propias citoquinas (Chia y cols, 1995).  

 

  Estas moléculas son polipéptidos de bajo peso molecular (entre 8-10 KDa) con 

secuencias de entre 70 y 80 aminoácidos (Nicocola, 1994).  Genómicamente 

comparten una estructura similar consistente en 3 exones y 2 intrones. Son factores 

solubles que actúan tanto a concentraciones elevadas como a concentraciones medias 

y su liberación es fácilmente inducible en diversos tejidos.  Su peculiaridad más 

importante es su funcionalidad.  Atraen a diferentes tipos de células que intervienen en 

el proceso inflamatorio, fundamentalmente células blancas, las sacan del torrente 

circulatorio y las llevan hacia las zonas afectadas (Del Pozo y cols, 1996).  Por ello 

tienen una gran relevancia en los procesos de inflamación, actuando como mediadores 

secundarios.  En los últimos años se están descubriendo nuevas funciones de estas 

moléculas en muchos campos, entre ellos, la reproducción.   

 

  La importancia de esta familia de citoquinas radica en parte, en su relativa 

especificidad en el reclutamiento de determinados tipos de leucocitos dependiendo del 

estatus fisiológico-patológico (Nicocola y cols, 1994).  Esto se ha observado en 

situaciones fisiológicas, como la menstruación (Kelly y cols, 1994), o en distintas 

patologías ginecológicas como el parto pretérmino, donde intervienen sobre el tejido 

endometrial (Dudley y cols, 1995) o en la endometriosis (Khorram y cols, 1993). 
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  Hasta la fecha se han descrito alrededor de 45 quimoquinas diferentes. Su 

número crece constantemente debido a un mayor interés de la comunidad científica 

por el estudio de las citoquinas, así como al desarrollo de los ensayos de quimiotaxis.  

En un corto período de tiempo se han descrito y caracterizado un gran número de 

quimoquinas diferentes. Algunas de ellas ya habían sido caracterizadas de forma 

bioquímica, aunque no se había determinado su actividad quimiotáctica  (Ver Figura 

4). 

 

  Tradicionalmente, las quimoquinas se han clasificado en dos subfamilias en 

función de la posición de dos de sus residuos de cisteína.  Las quimoquinas 

pertenecientes a la subfamilia α o C-X-C tienen un aminoácido (aa) situado entre el 

2º y el 4º aa, que son los dos residuos de cisteína antes mencionados. Los genes que 

las codifican están mayoritariamente agrupados en el cromosoma 4 (Luster y cols, 

1987, Mukeida y cols, 1989). Generalmente, se considera que los miembros de la 

subfamilia C-X-C son quimioatrayentes para neutrófilos (Huber y cols, 1991).  Estas 

quimoquinas contienen una secuencia en el extremo amino-terminal Glu-Leu-Arg 

(ELR), que es esencial para la unión a su receptor  (Clark-Lewis y cols, 1991, Hébert y 

cols, 1991). 

 

   Los miembros de la subfamilia ß ó C-C (Huber y cols, 1991) tienen 

adyacentes los dos residuos de cisteína sin aminoácido intercalado.  Los genes que 

codifican estas quimoquinas se encuentran localizados en el cromosoma 17. Los 

miembros de la subfamilia C-C son atrayentes para monocitos, eosinófilos, linfocitos-

T, células NK  (Natural Killers) y un pequeño número de linfocitos (Carr y cols, 

1994). 

 

 Existen quimoquinas que difieren de la estructura general de las dos categorías 

anteriormente descritas.  Una excepción es la linfotactina, un potente atrayente de 

linfocitos T, pero no de monocitos.  Aunque su tamaño coincide con la mayoría de 

quimoquinas y comparte algunas características con las CC, sólo contiene dos cisteínas 

(posicion 2 y 4), se ha colocado esta quimoquina en una tercera clase denominada C, 

debido a la cisteína solitaria en el extremo amino-terminal (Kennedy y cols, 1995). 
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Otra excepción es la familia CX3C, denominada fractalquina o neurotactina, 

proteina integral de membrana con un dominio de quimoquina como extremo N 

terminal (Bazan y cols, 1997).  Este dominio se diferencia del resto de quimoquinas por 

la presencia de tres aminoacidos  entre las dos cisteínas. Como la linfotactina, el gen se 

halla situado en un cromosoma distinto. 

  

En los últimos años se ha desarrollado una clasificación sistemática que ha 

renombrado todas las quimoquinas descubiertas hasta el momento.  Esta nueva 

clasificación denomina a todas las quimoquinas CCL o CXCL dependiendo de a qué 

familia pertenezca.  Así la nomenclatura sistemática para IL-8 sería CXCL8, mientras 

que RANTES sería CCL5, MCP-1 ahora se llamaría CCL2 y SDF-1 se denominaría 

CXCL12  (ver figura 4) 
   

  Estas moléculas realizan su acción mediante la unión a receptores específicos. 

Los receptores de estas quimoquinas pertenecen a la superfamilia de las proteínas de 

membrana. Como ya se ha mencionado, su unión, y con ello, su actividad biológica, 

está relacionada con una secuencia tripeptídica ELR (glutamato-leucina-arginina) (del 

Pozo y cols, 1995).  Los receptores tienen 7 dominios transmembrana que se unen a 

proteínas G  por un dominio extracelular y un dominio citoplasmático (Murphy, 1994) 

(ver figura 5). 

 

  Debido a esta estructura característica estos receptores se engloban dentro de 

las proteínas de unión a proteína G (GPCRs). La principal función de dichos 

receptores es la de trasmitir información del exterior celular al interior de la célula.   

    

 Estos receptores comparten múltiples características, teniendo entre ellos al 

menos un 20 % de homología.  Muchas de sus estructuras se han determinado a partir 

de la clonación de sus ADNc, como el receptor para la IL-8 tipo A (IL-8RA ó CXCR1), 

IL-8RB (CXCR2), el receptor  MIP-1α/RANTES y el receptor MCP-1 (Van Damme y 

cols, 1992, Sozzani y cols, 1994, Wang y cols, 1993). Algunos de los agonistas se unen 

a sus respectivos ligandos con afinidad elevada, como el receptor IL-8RA o CXCR1 

(Lee y cols, 1992), pero existen otros receptores que no tienen una especificidad tan 

elevada, como IL-8RB o CXCR2 al que se unirán la mayor parte de las quimoquinas de 
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Figura 4.  Tabla de representación de las principales quimoquinas y sus 

correspondientes receptores, así como su nomenclatura sistemática. 

 
 

Receptor 
Quimoquinas 

Nombre
común 

Clasificación  
sistemática 

Quimoquina
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   la subfamilia CXC (ver figura 4). 

   

  Muchos de estos receptores se han relacionado con diversas afecciones y 

enfermedades (Ver figura 6) como es el caso del receptor CCR5, que ha sido 

relacionado con asma, nefritis, VIH,  (Mulherin y cols, 2003) o el receptor CCR2, 

relacionado con arterioesclerosis o trasplantes (Segerer y cols, 2001). Algunos de estos 

receptores se expresan de forma constitutiva en las células blancas, mientras que otros 

tan solo se expresan en situaciones inflamatorias (ver figura 6). 

 

  Las quimoquinas se activan mediante las interacciones célula-célula entre 

leucocitos y también entre endotelio vascular y leucocitos (del Pozo y cols, 1996).  

Estas interacciones regulan las propiedades de adhesión de las integrinas leucocitarias.  

Se cree que las quimoquinas son responsables de la formación de urópodos 

(modificaciones del citoesqueleto Ca2+-dependientes que favorecen la migración 

celular), así como de la regulación de la expresión y redistribución de las moléculas de 

adhesión como las integrinas (del Pozo y cols, 1997). 

  

  En cuanto a su mecanismo de acción, las quimoquinas actúan a través de sus 

receptores que pertenecen a la familia de las proteínas de  membrana ligadas a las 

proteínas G.  Las quimoquinas, al unirse a su receptor, inducen cambios en su 

estructura que lo activarán; con ello movilizarán el Ca
2+

 intracelular, activando la vía 

del 2º mensajero mediado por enzimas como la adenilato ciclasa.  Varios agonistas del 

AMPc como la forscolina (forskolin), la prostaglandina E2 o su análogo de 

permeabilidad de membrana, 8-bromoadenosina-cAMP, son capaces de inducir la 

formación de urópodos y la redistribución de ICAM-3 (Intra celular adhesion 

molecule-3) por ellos mismos (Sozzani y cols, 1994), lo que apoya la hipótesis del 

mecanismo de interacción ligando-receptor. 

   

  Nuestro estudio se va centrar en cuatro de estas quimoquinas y sus receptores. 

La quimoquina IL-8, antes conocida como NAP-1 (“neutrophil attractant/activating 

protein-1”), y más recientemente renombrada CXCL8, es un potente factor 

quimioatrayente y activador para neutrófilos.  Pertenece a la subfamilia α o 
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quimoquinas CXC.  En respuesta a estímulos proinflamatorios como IL-1, TNF, LPS 

(lipopolisacáridos) y virus, es producida por una gran variedad de células, como 

monocitos, macrófagos, neutrófilos, fibroblastos, células endoteliales, linfocitos T etc, 

(Taub y Oppenheim, 1994). 

 

  La secuencia del ADNc de IL-8 codifica para una proteína precursora de 99 

aminoácidos que genera una proteína no-glicosilada madura de aproximadamente 8 

kDa, variable en tamaño en función de la fuente celular de producción de IL-8 

(Matsushima y cols, 1992). Además de ser un potente agente quimioatrayente para 

neutrófilos y angiogénico, IL-8 también tiene la capacidad de inducir moléculas de 

adhesión (CD11/CD18) y activar la adhesión de neutrófilos a células endoteliales y 

proteínas de la MEC (Oppenheim, 1991). IL-8 produce su efecto biológico mediante la 

unión a dos receptores, denominados tipo I o IL-8RA ó CXCR1 y tipo II o IL-8 RB ó 

CXCR2 (ver figura 4). Mientras que el tipo I es específico de IL-8, el tipo II puede 

unir tanto IL-8 como GRO/MGSA (Murphy y cols, 1994). Debido a su gran variedad 

de acciones se piensa que IL-8 desempeña un papel muy relevante en la mediación de 

la respuesta inmune.  

   

  IL-8 es producida por cultivos de células del epitelio y estroma endometrial y 

ha sido inmunolocalizada tanto en glándulas como en el lumen a lo largo del ciclo 

menstrual. Esto sugeriría la posible implicación de esta molécula en el reclutamiento 

hacia el endometrio de neutrófilos y linfocitos (Arici y cols, 1998). La producción e 

inducción de IL-8  puede ser inhibida por dexametasona y progesterona; los explantes 

en cultivo producen IL-8, que es inhibida por P (Kelly y cols, 1994). El E2 (estradiol) 

también ha sido relacionado con el control de la migración de leucocitos mediado por 

la producción del factor de estimulación de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) en las 

células del epitelio endometrial (Robertson y cols, 1996b). En resumen, P y E2 podrían 

iniciar la cascada de eventos que regularían la producción de IL-8, MCP-1 y GM-CSF 

por el epitelio endometrial, que a su vez inducirían el influjo de leucocitos. 
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Figura 5. Estructra general de un receptor de quimoquina perteneciente a 

la familia de las proteínas asociadas a proteína G, con 7 dominios 

transmembrana, una cola citoplasmática y un dominio extracelular en el 

que se encuentran uno o varios sitios de glicosilación.
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  La quimoquina MCP-1, también conocida como MCAF (“monocyte 

chemotactic and activating factor”) o CCL2 es el miembro mejor estudiado de la 

subfamilia β o quimoquinas CC. Tras su clonación y secuenciación (Furutani y cols, 

1989) se apreció una gran homología con el gen JE del ratón que resultó ser el 

homólogo del MCP-1 humano. Existe un solo gen que codifica para una proteína 

monomérica de 76 aa (Yoshimura y cols, 1989), secretada en dos formas de 9 y 13 

kDa, ambas con idéntica actividad in vitro (Jiang y cols, 1992). MCP-1 actúa de forma 

selectiva sobre poblaciones de monocitos, macrófagos, linfocitos T y basófilos, 

mediante unión a receptores específicos (ver figura 4). Se piensa que la capacidad de 

MCP-1 de activar la quimiotaxis sobre estos tipos celulares está relacionada con la 

inflamación crónica. 

 

La quimoquina RANTES (“Regulated upon activation, normal T cell expressed 

and secreted”, denominada por algunos autores: “Regulated upon activation, normal T 

cell expressed and presumably secreted”) ahora  denominada CCL5, pertenece a la 

subfamilia β o quimoquinas CC.  El ADNc de RANTES codifica para una proteína 

madura de 68 aa que actúa, principalmente, sobre monocitos mediante la unión a 

receptores (Schall y cols, 1994). Los receptores de RANTES no son específicos (Gao y 

cols, 1993), ya que comparten aproximadamente el 30% de la secuencia de 

aminoácidos de los receptores de IL-8 tipo I y tipo II (Neote y cols, 1993). Resulta 

interesante, que en la región próxima al extremo amino-terminal,  en el dominio 

transmembrana del receptor para RANTES, comparte una secuencia homóloga con el 

gen US28 de citomegalovirus humano, esto implicaría al receptor de RANTES en el 

proceso de infección por el virus (Gao y cols, 1994). RANTES, al igual que IL-8 y 

MCP-1 parecen desempeñar papeles importantes en la mediación de procesos 

inmunológicos e inflamatorios en distintas localizaciones.  
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Figura 6. Representación de un linfocito con los distintos receptores de 

quimoquinas, funciones relacionadas y clasificación en inducibles y 

constitutivas. 

AR: Artritis Reumatoide, EIB: Enfermedad Inflamatoria de Bowel, EM: 

Esclerosis Múltiple, VIH Virus Inmunodeficiencia Humana. 
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“Stromal cell-derived factor-1” (SDF-1) o CXCL12 es una quimoquina miembro de la 

familia CXC (Bleul y cols, 1996) y atrae tanto a linfocitos B como T.  Su papel en la 

infección linfocitaria por el virus del SIDA ha sido exhaustivamente caracterizado 

(Littman, 1998). Estudios realizados en ratones deficientes en SDF-1 y su receptor 

CXCR4 confieren un papel significativo en la linfopoyesis, así como en el desarrollo 

neural y cardiaco (Nagasawa y cols, 1996; Tachibana y cols, 1998; Zou y cols, 1998). 

  

 

  3.3.2. Importancia actual de las quimoquinas en inmunología  

 

  Las quimoquinas son producidas por una gran diversidad de células en 

respuesta a estímulos externos o mediadores celulares.  Se asocian con varias 

enfermedades en las que intervienen procesos inflamatorios, incluyendo la artritis 

reumatoide (IL-8) (Koch y cols, 1995), alteraciones respiratorias como el asma (IL-8, 

MIP-1α, RANTES) (Neote y cols, 1993, Sim y cols, 1995 ), alergias (IL-8, MIP-1α, 

MCP-1-3, RANTES) (Baggiolini y cols, 1994) o incluso en la arteriosclerosis (MIP-

1α, MCP-1, 2, 3) (Charo y cols, 1994) (ver figura 6).  De hecho, se pensó que el 

desarrollo de fármacos inhibidores específicos de quimoquinas  podría ser útil para 

bloquear procesos patológicos en inflamaciones destructivas como los que acabamos 

de exponer, incluso en algunas enfermedades cardíacas (Seiko y cols, 1995). 

 

  La idea de “selectividad” en la atracción de determinadas células blancas 

resultaba muy interesante para los investigadores. Parecía que si se conseguía bloquear 

una quimoquina, se inhibiría la acción específica sobre un tipo de células.  Es decir, si 

bloqueáramos la MCP-1, podríamos inhibir la reacción inflamatoria específica de los 

neutrófilos sobre el tejido articular, esto es, la artritis reumatoide. Sin embargo, dicha 

selectividad entre quimoquinas y células blancas sobre las que ejercen quimiotaxis es 

menor de lo que se pensó inicialmente (Gura, 1996). Su especificidad depende del tipo 

de receptor que se encuentre en la superficie de dicha célula blanca.  Por ejemplo, el 

receptor de MCP-1 es específico para MCP-1, así como el  receptor CC de 

quimoquinas 1 (CC-CKR receptor) lo es para MIP-1α y RANTES. La mayoría de los 

receptores que se están clonando en la actualidad no son específicos para una sola 

quimoquina sino que pueden unirse a varios ligandos (ver figura 4).  Por ejemplo, el 
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MIP-1α puede reclutar al menos 6 tipos diferentes de leucocitos, y dos tipos distintos 

de células no inflamatorias además de los macrófagos (Gura, 1996, Matsushima y cols, 

1988, Larsen y cols, 1989, Schall y cols, 1990, Baggiolini y cols, 1989).  

 

   

  Quimoquinas, receptores y  VIH 

 El descubrimiento de la función de los receptores de quimoquinas como 

cofactores o co-receptores necesarios en los humanos para la fusión e infección de los 

CD-4 (linfocitos-T) por el virus VIH, ha abierto nuevas direcciones en la investigación 

del SIDA (D’Souza y Harden, 1996). 

 El conocimiento adquirido entre los campos de las quimoquinas y el VIH ha 

abierto nuevas perspectivas para el entendimiento de los mecanismos patogénicos del 

SIDA, así como el desarrollo de terapias y vacunas más o menos efectivas.  Estos 

conocimientos refuerzan el papel de algunos receptores de quimoquinas como CCR5, 

CCR2, CXCR4 y, más recientemente, CX3CR1 como vía de entrada del virus en los 

linfocitos humanos.  Múltiples evidencias demuestran que algunos ligandos de estos 

receptores como RANTES, MIP-1alpha y beta, MCP-2, y  HCC-1, en el caso de CCR5, 

y SDF-1 en el caso de CXCR4, pueden ofrecer cierta protección contra la infección 

vírica (Ver figura 7). 

 Las quimoquinas representan un nuevo tipo de vacunas “inteligentes”, capaces 

de controlar las respuestas tanto humorales como celulares reclutando células 

específicas al lugar de inmunización.  Las quimoquinas que se unen a CCR5 y CXCR4, 

son potentes inhibidores del VIH, aunque una potencial limitación a su uso terapéutico 

sería el riesgo de producir efectos inflamatorios colaterales.  Aunque es cierto que 

algunos estudios clínicos recientes demuestran que se puede bloquear la entrada del 

virus sin producir esta inflamación.  Más aún, los determinantes estructurales del 

reconocimiento del virus del receptor CCR5 ya han sido elucidados, con lo que se 

podría llegar al diseño de co-receptores de VIH que inhibieran la entrada del VIH en los 

linfocitos. 

 También se ha visto que polimorfismos de estos genes influyen en la evolución 

de la enfermedad, ya que presentan un efecto protector o deletéreo. Uno de ellos, una 

mutación natural de la población denominada Delta 32, es frecuente en la población de 
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origen europeo y codifica para una proteína truncada no funcional que no se transporta a 

la superficie celular del linfocito. Homocigotos para esta mutación presentan una 

resistencia (aunque no completa) frente al SIDA (Mulherin y cols, 2003). También se 

empiezan a estudiar algunos de estos polimorfismos para valorar el desarrollo de la 

enfermedad. 

 CCR5 es el principal co-receptor usado por las cadenas M del virus VIH-1 y 

VIH-2, responsable de la transmisión viral, y es considerado como objetivo para el uso 

y creación de nuevas drogas y tratamientos, en los cuales se incluyen nuevos 

anticuerpos monoclonales que bloqueen la entrada del virus, creación de quimoquinas 

modificadas, y pequeños antagonistas sintéticos, como un nueva sustancia denominada 

TAK-779, la cual presenta una potente pero variable actividad anti VIH (De Clercq, 

2002).    

 

 

 

  3.4   Implicaciones de las quimoquinas en la reproducción 

 

  Tanto en el proceso de la ovulación, de la menstruación, del parto, como en el 

de la implantación embrionaria, encontramos migración de células blancas en los 

tejidos afectados (Kelly y cols, 1994).  Si tenemos en cuenta las semejanzas entre estos 

procesos con la inflamación (Simón y cols, 1998a), esto hace que estas moléculas 

tengan un destacable interés en dichos procesos reproductivos. 

  

  Ovulación 

 

  La completa explicación fisiológica del proceso de la ruptura folicular suscita 

un gran interés entre la comunidad científica.  La hipótesis de un aumento de la 

presión intrafolicular como causa de la ruptura y expulsión del complejo ovocito-

cúmulo no parece ser totalmente satisfactoria. Se han realizado medidas directas de la 

presión intrafolicular aproximándose el momento de la ovulación en distintas especies: 

rata (Blandau y cols, 1963), conejo (Espey y cols, 1963) y cerdo (Bronson y cols, 

1979), y no se encontraron aumentos significativos.  Los cambios estructurales que 

sufre la matriz del tejido conectivo que protege el folículo preovulatorio maduro en el 
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momento de la ovulación parecen tener más consistencia como explicación de la 

ruptura folicular.  A medida que se aproxima la ovulación hay una disolución de la 

matriz extracelular y una disociación del colágeno tecal (Espey y cols, 1967a, 1967b). 

Estos cambios en el tejido conectivo van acompañados de un aumento de la 

permeabilidad de los capilares sanguíneos.  Esto lleva a una extravasación de 

eritrocitos y un edema folicular (Abisogun y cols, 1988, Bjersing y cols, 1974, Janson, 

1975, Parr, 1974, Zachariae, 1958).  En estos cambios que acontecen en el tejido 

conectivo del ovario, intervienen en forma de cascada proteolítica, el activador del 

plasminógeno (Beers y cols, 1975 y 1978) y la colagenasa (Fukumoto y cols, 1981, 

Morales y cols, 1978 y 1983). También intervienen los eicosanoides incrementando la 

síntesis de prostaglandinas tras estimulación con gonadotropinas (Ainsworth y cols, 

1975, Le Marie y cols, 1973) y la ampliamente estudiada influencia de los esteroides, 

fundamentalmente la progesterona. Existe una relación entre estos mediadores 

(prostaglandinas y progesterona) y las quimoquinas. 

 

  La ovulación, en muchos aspectos, es un proceso parecido a la reacción de 

inflamación, incluyendo la participación de leucocitos y los mediadores clásicos del 

proceso inflamatorio como eicosanoides, histamina y bradiquinina (Espey, 1980).  El 

número y tipo de leucocitos en el ovario humano varía a lo largo del ciclo ovárico. Se 

ha observado que, tras el pico de la LH, existe un marcado aumento en la densidad de 

neutrófilos en la teca concomitante (Hellberg y cols, 1991). Se ha demostrado 

actividad quimiotáctica principalmente para neutrófilos en el líquido folicular humano 

(Herriot y cols, 1986, Harkin y cols, 1994) básicamente debido a la IL-8.  Se podría 

pensar que el aumento de actividad de la IL-8 como quimioatrayente y activador de 

neutrófilos, a la par que como potente agente angiogénico, es un importante 

modulador de la quimiotaxis de leucocitos en la función ovárica.  Se han estudiado la 

expresión y modulación de la IL-8 en el líquido folicular de pacientes de FIV y en 

modelos in vitro.  La actuación de la IL-8 en estos cultivos sugiere que puede 

desempeñar una función relevante en la fisiología de la ovulación, en la ruptura 

folicular y en la neovascularización del cuerpo lúteo (Arici y cols, 1996a).  Runesson y 

colaboradores (Runesson y cols, 1996) también estudiaron la presencia de IL-8 en el 

folículo preovulatorio de 12 pacientes de FIV y determinaron que la presencia de esta 

quimoquina en el líquido folicular era 30 veces mayor que en plasma. También es 

destacable que cultivos de células de la granulosa producen grandes cantidades de IL-8 
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Figura 7.   Esquema de la invasión del virus del SIDA en los linfocitos 

humanos.  A. El VIH utiliza como co-receptores para la infección CD4 y 

los receptores de quimoquinas CCR5 y CXCR4. B. En el caso de que los 

ligandos naturales de los receptores CXCR4 y CCR5, SDF-1 y RANTES 

se hallen unidos a su receptor, el VIH es incapaz de proceder con la 

infección 
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 siendo esta producción modulada de forma positiva por IL-1α. (Runesson y cols, 

1996).  

 

  Menstruación 

 

  Las poblaciones de leucocitos varían a lo largo del ciclo menstrual.  Estudios 

clásicos se referían a poblaciones de linfocitos-T del tipo CD2+, CD3+ en la fase lútea 

precoz y a un posterior aumento de poblaciones menos usuales de linfocitos del tipo 

CD56+, CD2+, CD3- al llegar a la fase lútea tardía (Coditz, 1990; Bulmer y cols, 1988 

y 1991; King y cols, 1989).  En estudios más recientes donde se realizaron biopsias de 

endometrio los días 4, 7, 10 y 13 tras el pico de LH en una población de mujeres 

fértiles normales, se determinó mediante métodos inmunohistoquímicos que la 

población total de leucocitos aumentó desde el día LH + 4 hasta el día LH + 13. 

Igualmente mostraron que los linfocitos-T y los macrófagos aumentan en ciertos 

estadios de la fase lútea, y que en mujeres fértiles el aumento de la población de 

células NK era muy escaso (Klentzeris y cols, 1992). Si el sinergismo, que se 

mencionó anteriormente, entre prostaglandina-E (PGE) y quimoquinas fuera 

importante, la distribución de IL-8 en el tejido endometrial sería crítico como 

modulador de la función endometrial. 

 

  En relación con la modulación de la función endometrial, existen evidencias  

de que explantes de células endometriales producen IL-8, producción que es inhibida 

por la progesterona (Kelly y cols, 1994).  La IL-8 a nivel de ARNm se ha encontrado 

en células del estroma endometrial (Arici y cols, 1992 y 1993). En cuanto a su 

funcionalidad, la IL-8 y la PGE tienen efectos sinérgicos en relación con el 

reclutamiento y la activación de leucocitos, fundamentalmente neutrófilos (Jones y 

cols, 1997). 

 

  No se ha querido olvidar la relación de estas moléculas con otros procesos 

patológicos muy estudiados en ginecología y medicina de la reproducción pero no por 

ello mejor comprendidos, que son la endometriosis, el parto pretérmino y el síndrome 

de hiperestimulación  ovárica.  
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  Endometriosis 

 

  Una de las teorías etiopatogénicas más comúnmente aceptadas sobre esta 

enigmática enfermedad es la implantación de células endometriales que refluyen 

retrógradamente a través de las trompas durante la menstruación hacia los órganos 

abdominopélvicos.  El hecho de que, pese a ser la menstruación retrógrada un 

fenómeno universal, tan sólo de 2 a 5% de las mujeres sanas y hasta un 25% de 

aquellas con historia de esterilidad desarrollan dicha enfermedad (Valbuena y cols, 

1995), nos hace pensar sobre los factores que van a modular la posible atracción de las 

células endometriales hacia la cavidad peritoneal y su capacidad de implantar y crecer 

en ella. 

 

  Existen evidencias indirectas que relacionan el líquido peritoneal de mujeres 

con endometriosis con concentraciones más altas y mayor número de macrófagos 

activados (Halme y cols, 1982), así como una mayor concentración de los factores 

secretados por éstos (Fakih y cols, 1987, Halme y cols, 1988 y 1989).  También es 

conocida la capacidad quimioatrayente para neutrófilos que posee el líquido 

peritoneal, aunque no está claro de dónde proviene esta capacidad (Leiva y cols, 

1993).  La IL-8, una quimoquina con capacidad de atraer y activar a los neutrófilos 

(Baggioline y cols, 1989), es producida en las células mesoteliales (Goodman y cols, 

1992, Arici y cols, 1996),  y en las células del estroma endometrial (Arici y cols, 

1993).  Es, además, un potente agente inductor de la angiogénesis (Koch y cols, 1992), 

lo que lo involucra aún más en la patogénesis de la endometriosis.  De hecho, las 

concentraciones de  IL-8 en el líquido peritoneal de mujeres con endometriosis son 

superiores a los de mujeres sanas, y tanto la IL-1α como el TNF-α son capaces de 

potenciar la expresión del ARNm de la IL-8 de forma, dosis y tiempo-dependiente 

(Goodman y cols, 1992) (figura I.4). 

 

  Otra de las quimoquinas implicadas en la endometriosis es RANTES.  Se trata 

de una proteína cuya liberación puede ser fácilmente inducible en diferentes tejidos 

por estímulos específicos.  Se expresa en células de tejido endometrial normal y con 

endometriosis tanto in vivo como in vitro.  En la endometriosis, esta citoquina 

inflamatoria aumenta su producción tanto a nivel de proteína (líquido peritoneal) como 

de ARNm (explantes endometrióticos).  Interviene en la fisiopatología de la 
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endometriosis mediante el reclutamiento de macrófagos en la cavidad peritoneal 

(Khorram y cols, 1993). 

   

  También se ha sugerido que MCP-1, al aumentar la quimiotaxis de leucocitos 

en el líquido peritoneal, podría participar activamente en la reacción inflamatoria del 

peritoneo asociada a esta enfermedad (Akoum  y cols, 1996a). 

 

  Parto pretérmino 

 

  Desde hace años se sabe que en la fisiopatología del parto pretérmino 

interviene decisivamente la infección subclínica/clínica, cuya consecuencia inmediata 

es la liberación de prostaglandinas, que al desencadenar contracciones ponen en 

marcha el proceso (Romero y cols, 1988, García-Velasco y cols, 1995).  Lo que no se 

sabe es si la infección subclínica pone en marcha el proceso, o si en el parto 

pretérmino, en su inicio, al desencadenarse las contracciones, se favorece la migración 

o el ascenso de las bacterias desde el canal del parto (MacGregor y cols, 1996). 

   

  Como la infección/colonización bacteriana activa los macrófagos, éstos liberan 

IL-1 (pirógeno endógeno), IL-6, TNF y otras sustancias, comprobándose como los 

niveles de estas citoquinas en el líquido amniótico y en las secreciones 

cérvicovaginales se correlacionan con la existencia de corioamnionitis 

histológicamente comprobada (Romero y cols, 1988).  Además, los niveles en líquido 

amniótico de IL-1, IL-6 (Romero y cols, 1993) e IL-8 (Cherouny y cols, 1993) se ven 

significativamente elevados en aquellas mujeres con amenaza de parto pretérmino que 

acaban en parto prematuro. Cuando actúan como mediadores de la inflamación, se 

libera al aparecer la corioamnionitis, haciendo que se acumulen granulocitos en el 

cuello uterino, por debajo de la membrana basal.  Más tarde penetran entre las células 

epiteliales del endocérvix llegando al canal endocervical, donde liberan su contenido 

enzimático rico en proteasas que, al degradar la matriz extracelular, madurarían el 

cuello del cérvix favoreciendo el parto pretérmino (Junqueira y cols, 1980). 

 

  

   

 



 53

  Síndrome de hiperestimulación ovárica 

 

  El síndrome de hiperestimulación ovárica (SHO) es una complicación 

iatrogénica derivada del uso de gonadotropinas en los tratamientos de estimulación 

ovárica. Sin embargo los mecanismos que desencadenan este síndrome son todavía 

desconocidos, aunque parece que la administración de la hCG  desencadena este 

proceso en el que se produce un aumento de la permeabilidad capilar mediada por el 

aumento de sustancias vasoactivas secretadas a nivel sistémico y/u ovárico. Induce una 

pérdida elevada de fluido intravascular y consecuentemente una depleción de 

volumen.  

   

  IL-8, junto con otras citoquinas y quimoquinas, ha sido encontrada aumentada 

en el líquido peritoneal de mujeres con SHO, sugiriendo la implicación de estas 

moléculas en dicha entidad patológica (Abramov y cols, 1996; Revel y cols, 1996).  Es 

bien sabido que IL-8 in vitro es capaz de aumentar la liberación de enzimas 

lisosomales, así como aumentar la expresión de su receptor, e, in vivo, puede inducir 

quimiotaxis sobre neutrófilos  y aumento de la permeabilidad vascular (Larsen y cols, 

1989).  No sólo IL-8, sino un gran número de diferentes citoquinas y quimoquinas 

están potencialmente implicadas en este particular síndrome, aunque hasta la fecha no 

se conoce mucho sobre su mecanismo de acción.  
 
 
 
 4. SUPERFAMILIA IGFBPs 
 
 4.1. Generalidades 
 
 El eje de los factores de crecimiento semejantes a la insulina (IGFs) desempeña 

un papel central en la fisiología del organismo al regular, entre otras, las siguientes 

funciones biológicas: proliferación, diferenciación, supervivencia y metabolismo 

celular; diferenciación y estructura tisular; carcinogénesis; función y maduración de 

órganos; crecimiento y desarrollo del organismo. 

 

 En los últimos años, la familia de IGFBPs se ha ampliado con la descripción de 

nuevas proteínas con similitud estructural con las IGFBPs y afinidad (en rango menor 

que las IGFBP-1 a -6) por los IGFs. Estas proteínas han sido denominadas IGFBP-rPs 

(proteínas relacionadas con las IGFBPs) y constituyen un grupo heterogéneo con al 
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menos diez miembros. Los conocimientos que se tienen hasta la fecha indican que las 

IGFBP-rPs regulan funciones biológicas diversas: proliferación, adhesión y migración 

celular, síntesis de sustancia extracelular; reproducción y desarrollo fetal; angiogénesis 

y reparación tisular; inflamación y crecimiento tumoral, entre otras. 

  

En resumen, la superfamilia de IGFBPs reúne a los transportadores de alta 

afinidad (las IGFBP-1 a -6 kd ~ 10-10 M) y a transportadores de baja afinidad (las 

IGFBP-rP1 a -10), encargados de regular las acciones biológicas de los factores de 

crecimiento pero que se caracterizan también por presentar funciones biológicas 

propias. 

 

En la actualidad se conocen al menos seis proteínas transportadoras de los IGFs: 

las IGFBP-1 a -6, que no sólo transportan a los factores de crecimiento en líquidos 

biológicos sino que regulan también la biodisponibilidad de los mismos en células y 

tejidos. Además, se han descrito recientemente acciones propias (independientes de su 

interacción con los IGFs) de estas proteínas en la modulación del crecimiento celular. 

 

 El eje de los factores de crecimiento similares a insulina está constituido por dos 

ligandos: el IGF-I e IGF-II, dos receptores, los de tipo I y tipo II, seis proteínas 

trasportadoras, las IGFBPs y una serie de proteínas de reciente descripción con 

características parecidas, las IGFBP-rPs (ver Tabla 1). 

  

Los IGFs son proteínas de bajo peso molecular ampliamente distribuidas por 

todo el organismo, tanto el IGF-I como el II desarrollan funciones fundamentales en la 

fisiología celular sistémica, pero IGF-I se ha estudiado con un gran interés por el hecho 

de que representa una clara regulación por la hormona GH (Hormona de crecimiento) y 

por el estado nutricional del individuo. 

  

Después de su unión al receptor tipo I, las IGFs ejercen acciones biológicas 

diversas, entre ellas la regulación del crecimiento, diferenciación, metabolismo, y 

supervivencia celular  implicada en el proceso de carcinogénesis, control de la 

estructura y diferenciación de tejidos, regulación de la función de maduración de 

órganos y el control del desarrollo embriológico y del crecimiento longitudinal del  

organismo  (Jonesycols,1995;López-Bermejo,2000).  
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Tabla 1.  Clasificación de IGFBPs y IGFBP-rPs, expresión 

tisular y funciones biológicas. 
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Las IGFBP son actualmente 6.  Estas proteínas de peso molecular mas elevado 

que IGF, no sólo trasportan y estabilizan los factores de crecimiento en líquidos 

biológicos (especialmente IGFBP-3 e IGFBP-5 cuando forman complejos), sino que 

también regulan  su disponibilidad en células y tejidos (Jones y cols, 1995; López-

Bermejo, 2000). 

  

Estos descubrimientos indican que tanto trasportadores de alta afinidad 

(IGFBPs)  como de baja afinidad (IGFBP-rPs) pueden modular las acciones biológicas 

de IGF. Además, tanto  las IGFPBs como las IGFBP-rPs  pueden presentar funciones 

específicas de cada molécula.  

 

 
4.2 Estructura 

  

 Ambas clases de proteínas (IGFBPs e IGFBP-rPs) son proteínas modulares y 

que pueden reconocer distintos dominios de su estructura primaria (ver figura  8).  Estas 

proteínas se caracterizan también por su riqueza en residuos de cisteína (16 a 20 

residuos en las proteínas maduras) reunidas en los dominios amino y carboxiterminal 

conservados, necesarios para conferir a la propia molécula su estructura terciaria. 

 

 Las IGFBPs  se dividen arbitrariamente en tres regiones, el extremo amino y 

carboxi terminal y la región intermedia. Hoy se sabe que la alta afinidad por IGF de las 

IGFBPs   se debe a los extremos de la proteína, razón por la cual no es sorprendente que 

exista un alto grado de conservación entre ellas en distintas especies.  La zona 

intermedia es bastante divergente en cada especie y molécula. 
 

 Las IGFBP-rPs conservan tan sólo el extremo aminoterminal, lo que hace que 

posean una menor afinidad por IGF (Oh y cols, 1996; Kim y cols,1997).   Mas allá de 

este dominio, las IGFBP-rPs presentan módulos bien definidos que son los mismos que 

comparten multitud de proteínas no relacionadas con esta superfamilia. Las 

características estructurales y sus módulos se describen en la tabla y figura 2. 
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4.3   Fisiología   

 

 Los estudios originales referentes a las IGFBPs  han demostrado que su alta 

afinidad por IGF y la capacidad de estabilizar a los factores de crecimiento en 

circulación sanguínea, por lo que, durante mucho tiempo, se les ha considerado como 

simples transportadores séricos de IGF (Rajaram y cols, 1997).  Estudios posteriores 

han revelado que las IGFBPs son capaces de modular las acciones biológicas de los 

factores de crecimiento en el medio extracelular. 

 

Estos descubrimientos han hecho que ahora se les considere capaces de ejercer 

por sí mismos funciones de factores de crecimiento, estimuladores o inhibidores. 

Muchas de las funciones de estas proteínas se detallan en la tabla 2. 

  

 La estructura similar de IGFBPs y IGFBP-rPs se debe a su extremo N terminal. 

(Burren y cols, 1999).   En el grupo de IGFBP-rPs se incluyen IGFBP-rP1 (también 

llamada mac25), el grupo de proteínas CCN (IGFBP-rP2 a 4), L56 (IGFBP-rP5) y 

ESM-1 (IGFBP-rP6).  Mac25 es una proteína de 31kd, originalmente clonada de 

leptomeninges, y más recientemente clonada de células tumorales de mama  (Kim y 

cols, 1997).  La misma proteína ha sido purificada y nombrada independientemente de 

una línea de carcinoma humano (Kolle y cols 2000) (TAF-tumor adhesion factor), de 

fibroblastos diploides humanos (Brigstock y cols 1999) (PSF-protacyclin-stimulating 

factor).  El extremo N terminal contiene 12 de 12 cisteínas conservadas desde IGFBP1 a 

5, y comparte aproximadamente el 53% de similaridad con el extremo N terminal de las 

IGFBPs. 

 

 Entre alguna de las funciones de IGFBP-rP1 se halla su habilidad para unir 

insulina al menos con la misma afinidad que IGF.  Buscar la unión a insulina parece 

mediada a traves del extremo N terminal, ya que la generación in vitro del extremo N 

terminal de IGFBP-3 (Clemmons y cols, 2000), así como los fragmentos proteolizados 

de esta región de orina humana han demostrado su unión a la insulina, además de su 

reducida afinidad con IGF.  
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Figura 8.  Estructura general de las proteínas IGFBPs y IGFBP-rPs 

Ig: Inmunoglobulina, vWC: factor Von Willebrand tipo C, 

Tb:Trombospondina tipo I, Sp: Serin Proteasa,  TM  Tg:Tiroglobulina tipo 

I, CT:extremo Carboxi Terminal, KI: Inhibidor de serina proteasa tipo 

Kazal.  
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 El extremo N terminal sintético, así como la propia IGFBP-rP1, pueden inhibir 

efectivamente la autofosforilación de la subunidad b del receptor de insulina en 

determinados tipos celulares, indicando un efecto biológico del extremo N terminal en 

la inhibición de esta acción. Se postula que el extremo N terminal de IGFBP-3 y de las 

IGFBP-rPs pueden tener importancia biológica en la modulación de IGF  y de insulina.  

 

  



 60

 

  OBJETIVOS 
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  OBJETIVOS 
   

  Diversas quimoquinas funcionan atrayendo distintos subtipos de células 

blancas hacia focos de inflamación, heridas o, simplemente, para trasvasar dichas 

células desde el torrente sanguíneo hacia los tejidos internos. Sabemos que 

determinados grupos de células immunes son atraídos hacia la zona de implantación 

en el momento en que el blastocisto humano se dispone a implantar en el útero 

materno.  Pero la intervención de estas quimoquinas y sus receptores sobre el proceso 

implantatario permanece sin revelar todavía.   

   

  Por tanto nuestros objetivos son: 

 

•  Investigar la expresión y localización de la quimoquinas IL-8, MCP-1, 

RANTES y SDF-1 en el endometrio humano. 

 

•  Estudiar la expresión y localización de los receptores de las quimoquinas antes 

citadas CXCR1, CCR2b, CCR5 y CXCR4 en el endometrio humano. 

 

• Determinar la presencia de dichos receptores en el blastocisto humano. 

 

• Determinar la expresión de qué genes están regulados en el endometrio durante 

la ventana de implantación y establecer su implicación en la receptividad 

endometrial humana. 

 

• Evaluar la expresión y localización de IGFBP-rP1 en el endometrio humano. 
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS 
 

 

1. Hormonal and embryonic regulation of chemokines IL-8, MCP-1 and RANTES 

in the human endometrium during the window of implantation. Mol.Hum.Reprod. 

vol.9 nº4 189-198. 2003  (“Regulación hormonal y embrionaria de las quimoquinas 

IL-8, MCP-1 y RANTES en el endometrio humano durante la ventana de 

implantación”). 

 

  En este trabajo, nuestro interés se centró, en principio, en investigar la 

inmunolocalización y regulación hormonal de las quimoquinas IL-8, MCP-1 y 

RANTES en el endometrio humano. También analizamos la regulación embrionaria 

de dichas quimoquinas en las células epiteliales endometriales  (CEE) cultivadas in 

vitro . 

   

  Para el primer objetivo (localización y regulación hormonal) el diseño 

experimental se basó en ciclos hormonales sustituidos, en los cuales se obtuvieron 

biopsias endometriales en los días 13 (fase no receptiva), 18 (pre-receptiva) y 21 

(receptiva) respectivamente (ver Material y Métodos “Serum and endometrial samples 

obtained from HRT cycles”).  

  

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 1 y se cuantificaron por tres 

observadores independientes.  Estos datos se hayan reflejados en la tabla 1. En el día 

13, cuando el endometrio ha sido tratado sólo con E2, IL-8 y MCP-1 se localizaron en 

el epitelio glandular, luminal y zonas perivasculares endoteliales (Fig.1 C1 y F1).  En 

las fases pre-receptiva y receptiva, se observó un incremento de la tinción en todas las 

localizaciones (Fig.1 D1, E1, G1, H1).  RANTES fue inmunolocalizado en células del 

estroma y en zonas perivasculares.  No se observaron cambios significativos de 

RANTES en ninguno de los días estudiados. 

   

  El segundo objetivo fue investigar el impacto del embrión en la regulación de 

las tres quimoquinas en las CEE in vitro (ver Materiales y Métodos “Endometrial 
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separation, culture and embryo co-culture”).  El diseño es simple: se trata de estudiar 

la expresión génica de dichas moléculas de las CEE cultivadas en presencia o en 

ausencia de un blastocisto humano (co-cultivo) (Fig. 2). Este análisis se llevó a cabo 

mediante la técnica de Northern Blot. (ver Materiales y Métodos “ARN isolation, 

oligonucleotide probe synthesis and Northern blot analysis”) 

   

  Mediante Northern Blot se obtuvieron los siguientes resultados: se detectó el 

ARNm de la  IL-8 de forma constitutiva, tanto cuando había blastocisto como cuando 

no lo había.  El análisis densitométrico de las bandas demostró una regulación positiva 

significativa de la IL-8 cuando un blastocisto estaba presente (Fig. 2 izquierda). No se 

pudo detectar IL-8 en el endometrio completo, probablemente por la elevada cantidad 

de células del estroma en comparación con las células epiteliales.  Tampoco se pudo 

detectar  MCP-1 en biopsia completa;  sin embargo, sí se detectó en CEE, aunque no 

se observó ninguna regulación por la presencia o ausencia del blastocisto (Fig. 2 

derecha).  RANTES se detectó en endometrio completo, pero no se detectó ninguna 

evidencia de RANTES en EEC, con lo que no se siguió el estudio con esta quimoquina 

(Fig.3). 

 

  Para cuantificar la IL-8 y MCP-1 a nivel de proteína en estos co-cultivos se 

realizó citometría de flujo (ver Material y Métodos “flow cytometry) y se obtuvieron 

los siguientes resultados: La IL-8 estaba ligeramente aumentada por la presencia de 

blastocistos competentes (Fig. 4).  En el caso de blastocistos bloqueados, el aumento 

no fue significativo.  Los resultados se expresaron en porcentaje (%) de células teñidas 

y en unidades arbitrarias de fluorescencia (FAU). No se detectaron variaciones 

significativas en cuanto a la expresión de  MCP-1, aunque la expresión de MCP-1 fue 

mayor que la de IL-8. 

 

  Posteriormente, se midió en los medios de los co-cultivos la proteína secretada 

por las CEE con o sin blastocisto.  Para ello, se utilizó ELISA (ver Material y Métodos 

“determination of chemokine secretion”).  En los medios condicionados de 

blastocistos sin EEC no se detectó ninguna de las quimoquinas estudiadas, con lo que 

confirmamos que las quimoquinas secretadas procedían de las CEE en cultivo.  Pese a 

que no se obtuvieron diferencias significativas entre cultivos con o sin blastocisto, se 

detectó IL-8 y MCP-1 en un rango de ng/ml (Fig. 5A), en medios que habían estado 3 
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ó 6 días en contacto con los embriones.   También se estudió la relación entre la 

calidad embrionaria y la secreción de IL-8.  Se analizaron los medios desde el día 3 al 

6.  Los resultados concluyen que, en el mismo día, aquellos embriones con un 

desarrollo normal inducen mayores tasas de producción de IL-8 en CEE que aquellos 

que mostraban un retraso en el desarrollo (Fig. 5 B).  Este efecto se exhibe de los días 

3 al 5 y desaparece en el día 6.   

  

Las  conclusiones más importantes de este trabajo son que, durante la ventana 

de implantación, se produce un aumento de IL-8 y MCP-1 en el endometrio y,  

además, que el blastocisto humano es capaz de estimular la producción de IL-8 tanto a 

nivel de ARNm como de proteína.    
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2. Hormonal and Embryonic regulation of chemokine receptors CXCR1, 

CXCR4, CCR5 and CCR2B in the Human Endometrium and the Human 

Blastocyst. Mol.Hum.Reprod. vol. 9 nº4 pp 189-198, 2003  (“Regulación hormonal y 

embrionaria de los receptores de quimoquinas CXCR1, CXCr4, CCR5 y CCR2B en el 

endometrio humano y el blastocisto humano”). 

 

  Nuestro objetivo en este trabajo fue investigar los receptores de las 

quimoquinas previamente mencionadas, denominados CXCR1, CXCR4, CCR5, 

CCR2B, en el endometrio y blastocisto humanos a nivel de ARNm y proteína.  Para 

cuantificar la expresión de cada uno de los receptores de quimoquinas estudiados a lo 

largo del ciclo menstrual, utilizamos biopsias endometriales de todo el ciclo menstrual 

(ver Material y Métodos “Endometrial samples”) y las analizamos mediante PCR 

cuantitativa fluorescente (ver Material y Método: “Real Time fluorescent PCR”).  

 

   Los resultados obtenidos (Fig.1) nos muestran que tres de los cuatro receptores 

tienen un comportamiento similar.  CXCR1, CCR2B y CCR5 presentan un patrón de 

expresión mínimo durante la fase proliferativa (grupos I  y II), comienzan a elevarse 

en la fase secretora temprana, continúan incrementándose durante la fase media 

secretora (Grupo IV) y alcanzan su máximo en la fase secretora tardía (grupo V).  Su 

clara regulación positiva (entre 400 y 650 veces) nos indica su relación con el proceso 

de decidualización y menstruación.  Sin embargo, uno de estos receptores, CXCR4, se 

comporta de forma completamente distinta, ya que presenta un típico patrón 

implantatorio, con una expresión ligera durante las primeras fases del ciclo y un 

aumento moderado  (unas 18 veces), pero brusco en la fase receptiva (grupo IV), 

seguido de un nuevo descenso a niveles prácticamente basales en la fase secretora 

tardía (ver fig.1D).  

 

  El siguiente paso fue inmunolocalizar las proteínas de estos cuatro receptores 

en el endometrio humano.  Para ello, se realizaron técnicas inmunohistoquímicas (ver 

Materiales y Métodos: “immunohistochemistry of human endometrium”).  Los 
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resultados obtenidos se pueden observar en la tabla II, donde se muestra una 

valoración semi-cuantitativa de los cuatro receptores  estudiados.   

   

  CXCR1 presentó una tinción más elevada que el resto de receptores, mostrando 

un pico de expresión en las fases temprana y media secretora (Fig. 2A y B).  Su 

expresión se localizó principalmente en epitelio luminal y glandular.  CXCR4 también 

presentó una intensidad de tinción elevada a lo largo de todo el ciclo menstrual, como 

CXCR1 mostrando máxima intensidad en la fase secretora media (grupo IV, Fig. 2C), 

confirmando los experimentos de PCR cuantitativa. 

  

  Los receptores CC, en general, presentaron una tinción mucho más baja que los 

CXC.  CCR2B apareció en la fase media proliferativa y alcanzó una tinción moderada 

en la fase temprana secretora, manteniendo una tinción baja-moderada en el resto del 

ciclo menstrual (Fig. 2D y E).  CCR5 empezó a expresarse en fase proliferativa tardía 

y permaneció en expresión baja a moderada en diferentes compartimentos epiteliales y 

estromales (Fig. 2F y 2G). 

 

  Posteriormente, se realizó la localización de estos receptores en el blastocisto 

humano mediante inmunohistoquímica (ver Material y Métodos: 

“immunocytochemistry of human blastocysts”).  Se detectaron dos de los cuatro 

receptores: CCR2B y CCR5 (Fig. 4 B y F), mientras que no se consiguió detectar 

CXCR4 y CXCR1 mediante esta técnica (Fig. 4 D y H).  La localización de CCR2B se 

estableció principalmente en la zona de la masa celular interna (ver flechas), mientras 

que la tinción de CCR5 se visualizó por todo el trofoectodermo.  En todos los 

experimentos realizados, la expresión de CCR5 fue más intensa que la de CCR2B. 

 

  También nos interesaba saber cúal era el papel de las hormonas esteroideas 

progesterona y estradiol (necesarias para una correcta receptividad uterina) en la 

regulación de la expresión de los receptores de quimoquinas.  Para ello, recogimos 

biopsias endometriales de ciclos hormonales sustituidos (ver Material y Métodos: 

“Endometrial samples”) y realizamos cortes de endometrio, que analizamos mediante 

inmunohistoquímica fluorescente (Fig. 3).  La semi cuantificación de los resultados 

obtenidos se muestra en la tabla III.  
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  En el día 13, cuando las pacientes sólo habían sido tratadas con estradiol, se 

obtuvo una señal muy débil de los receptores CCR2B, CCR5 y CXCR4, localizados 

principalmente en el epitelio glandular y luminal, así como en algunas células 

estromales.   Durante las fase pre-receptiva (día 18) y receptiva (día 21) se observó un 

ligero incremento en la señal de CXCR1 en el compartimento glandular (Fig. 3D y G), 

con una ligera tinción en las células del estroma. CCR5, también localizado 

principalmente en el epitelio luminal y glandular en las fases pre-receptiva y receptiva, 

aunque también se observaron algunas células estromales teñidas (Fig. 3E y H).  Un 

patrón similar presentó CXCR4. CCR2B presentó tinción moderada en los días 18 y 

21, fundamentalmente en el epitelio luminal, pero no se observó tinción ni en células 

endoteliales ni estromales. (Fig. 3F. y L). 

 

  Por último, también nos interesaba comprender si el blastocisto humano era 

capaz de regular la expresión y/o localización de dichos receptores en el endometrio 

humano. Para ello, utilizamos cultivos primarios de células epiteliales humanas y las 

co-cultivamos con blastocistos humanos (ver material y métodos: “in vitro model for 

apposition”).  Los resultados obtenidos analizados por microscopía Confocal (ver 

material y métodos: “Confocal analysis”) demostraron que los receptores CXCR1, 

CXCR4 y CCR5 apenas se visualizaban en células epiteliales primarias cuando el 

blastocisto estaba ausente (Fig. 5A, D y G) , mientras que, cuando se co-cultivaron con 

un blastocisto humano, la expresión aumentaba drásticamente y, más aún, se 

polarizaba hacia uno de los polos de la célula.  La presencia de CCR2B 

inmunorreactiva en monocapas epiteliales primarias fue indetectable. No se 

encontraron cambios en la expresión del receptor CCR2B en presencia o ausencia de 

blastocistos humanos. 

 

La conclusión más importante de este trabajo es que los receptores CXCR1, 

CCR2B y CCR5  aumentan su expresión en la fase secretora tardía, mientras que 

CXCR4  presenta un aumento durante la ventana de implantación.  El blastocisto 

humano es capaz de polarizar estos receptores en células epiteliales en cultivo.  

Asimismo, los receptores CCR5 y CCR2B se encuentran en la superficie del 

blastocisto. 
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3. A Combined Approach for Gene Discovery Identifies Insulin-like Growth 

factor- Protein-Related Protein 1 as a New Gene Implicated in Human 

Endometrial Receptivity.  Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism. Vol. 

88 nº4 pp 1849-57  (“Una estrategia combinada para el descubrimiento de genes 

identifica la proteína relacionada con el factor de crecimiento tipo insulina 1 en la 

receptividad endometrial humana”) 

   

  Nuestro objetivo principal en este trabajo fue identificar y cuantificar 

jerárquicamente los genes implicados en la receptividad endometrial mediante el 

estudio comparativo del endometrio receptivo (LH+7) versus endometrio pre-

receptivo (LH+2) y dos líneas celulares paradigma de alta y baja adhesividad. RL95-2 

(R) es una línea celular procedente de células epiteliales tumorales y tiene propiedades 

adhesivas, mientras que HEC-1-A (H) no presenta dichas propiedades (ver Material y 

Métodos “endometrial biopsies and cell lines”).  De esta forma, pretendemos descubrir 

genes asociados con receptividad endometrial.  

 

Para llevar a cabo este trabajo, se utilizó un “macroarray” con 375 genes (ver 

Material y Métodos: “cDNA array hybridization and statistical analysis”).  Además, se 

realizo el mismo diseño experimental (ver Material y Métodos: “endometrial biopsies 

and cell lines”).  

   

  Los resultados de las hibridaciones realizadas en ambos experimentos se 

muestran en la tabla 1 y 2 de este artículo.  El gen más expresado en el endometrio 

receptivo (LH+7) versus el pre-receptivo (LH+2) fue Placental Protein 14, más 

conocido por PP14 o glicodelina.  La literatura publicada sobre este gen es muy 

abundante y, actualmente, se considera uno de los marcadores de receptividad 

endometrial más importante, debido a su abundante expresión en el endometrio 

receptivo. El segundo de los genes más regulados positívamente fue IGFBP-7, 

también denominado mac25 y actualmente renombrado como IGFBP-rP1.  Otro gen 

importante es la Osteopontina, inhibidor de metaloproteinasas como TIMP-3 o la 

propia IGF-II.  En la Tabla 1 se indica su nombre, regulación así como la abundancia 

relativa de su expresión.  También se incluye la categoría a la que pertenece. 
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  En la Tabla 2 se muestran los datos referidos al mismo “macroarray”, pero esta 

vez utilizando las líneas celulares.  El gen más expresado en la línea RL95-2 con 

respecto a la HEC-1-A es midkine, una quimoquina, pero, curiosamente, el segundo 

gen regulado al alza de nuevo es IGFBP-rP1. Este dato nos confirma la participación 

de este gen en la receptividad endometrial.   

 

  El siguiente paso fue reconfirmar la expresión de IGFBP-rP1 mediante RT-

PCR (Fig. 1C) en los dos modelos in vitro e in vivo. Extrajimos ARN de líneas 

celulares HEC-1-A (H) y RL95-2 (R) y de biopsias endometriales de LH+2 y LH+7, 

obteniendo los mismos resultados. Una elevada expresión en LH+7 comparado con 

LH+2 y en la línea celular R comparada con la H.  Para cuantificar la expresión de 

IGFBP-rP1, utilizamos PCR cuantitativa fluorescente (QF-PCR) y no sólo nos 

centramos en los días LH +2 y +7, sino que analizamos el ciclo menstrual completo 

para determinar la expresión de dicho gen (ver Material y Métodos “RT-PCR and QF-

PCR”).   

   

  Los resultados obtenidos (Fig. 2 A) demuestran que la expresión de IGFBP-rP1 

es leve en las primeras fases del ciclo menstrual, fase temprana, media y tardía 

proliferativa y temprana secretora (Grupos I, II y III).  El ascenso en la expresión 

comienza en la fase secretora media (grupo IV), convirtiéndose en máxima en la fase 

secretora tardía (80 veces superior). Un experimento posterior se realizó separando los 

dos tipos principales celulares del endometrio, células epiteliales y células del estroma. 

Para ello, y siguiendo el protocolo de separación (ver Material y Métodos: “separation 

of epithelial and stromal cells”), extrajimos ARN de estos dos tipos celulares y 

repetimos el experimento.  Los datos obtenidos (Fig.2B) nos demuestran que la 

cantidad de ARN mensajero de IGFBP-rP1 se debe, principalmente, a las células del 

estroma (cuadrados negros) y no a las células epiteliales, tanto luminares como 

glandulares (círculos blancos) (Fig. 2 A). 

 

  Para localizar en el tejido endometrial dicha molécula a nivel de proteína y 

ARNm procedimos a realizar inmunohistoquímica e hibridación in situ (ver Material y 

Métodos “immunohistochemistry” e “in situ hybridization”). Los resultados a nivel de 

proteína (Fig. 4) indican tinción citoplasmática en la zona apical del epitelio glandular 
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y luminar, principalmente.  La intensidad de la tinción permaneció constante durante 

todo el ciclo y aumentó en la fase media secretora (grupo IV). También se observó 

marcada tinción en las células endoteliales (Fig. 4 I). Una vez obtenidas las sondas 

sentido y antisentido de nuestro gen control (Beta-actina) y de IGFBP-rP1, procedimos 

con la hibridación in situ: el ARN m de IGFBP-rP1 se localiza principalmente en el 

epitelio glandular y luminal, en las células del estroma y también en los capilares 

sanguíneos.  En el epitelio luminar, la máxima expresión se detecta en la fase secretora 

temprana (Grupo III), con un ligero aumento en las fases media y tardía secretora.  El 

epitelio glandular presenta un patrón de expresión ligeramente distinto, con expresión 

mínima en la fase secretora temprana e incrementando su expresión en las fases media 

y tardía.  Las células del estroma presentan expresión mínima en fase proliferativa y 

temprana secretora, seguido de un brusco aumento en las fases media y tardía 

secretoras (Grupos IV y V). 

 

  Las  conclusiones más importantes de este trabajo son la investigación del 

patrón génico del endometrio receptivo, así como la caracterización de IGFBP-rP1 en 

el endometrio humano. 
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  DISCUSIÓN
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DISCUSIÓN 
 

Nuestro trabajo ha pretendido investigar la existencia y posible función de las 

quimoquinas IL-8, MCP-1, RANTES, y SDF-1, sus receptores CXCR1, CXCR4, 

CCR2b,  CCR5, y una molécula de unión a IGF, IGFBP-rP1, en el endometrio.  

 

Nuestra hipótesis presenta a las quimoquinas IL-8, MCP-1 y RANTES (sin 

descartar el resto de moléculas quimiotácticas) como candidatos, a nivel local, para 

modular el reclutamiento y función de los leucocitos en el endometrio/decidua, además 

de participar en el proceso de implantación del blastocisto a través de sus receptores. 

Los resultados de estos trabajos pretenden avanzar en el entendimiento de este proceso, 

investigando las implicaciones de las quimoquinas en la implantación embrionaria.  

 

Debido a que la acción de estas quimoquinas se produce a traves de su unión a 

receptores, también se pretendió analizar la expresión de dichos receptores, tanto en el 

endometrio, como en el blastocisto humano.  Para ello, se llevó a cabo un ambicioso 

estudio de 4 receptores CXCR1, CCR2B, CXCR4 y CCR5.  Nuestro último objetivo 

fue detectar genes regulados positivamente en el endometrio receptivo relacionados con 

citoquinas, quimoquinas, factores de crecimiento y sus receptores.  Curiosamente, el 

gen mayormente regulado fue IGFBP-rP1.  

 

La función endometrial está modulada por dos procesos interrelacionados entre 

sí, uno endocrino u hormonal y otro paracrino mediante mediadores locales. En la 

regulación hormonal, los esteroides ováricos desempeñan una función fundamental, 

preparando el endometrio para la implantación embrionaria, induciendo toda una 

cascada de factores encargados de modular la expresión, regulación y acción de las 

citoquinas/quimoquinas, factores de crecimiento y moléculas de adhesión durante la 

ventana de implantación (Tabidzadeh, 1991; Giudice y cols, 1994) (revisado por Simón, 

y cols, 1997).  

 

En nuestro primer trabajo, no se apreció ningún efecto regulador del E2 y la P 

sobre la secreción de IL-8 en nuestro modelo de cocultivo embrionario.  Si se 

considera que otros modelos in vitro,  (Kelly y cols, 1994) sí responden al tratamiento 
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hormonal, el efecto observado sobre la IL-8 en nuestro modelo podría explicarse por la 

falta de capacidad de respuesta a los tratamientos con E2 y P de un cultivo primario de 

CEE; no obstante, las células del estroma endometrial mantienen esa capacidad de 

respuesta (Glasser y cols, 1993).  En cultivos primarios de CEE los receptores de E2 y 

P están presentes, aunque no son funcionales debido a la incapacidad de estas células 

de mantener la polaridad (Glasser y cols, 1993).  

  

En los estudios in vivo de localización y regulación hormonal en el endometrio 

humano, la IL-8 ha sido detectada en la zona perivascular del endometrio, en el epitelio 

glandular y en el epitelio luminal; como demuestran nuestro trabajo y otros (Critchley y 

cols, 1994), su expresión aumenta con la aparición de la P en los días 18 y 21, 

sugiriendo que esta molécula podría participar en el reclutamiento de neutrófilos y, 

adicionalmente, en el proceso de angiogénesis (Koch y cols, 1992).  

 

MCP-1 también tiene actividad quimiotáctica y es un potente activador de 

macrófagos, células T (Cai y cols, 1995; Roth y cols, 1995), basófilos, mastocistos 

(Feliciani y cols, 1995) y células “asesinas” (NK) (Allaveda y cols, 1994). En este 

trabajo se ha encontrado MCP-1 en el endometrio tanto en localización perivascular, 

como en el epitelio luminal y  glandular.  Su expresión aumenta con la aparición de la P 

en los días 18 y 21.  RANTES actúa principalmente en el reclutamiento de monocitos 

(Wiedermann, 1993); se localizó mayoritariamente a nivel perivascular y en el estroma 

endometrial, adyacente a glándulas o formando acúmulos estromales.   

 

Estas quimoquinas presentes en el endometrio podrían actuar reclutando y 

dirigiendo células blancas. Los leucocitos están implicados en la función uterina y su 

actividad varía de una manera predecible durante el ciclo ovulatorio y el embarazo 

(Bulmer y cols, 1985); en la fase proliferativa aumenta  el número de neutrófilos, en la 

fase secretora media aumenta el número de macrófagos y células NK, en la fase 

premenstrual aumenta el número de macrófagos. En el embarazo, en el sitio de 

implantación, embarazo ectópico tubárico y en la decidua aumentan los macrófagos. En 

el endometrio, los macrófagos tienden a agregarse alrededor de las arteriolas y, en 

localización adyacente, a las glándulas endometriales (Arici y cols, 1993, 1995), lo que 

explicaría el acúmulo de quimoquinas a nivel perivascular y glandular.  
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El aumento y acumulación de leucocitos en el endometrio podría explicarse 

por un aumento de su proliferación “in situ”, o mediante una migración leucocitaria 

procedente de la circulación periférica. Sin embargo, parece que la migración de 

leucocitos de la circulación periférica contribuye con este acúmulo de un manera más 

relevante (Pace y cols, 1989; King y cols, 1991). 

 

No sólo el endometrio/decidua produce citoquinas (PDGF, IFN γ, TNF-α o IL-

1) (revisado por Simón y cols, 1996) (moduladores primarios), también el embrión 

(blastocisto) (De los Santos y cols, 1996) es capaz de producir estas moléculas, que 

actuarían sobre el endometrio y la decidua induciendo la expresión de quimoquinas y, 

con ello, modulando el reclutamiento de neutrófilos/monocitos/macrófagos (Chard, 

1995; Simón y cols, 1996; Tabibzadeh y Babaknia 1995; Glasser y cols, 1991). 

 

Este trabajo considera que señales locales (como las descritas anteriormente), 

procedentes del embrión preimplantatorio, podrían inducir la producción de citoquinas 

y/o quimoquinas por el endometrio, que, a su vez, y mediante la unión a receptores 

específicos de membrana, activarían la expresión de moléculas de adhesión - tanto en 

el endometrio como en el blastocisto- como las integrinas, encargadas de mediar la 

adhesión del blastocisto (revisado por Simón y cols, 1996).  

 

En las fases iniciales (aposición, adhesión) de la implantación, los factores 

embrionarios secretados (IL-1, HB-EGF, LIF etc) (De los Santos y cols, 1996) podrían 

actuar sobre las quimoquinas endometriales, como el PAF (“platelet activating 

factor”), secretado por la decidua y los embriones, que aumenta la expresión de la 

proteína y el ARNm de IL-8 en células endometriales (Nasu y cols, 1999). Las 

quimoquinas, a su vez, serían responsables de dirigir y reclutar distintas poblaciones 

de células blancas (como ocurre en el modelo de la inflamación), que proporcionarían 

la secreción leucocitaria (citoquinas, factores de crecimento, proteasas) necesaria para 

el desarrollo del proceso (revisado por Simón y cols 1996; Simón y Caballero-Campo, 

1998c). Otra posibilidad sería la actuación directa de las quimoquinas sobre las 

moléculas de adhesión (integrinas) y los componentes de la matriz extracelular del 

epitelio endometrial. Tanto las citoquinas TNF-α, CSF-1 y, en especial, el sistema de 

la IL-1 (De los Santos y cols, 1996), como las integrinas (Simón y cols, 1997a) 

desempeñan un papel importante en la implantación embrionaria. 
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  En nuestro segundo trabajo, hemos detectado que las proteínas de los receptores 

CXCR1, CCR2B y CCR5 se expresaron en el epitelio y estroma, principalmente en las 

fases proliferativa tardía y secretora inicial/media, mientras que, a nivel de ARNm, 

parece ser máximo en la fase secretora tardía.  Esta discrepancia se debe a que, al 

tratarse de endometrio completo, gran cantidad de linfocitos son atraídos al endometrio 

premenstrual y pueden enmascarar la presencia de receptores  en el  endometrio.  Sin 

embargo, CXCR4 se comporta de forma totalmente distinta, ya que su expresión 

aumenta en fase media secretora (durante la ventana de implantación), tanto a nivel de 

ARN como de proteína.  Además, nuestro modelo in vitro demostró que los receptores 

estaban presentes principalmente en el epitelio endometrial, pero también se hallaron en 

células estromales y endoteliales. Si a esto le añadimos nuestros resultados sobre 

regulación hormonal, todo parece indicar que CXCR1, CCR2b y CCR5 desempeñan 

funciones específicas en el endometrio premenstrual, mientras que CXCR4 puede estar 

más implicado en receptividad endometrial.  

 

  La respuesta quimiotáctica es fundamental en la fisiología leucocitaria e implica 

el reconocimiento de un gradiente externo de quimoquinas (Sánchez-Madrid, 1999).  El 

tráfico leucocitario a través de los capilares sanguíneos es, en cierta forma, comparable 

al proceso implantatorio, donde el contacto y la posterior invasión del blastocisto es 

similar al “rolling” linfocitario a través del endotelio.  Se ha demostrado que los 

receptores CCR5 y CCR2b se encuentran polarizados en el eje líder de los linfocitos 

que migran (Nieto y cols, 1997) y que la adhesión leucocitaria a través de integrinas (al 

igual que se sugiere en el blastocisto) es necesaria para producir  la polarización y 

redistribución de receptores (Del Pozo y cols, 1995 y 1997).   Estos datos sugieren que 

las quimoquinas pueden actuar junto con moléculas de adhesión, como integrinas y 

otras, para dirigir el tráfico leucocitario.      

   

  Diversos estudios han demostrado la expresión de algunas moléculas de 

adhesión en el blastocisto humano como integrinas Beta1, Beta5, Alpha6 o E-Cadherin 

(Bloor y cols, 2002)  y en el nuestro se ha demostrado la presencia de dos receptores de 

quimoquinas, CCR5 y CCR2b. 
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  La migración leucocitaria es un complejo fenómeno, en el cual quimoquinas y 

receptores juegan un importante papel. Los receptores de quimoquinas se colocan 

generalmente en el polo líder de la célula, y esto implica la especialización de funciones 

en dos polos a la célula y el establecimiento de una polaridad endógena.   

  

  En nuestro estudio, cuando se co-cultivó CEE con blastocistos humanos, vimos 

cómo los receptores CXCR1, CXCR4 y CCR5 se polarizaban, es decir, aparecían 

claramente en un polo de la célula, indicando así una particular función de estos 

receptores.  Estas quimoquinas secretadas, como ya hemos visto en este trabajo, por el 

endometrio, o bien por el propio blastocisto, podrían inducir una señal de polarización o 

dimerización en los receptores del endometrio o el propio blastocisto, activando 

mecanismos para incrementar la respuesta local y la activación de moléculas de 

adhesión como integrinas u otras, que llevarían al contacto celular blastocisto-

endometrio.  

 

  Estudios recientes han demostrado la capacidad de algunos receptores de 

quimoquinas, como CCR5 y CCR2b, para homo o heterodimerizarse cuando 

determinados ligandos se unen a estos receptores (Mellado y cols, 2001, Rodríguez-

Frade y cols 2001).  La presencia simultánea de RANTES y MCP-1 induce la formación 

de un dímero CCR2b-CCR5, con propiedades distintas para cada uno de los receptores 

por separado, incluyendo la reducción del nivel de quimoquinas necesario para que el 

receptor sea activado. Este hecho tiene una relevancia muy importante en la célula, ya 

que la formación de este tipo de dímeros activa la adhesión linfocitaria en vez de la 

migración que se produce cuando sólo se dan homodímeros.  El blastocisto, por el 

mismo mecanismo, podría formar esta clase de dímeros CCR5-CCR2b cuando 

encontrara de forma local una expresión determinada, por parte del endometrio, de las 

quimoquinas MCP-1 y RANTES.  La formación de estos  dímeros produciría un cambio 

en el patrón de expresión del blastocisto, comenzando a producir moléculas de adhesión 

y consiguiendo adherirse al endometrio cercano. 

  

  Multitud de quimoquinas se expresan en el momento de la implantación (Kao y 

cols, 2002); algunas de ellas son las estudiadas en este trabajo (Kayisli y cols, 2002).  

Estas quimoquinas pueden ser inmovilizadas en la superficie epitelial o endotelial por 

proteoglicanos de membrana o incluso moléculas como IGFBP-rP1, facilitando la 
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oligomerización de quimoquinas (Hoogewerf y cols, 1997) y variando localmente la 

concentración de dichas quimoquinas.  Este efecto de presentación podría activar la 

homo/heterodimerización de receptores y desencadenar una respuesta de adhesión en el 

blastocisto.  Debemos tener en cuenta que la concentración de quimoquinas es un factor 

importante a la hora de la homo o heterodimerización.  A bajas concentraciones de 

quimoquinas, la heterodimerización se favorece, mientras que a elevadas 

concentraciones, se favorece la adhesión.  Este fenómeno es altamente lógico, ya que, 

en el caso de una inflamación, en el foco inflamatorio la concentración de quimoquinas 

es localmente muy fuerte, disminuyendo poco a poco conforme nos alejamos del foco.  

 

  Los linfocitos que deban responder a este foco primero “sentirán” a través de sus 

receptores una baja concentración de quimoquinas y migrarán hacia el foco 

inflamatorio; una vez llegados a él, cuando la concentración de quimoquinas libre es 

máxima, se favorece la heterodimerización y, con ello, el cambio del patrón génico a 

adhesión y posterior infiltración.  Este fenómeno podemos trasladarlo a la implantación.  

De la misma forma, el blastocisto podría “sentir”, gracias a sus receptores en superficie, 

determinadas concentraciones de quimoquinas secretadas por el endometrio y guiarse o 

ser guiado hacia ellas. Una vez llegado a ese foco de quimoquinas, sus receptores 

podrían crear heterodímeros en función de qué tipo de quimoquinas sean secretadas y 

cambiar su patrón de expresión hacia uno adhesivo y proceder a la implantación.    

   

  Hoy en día todavía se desconoce cómo el blastocisto se mueve o desplaza hacia 

el lugar de implantación, pero, al igual que ocurre con los linfocitos, en los cuales la 

polarización de sus receptores produce un fenotipo distinto en cada polo celular, podría 

ocurrir lo mismo con el blastocisto.  Estimulado correctamente por distintas 

concentraciones de quimoquinas, el blastocisto podría polarizarse, expresando distintas 

moléculas y propiedades, lo que explicaría porqué en determinadas especies es siempre 

una zona específica del trofoblasto la que contacta con el endometrio, por ejemplo, la 

zona de la masa celular interna en humanos y la zona contraria en ratones. 

 

  El rastreo de genes por medio de la tecnología de “arrays” nos permite investigar 

multitud de genes en dos situaciones distintas.  En nuestro tercer trabajo, caracterizamos 

génicamente la propiedad del endometrio para poder implantar un blastocisto también 

llamada  “receptividad endometrial”.  En este estudio se usaron dos modelos: el primero 
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constituido por endometrio en fase receptiva (LH+7) y pre-receptiva (LH+2) y el 

segundo por dos líneas celulares, una de ellas (R) mucho más “receptiva” (81% de 

adhesión de blastocistos) versus (H) (40% de adhesión de blastocistos).  IGFBP-rP1  fue 

la segunda molécula más expresada entre los más de 375 genes analizados en 

endometrio receptivo (LH+7) y nuestra línea celular “receptiva” RL-95-2.   

   

  Esta proteína, también conocida como mac25 e IGFBP-7, fue clonada 

originariamente como un gen cuya expresión era regulada negativamente en células 

tumorales de meninges y leptomeninges (Murphy y cols, 1993) y fue posteriormente 

reaislada como una secuencia que se expresaba principalmente en las células mamarias 

senescentes (Swisshelm y cols, 1995).  IGFBP-rP1 comparte entre un 20-25% de 

secuencia de nucleótidos con otras IGFBPs descritas.  Debido a que el papel de esta 

molécula en el endometrio humano no había sido descrito, investigamos su expresión y 

localización de su ARNm, así como la localización de su proteína en el ciclo menstrual 

humano.   

   

             Mediante PCR cuantitativa demostramos el incremento de IGFBP-rP1 durante 

la fase receptiva (fase lútea media), seguido de un fuerte aumento de la expresión en la 

fase lútea tardía.   Posteriores experimentos aislando las células epiteliales y estromales 

confirmaron que la expresión se encontraba principalmente en las células del estroma.  

Los experimentos de hibridación in situ confirmaron nuestros resultados de PCR 

cuantitativa, pero se encontraron pequeñas discrepancias, ya que, mediante PCR 

cuantitativa, detectamos una mínima expresión de IGFBP-rP1 en las células epiteliales 

en la fase lútea temprana (grupo III), mientras que, mediante hibridación in situ, se 

encontró un aumento de expresión en el epitelio luminal en dicha fase.  Considerando 

que el epitelio glandular representa, aproximadamente, un 80% del total del epitelio, es 

probable que en la PCR cuantitativa se esté detectando tan sólo la expresión del epitelio 

glandular y el ligero aumento del epitelio luminal quede eclipsado por la expresión del 

epitelio glandular. 

   

  Aunque la función de esta proteína en el endometrio permanece sin esclarecer 

todavía, nuestro estudio sugiere que IGFBP-rP1 está implicada de cierta forma en la 

receptividad endometrial humana.  Es poco probable que esta molécula desempeñe un 

mero papel de transportador de IGF, debido a su baja afinidad por este factor.  Se han 
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descrito varias funciones para esta proteína, fuera del contexto de la biología vascular, 

como la angiogénesis (Akaogi y cols 1994; Gunn y cols, 1998).   IGFBP-rP1 contiene 

un extremo amino terminal que presenta un dominio con elevada homología a las 

IGFBPs, responsable de la unión con baja afinidad por IGF, y seguido de este dominio 

posee otro de elevada riqueza en cisteínas, denominado Hevin/CS-1, caracterizado en 

otras moléculas por la unión a  citoquinas.  Ambos dominios hacen de esta proteína una 

candidata ideal para la retención de este tipo de factores y citoquinas o quimoquinas.  

De hecho, ha sido demostrado que IGFBP-rP1 se asocia a estructuras tipo microvilli en 

el endotelio vascular, que constituyen el principal punto de encuentro entre el endotelio 

y los linfocitos circulantes. Esta molécula podría presentar quimoquinas  (Middelton y 

cols, 1997) y otras sustancias como moléculas de adhesión (Girard y cols, 1999),  

contribuyendo a la migración leucocitaria a través de vénulas endoteliales. 

   

  Estas propiedades de IGFBP-rP1 hacen de esta nueva molécula una buena 

candidata para la presentación de diversos factores como citoquinas y quimoquinas en la 

superficie epitelial, donde se haya localizada principalmente la proteína.  Como hemos 

descrito, IGFBP-rP1  se comporta como una molécula secretada, ya que es sintetizada 

principalmente por las células del estroma y transportada hacia el epitelio luminal y 

endotelial, donde se acumula, probablemente para ejercer su función.  Es probable, 

pues, que IGFBP-rP1 sirva de molécula presentadora de algunas de la quimoquinas 

estudiadas en esta tesis o de otras moléculas de adhesión implicadas en el proceso de 

implantación embrionaria, ya que su aumento tiene lugar, principalmente, en el periodo 

receptivo y post-receptivo. 
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  CONCLUSIONES 
 

 

1.     IL-8 y MCP-1 a nivel de proteína se localizan en el epitelio luminal y 

glandular, así como en células endoteliales. RANTES fue localizada 

principalmente en células del estroma y endoteliales. 

 

2.     Los niveles de IL-8 y MCP-1 aumentaron debido a la administración de 

progesterona durante la fase receptiva del ciclo menstrual. 

 

3.     El blastocisto humano no produce cantidades medibles de IL-8, MCP-1 y 

RANTES, pero induce un aumento en el  ARN mensajero de IL-8 en células 

epiteliales endometriales en cultivo. 

 

4.   Los receptores de quimoquinas CXCR1 (IL-8), CCR5 (RANTES) y CCR2b 

(MCP-1) a nivel de ARNm está aumentado en el endometrio premenstrual, 

mientras que CXCR4 (SDF-1) se encontró aumentado ligeramente durante la 

ventana de implantación (fase secretora media). 

 

5.     El blastocisto humano posee los receptores CCR5 (RANTES) y CCR2b 

(MCP-1) a nivel de proteína.  

 

6.    Las células endometriales epiteliales en cultivo poseen los receptores CXCR1 

(IL-8), CCR5 (RANTES) y CCRb (MCP-1).  El embrión humano induce una 

polarización de dichos receptores endometriales. 

 

7.     IGFBP-rP1 fue la segunda molécula más expresada, tanto por el endometrio 

receptivo (LH+7) como en la línea celular RL95-A (receptiva), entre más de 

375 genes analizados de citoquinas, quimoquinas, factores de crecimiento y 

sus receptores. 
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8.     El ARN mensajero de IGFBP-rP1 aumentó unas 35 veces durante la fase 

receptiva comparado con el endometrio pre-receptivo, mostrando además un 

pico de expresión en la fase lútea tardía.  La separación de estroma y epitelio 

demostró que la expresión de IGFBP-rP1 aumentaba principalmente en células 

del estroma. 

 

9.     La localización del ARNm de IGFBP-rP1 por hibridación in situ confirmó la 

localización de dicha molécula  en células del estroma, aunque también se 

observó en epitelio y células endoteliales.  La localización de la proteína se 

concentró en la superficie apical del endometrio, sugiriendo su posible función 

en la fisiología de la receptividad endometrial. 

 

10. Concluimos que algunas quimoquinas secretadas por el endometrio de forma 

local como IL-8, RANTES, MCP-1 u otras pueden activar sus receptores en la 

superficie del blastocisto, lo que supondría su heterodimerización y, con ello, 

se provocaría un fenotipo adhesivo en el blastocisto y su posterior 

implantación (ver Figura 9). 
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Figura 9. Esquema de la hipótesis de trabajo 

 

A. El blastocisto estimula la producción de IL-8, MCP-1 y RANTES 

en el endometrio, lo que conlleva la infiltración de multitud de 

células blancas hacia el tejido endometrial.  El blastocisto también 

produce la polarización de algunos receptores de quimoquinas 

sobre la superficie epitelial.   

 

B. El blastocisto presenta en superficie los receptores CCR5 y CCR2 

(RANTES y  MCP-1).   MCP-1 y RANTES (entre otras 

quimoquinas) es secretada por los linfocitos y el endometrio, con 

lo que se produce la unión ligando receptor en la superficie del 

blastocisto.  

 

C. La formación de heterodímeros entre los dos receptores en la 

superficie del blastocisto provoca el cambio de estatus 

embrionario hacia la adhesión, con la consecuente expresión de 

moléculas de adhesión. 
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