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Introducción
Un gran objetivo en la investigación

sobre embriones humanos es el desarrollo
de un sistema in vitro que replique más
fielmente el tracto reproductivo femenino
y de este modo sea capaz de sostener el
crecimiento de embriones hasta el estadio
de blastocisto (Sjöblom et al., 1999).
Muchas de las investigaciones sobre
embriones humanos apuntan a promover
el desarrollo de blastocistos in vitro, con el
objetivo de llevar a cabo transferencias de
embriones en día 5 en las fertilizaciones in
vitro (FIV) (Ménézo et al. 1992a; Kaufman
et al., 1995; Olivennes et al ., 1995; Martin
et al., 1998).

En la fertilización in vitro humana, el
cultivo y la transferencia de blastocistos
implica un mayor éxito en la implanta-
ción y en el embarazo, ya que suministra
una manera de identificar el mejor
embrión para transferir al paciente
(Ménezo et al., 1992a; Olivennes et al.,
1994; Gardner and Lane, 1997, 1998;
Jones et al., 1998; Sjöblom et al., 1999). A
través del hecho de poder elegir un núme-
ro más pequeño de embriones competen-
tes, la transferencia de blastocistos podría
ayudar a reducir la frecuencia de naci-
mientos múltiples resultantes las técnicas

de reproducción asistida. La transferencia
de blastocistos al útero es claramente un
proceso más fisiológico que la transferen-
cia en estadios más tempranos de desarro-
llo, ya que existe una mejor sincronización
entre el embrión y el desarrollo del tejido
endometrial (Sjöblom et al., 1999). 

Estudios en roedores y distintas espe-
cies de ganado sugieren que el creci-
miento y desarrollo de embriones preim-
plantatorios está regulado por una serie
de citoquinas y factores de crecimiento
secretados por las células epiteliales del
revestimiento del oviducto y del útero.
(Pampfer et al., 1991; Robertson et al.,
1994; C. Sjöblom et al., 1999). Su síntesis
ocurre bajo patrones regulados espacial y
temporalmente y es conducida predomi-
nantemente por hormonas esteroideas
ováricas pero también por factores del
plasma seminal. (Robertson et al., 1996;
Tremellen et al., 1998; C. Sjöblom et al.,
1999). Embriones de muchas especies
han demostrado expresar receptores para
la mayoría de los factores de crecimiento
secretados por el tracto (Pampfer, et al.,
1991; Sharkey et al., 1995), y la adición de
estos factores y citoquinas a los medios de
cultivo ha demostrado promover el desa-
rrollo de blastocistos en humanos
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(Dunglison et al., 1996; Lighten et al.,
1998; Martín et al., 1998) y en un gran
número de especies de mamíferos
(reviews by Kane et al., 1997). 

El factor de crecimiento estimulante
de colonias de granulocitos y macrófagos
(GM-CSF) es una citoquina originalmen-
te identificada como un producto de la
activación de los linfocitos –T involucra-
dos en la proliferación y diferenciación
de células mieloides hematopoyéticas
(Ruef and Coleman, 1990). 

El factor de crecimiento estimulante
de colonias de granulocitos y macrófagos
se secreta a partir de las células epitelia-
les del tracto reproductivo femenino y es
inducido durante el embarazo temprano
por las hormonas esteroideas y por cons-
tituyentes del plasma seminal (Robertson
et al., 2001). El apareamiento en los roe-
dores desencadena una reacción inflama-
toria dentro del endometrio uterino,
caracterizada por una extensa filtración y
activación de macrófagos, células den-
dríticas y granulocitos. Esta respuesta es
iniciada cuando los factores derivados de
las vesículas seminales en el eyaculado
estimulan a las células epiteliales a libe-
rar citoquinas proinflamatorias incluyen-
do al factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrófagos. Los fluidos
seminales contienen el factor de creci-
miento transformante beta1 (TGFbeta1)
en niveles suficientes para ser el primer
agente causante de la cascada inflamato-
ria post-apareamiento a través de la
inducción de la síntesis de GM-CSF por
las células epiteliales uterinas
(Tremellen et al. 1998). El factor de creci-
miento estimulante de colonias de granu-
locitos y macrófagos es producido por las
células epiteliales en el oviducto y útero
en diversas especies, como ratón
(Robertson et al, 1992), oveja (Imakawa et
al., 1993) y humano (Zhao and Chegini,
1994; Giacomini et al., 1995).

El rol de GM-CSF en el desarrollo
fisiológico del embrión preimplantatorio
en el tracto reproductivo se encuentra
sugerido por una expresión temporal de
GM-CSF en el oviducto y en el útero, que
coincide con el tiempo de la fertilización

y el desarrollo temprano del embrión y
su implantación. Se observó que la
expresión de GM-CSF en la trompa de
Falopio es dependiente del estadio del
ciclo menstrual, con un pico de expre-
sión durante la fase proliferativa tardía y
la fase secretoria temprana (Zhao and
Chegini, 1994). Un patrón similar de sín-
tesis de GM-CSF se observó en el útero,
donde GM-CSF es secretado por las célu-
las epiteliales endometriales con un
moderado aumento durante la fase proli-
ferativa tardía y la fase secretoria tempra-
na (Giacomini et al. 1995).

Estudios en animales siguieren que el
GM-CSF puede actuar como un factor de
supervivencia para el desarrollo del
embrión. Los embriones de ratón preim-
plantatorios expresan la cadena · del recep-
tor de GM-CSF, y el cultivo en medios
recombinantes que contienen GM-CSF
tiene efectos beneficiosos sobre el desarro-
llo embrionario murino hasta el estadio de
blastocisto y subsecuentemente en su capa-
cidad de salir de la zona pelúcida (hat-
ching) (Roberston et al., 1991, 2001).

El cultivo in vitro de embriones en
GM-CSF recombinante acelera el desa-
rrollo de los blastocistos hacia el hat-
ching y el estadio de implantación, con
una respuesta máxima a una concentra-
ción de 2ng/ml (77pM) (Robertson et al.,
2001). Los máximos efectos de GM-CSF
fueron observados a dicha concentración
ya que estas concentraciones son compa-
rables con el contenido de GM-CSF de
los fluidos uterinos recogidos durante el
periodo preimplantatorio, para el cual el
rango de valores medio es 15-20 U/útero
(equivalente a 60-80 pM, asumiendo un
volumen de fluido uterino de 100 Ìl)
(Robertson et al., 1992).

Los blastocistos cultivados en presen-
cia de GM-CSF obtienen un aumento sig-
nificativo del número total de células,
con un aumento en la proporción de las
células localizadas en el macizo celular
interno, comparados con blastocistos
cultivados durante el mismo período de
tiempo en un medio solo. El aumento en
el potencial de desarrollo de los embrio-
nes cultivados en presencia de GM-CSF
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se encuentra asociado con el mejora-
miento en la viabilidad del macizo celu-
lar interno. GM-CSF promueve la sobre-
vida de los blastómeros y/o su prolifera-
ción, y ese efecto es principalmente ejer-
cido en el macizo celular interno
(Sjöblom et al 1999).

La criopreservación puede impactar en
el potencial de implantación de los embrio-
nes en estadios tempranos cuando pueden
ocurrir daños por las temperaturas extre-
mas (lisis celular). Algunos daños pueden
resultar en alteraciones autócrinas de facto-
res de crecimiento y por lo tanto elevar el
impacto del cultivo post-descongelamiento
(Desai et al. 2000). Está claro que los
embriones en estadios tempranos descon-
gelados que se encuentran parcialmente
intactos pueden resultar en embarazos,
pero el potencial de implantación dismi-
nuye en paralelo con el aumento del grado
de lisis de los blastómeros (Van den Abbel
et al., 1997; Burns et al., 1999; Edgar et al
2000; Guerif et al., 2002). Una reducción en
el número de blastómeros como resultado
de la lisis celular es una consecuencia
conocida de la criopreservación de embrio-
nes en estadios tempranos. Esto incluye
una disminución en el desarrollo preim-
plantatorio in vitro y una reducción del
número total de células en los blastocistos
resultantes (Archer et al., 2003). Este fenó-
meno solo ocurre en una proporción de los
embriones descongelados, pero cuando se
manifiesta, se asocia con una reducción del
potencial del desarrollo (Van den Abbel et
al., 1997; Burns et al., 1999; Edgar et al.,
2000b; Guerif et al., 2002).

Cuando embriones humanos congela-
dos y descongelados fueron cultivados
en medios secuenciales, el 30% se desa-
rrolló a blastocistos con un número total
de células de 80, aunque la proporción
de blastocistos y el número total de
células aumentó con la adición exógena
del factor estimulante de colonias de
granulocitos y de macrófagos. (Sjöblom
et al 1999). Por ello se puede afirmar
que el desarrollo post-descongelamiento
de los embriones puede ser modulado
por la adición de factores de crecimien-
to (Desai et al 2000).

Objetivos
El objetivo general de este estudio fue

detectar el efecto del factor estimulante
de colonias de granulocitos y macrófa-
gos (GM-CSF) sobre el desarrollo in
vitro de embriones murinos desde el
estadío de 2 células hasta el estadío de
blastocisto. A su vez se propuso evaluar
la sobrevida de los blastocistos obteni-
dos del cultivo en GM-CSF luego de la
criopreservación y comprobar si se logra
hacerlos más resistentes al congela-
miento y descongelamiento o simple-
mente si se mejora su desarrollo luego
del descongelamiento.

Materiales y Métodos
Droga a utilizar: Neutromax-Filgastrim

(r-Met-hu-G-CSF = factor estimulante de
colonias granulocíticas humano metioni-
lado recombinante no glicosilado)

Para este experimento se utilizó una
fuente comercial de G-CSF. El Filgrastim
(Neutromax) fue obtenido de SIDUS S.A. 

El Filgastrim es una proteína altamen-
te purificada, no glicosilada, que contie-
ne 175 aminoácidos. El Neutromax-
Filgastrim se produce en una cepa de
laboratorio de la bacteria Escherichia
Coli, modificada genéticamente por la
adición del gen del factor estimulante de
colonias granulocíticas. 

El factor estimulante de colonias gra-
nulocíticas humanas es una glicoproteí-
na que regula la producción y la libera-
ción de neutrófilos desde la médula ósea. 

Excipientes: Solución tampón de ace-
tato sódico (pH 4,0), Polisorbato 80,
Manitol, Agua destilada estéril. 1 frasco
ampolla de Neutromax de 1,0 ml de solu-
ción contiene 30 millones de unidades
internacionales (=300 Ìm) de Filgastrim. 

El Neutromax se utilizó diluido a una
concentración de 2ng/ml pero cuando
éste se diluye se adsorbe al vidrio y a los
materiales plásticos. Sin embargo, si se
diluye correctamente, en una solución de
glucosa al 5% con 20% de HSA, el pre-
parado es compatible con el vidrio y
diversos materiales plásticos como PVC,
pliolefina (copolímero del polipropileno
y el polietileno) y polipropileno. 

Trabajo Original
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Recolección de embriones
Se utilizaron para el estudio una cepa

de ratones F1 de BalbC, tanto machos
como hembras. Las hembras fueron supe-
rovuladas inyectando intraperitoneal-
mente 5 IU de gonadotropina de suero de
yegua preñada (PMSG) y a las 48 horas se
les inyectaron 5 IU de hCG.
Inmediatamente luego de la inyección de
hCG, se colocó una hembra dentro de
una jaula con un solo macho. Las hem-
bras que presentaron tapón vaginal, fue-
ron sacrificadas por dislocación cervical
36 horas después de la inyección de hCG
y los embriones de dos células fueron
recolectados de los oviductos en medio
HTF hepes previamente incubado a 37ºC.

Cultivo in vitro
Se utilizaron 872 embriones de ratón

en dos células los cuales fueron distri-
buidos en los diferentes grupos de estu-
dio. El medio utilizado para el cultivo de
los embriones fue: G1 versión 3
(Vitrolife, AB, Kungsbacka, Sweden)
suplementado con 0.05% de albúmina
sérica humana (SAGE Biopharma,
Human albumin solution, 100mg/ml in
normal saline).

Los embriones obtenidos se incuban
en microgotas de 100 Ìl bajo aceite mine-
ral (Sigma) durante 72 horas en la incu-
badora (Forma Scientific) a 37ºC y con
una atmósfera con 6% de CO2 (Sjöblom
et al., 1999).

Los embriones cultivados fueron divi-
didos en 3 grupos según el medio de cul-
tivo utilizado:

• G1
• G1 + dilución
• G1 +  2ng/ml de GM-CSF

Monitoreo de los resultados
Los embriones fueron observados en

intervalos de 24 horas bajo microscopio
invertido (Nikon TMS) con un aumento
de 200-400X. Las observaciones debieron
ser rápidas para evitar cambios en el pH
y temperatura del medio, ya que estos
cambios pueden retardar el desarrollo
embrionario (Gerrity, 1988).

Los embriones preimplantatorios fue-
ron monitoreados en los estadios de dos
células, cuatro células, ocho células,
mórula, blastocistos tempranos y blasto-
cistos expandidos, y blastocistos hacien-
do hatching (Robertson et al., 2001).

Los parámetros evaluados fueron
número de embriones que se desarrolla-
ron a  blastocistos y la morfología de los
blastocistos observando la expansión del
blastocele (Desai et al., 2000).

Evaluación del número total de células
El número de células de los blastocis-

tos desarrollados in vitro fue determina-
do utilizando una modificación del
método descripto por Tarkowski.
(Tarkowski, 1966).

Los blastocistos fueron incubados en
una solución hipotónica de 1% de citra-
to de sodio durante 90 segundos a 37ºC.
Luego, los blastocistos fueron transferi-
dos durante unos pocos segundos a una
cápsula de cultivo que contenía una
solución fijadora inicial 5:1:4 metanol:
ácido acético: agua destilada. A conti-
nuación, los blastocistos fueron transfe-
ridos a un portaobjetos. Dos o tres gotas
de una segunda solución fijadora 3:3:1
metanol: ácido acético: agua destilada
se dejan caer sobre los blastocistos. Se
coloca un cubreobjetos y se tiñe con
hematoxilina durante unos segundos, la
cual se lava con agua corriente.

Este procedimiento fue realizado
bajo control visual directo utilizando un
microscopio invertido (Olimpus CK). 

El número total de núcleos celulares
fue contado con un aumento de 400X.
Esto fue realizado por dos personas, las
cuales no tenían conocimiento del
grupo de estudio al cual pertenecía cada
blastocisto, para evitar incidir en los
resultados. (Fig 1)
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contiene 0,5M de sacarosa en HTF
hepes (SAGE Biopharma) + 20% de
Suero Sintético Sustituto (SSS : SAGE
Biopharma). Luego se transfieren a una
solución 0,2M de sacarosa en HTF
hepes (SAGE Biopharma) + 20% de
Suero Sintético Sustituto (SSS : SAGE
Biopharma) y a continuación se trans-
fieren a una solución de lavado que con-
tiene HTF hepes (SAGE Biopharma) +
20% de Suero Sintético Sustituto (SSS :
SAGE Biopharma).

Por último se transfieren los embrio-
nes al medio de cultivo previamente
calentado a 37ºC y gaseado con 6% de
CO2 y se colocan en la incubadora a 37ºC.

Los blastocistos descongelados fue-
ron distribuidos en los grupos de trata-
miento. Los blastocistos que habían sido
cultivados previamente en medio G1, ya
sea sólo, con la dilución o con 2ng/ml
de GM-CSF; fueron cultivados en los
tres grupos de tratamiento (Fig. 13):
• G1 
• G1 + dilución
• G1 +  2 ng/ml de GM-CSF

Los blastocistos fueron cultivados
durante 24 horas en gotas de 100 Ìl del

Congelamiento y descongelamiento
Los blastocistos se criopreservaron

utilizando un protocolo glycerol freeze
que se basa en dos etapas (Ménézo et al.,
1992b). La criopreservación fue llevada
a cabo utilizando glycerol y sacarosa
como crioprotectores. 

El programa de congelación utilizado
comienza con enfriamiento lento hasta
llegar a –7ºC. En esta etapa se realiza el
seeding que tiene por objeto provocar la
nucleación de cristales de hielo en el
medio externo de la célula. El enfria-
miento lento continúa hasta –30ºC. En
este punto se ha liberado la mayor parte
del agua y el remanente se vitrifica con
una caída rápida de la temperatura
hasta –42ºC, momento en el cual los
embriones se almacenan en nitrógeno
líquido a –196ºC.

Las pajuelas contiendo los blastocis-
tos se descongelaron y rehidrataron
siguiendo un protocolo basado en tres
etapas. Las pajuelas retiradas del tanque
de nitrógeno líquido deber ser manteni-
das a temperatura ambiente durante 30
segundos antes de ser colocados en un
baño de agua a 30ºC durante 40 segun-
dos. Lentamente se expulsan los blasto-
cistos bajo la lupa en una solución que

Figura 1: Tinción de los blastocistos mediante una modificación del método de Tarkowskyi: Se utilizó esta coloración para contar el nº de célu-

las de los blastocistos incubados en GM-CSF (Neutromax) o medio control. (resultados tabla 1).



medio correspondiente bajo aceite
mineral a 37ºC, 6% de CO2 y 78% de
humedad.

Luego de realizado el descongela-
miento de los blastocistos, se evalúa la
sobrevida y reexpansión de los mismos.

Análisis estadístico
La proporción de embriones que

alcanzaron el estadio de blastocisto y la
morfología embrionaria fueron compara-
dos mediante el análisis de la varianza
(ANOVA). El total de número de células
en los blastocistos, su sobrevida luego de
la criopreservación y su desarrollo luego
de descongelamiento fueron evaluados
utilizando el Test exacto de Fisher.  

Resultados
1. Efecto del GM-CSF en el desarrollo

in vitro de embriones murinos
Los 872 embriones de dos células fue-

ron cultivados en los medios G1 y dividi-
dos en los tres grupos de estudio. Para
cada uno de estos grupos se evaluó el
porcentaje de blastocistos expandidos.
Los resultados se muestran en la tabla 1
donde se observa que de los 236 embrio-
nes de dos células cultivados en el medio
G1 control, el 85.5% alcanzó el estadio
de blastocisto; de los 296 cultivados en el
medio G1 + dilución, el 84.5% alcanzó el
estadio de blastocisto y de forma similar,
de los 344 embriones de dos células cul-
tivados en presencia del GM-CSF, el
85.5% se desarrolló hasta el estadio de
blastocisto luego de 72 horas de cultivo. 

Los resultados obtenidos demuestran
que el GM-CSF no influencia el porcen-
taje de embriones que alcanzaron el esta-
dio de blastocisto. 

2. Efecto del GM-CSF sobre el núme-
ro de células en los embriones en esta-
dio de blastocisto 

Una proporción de los blastocistos
que llegaron a dicho estadio habiendo
sido cultivados durante 72 horas en los
diferentes grupos de estudio fueron teñi-
dos, en lugar de ser criopreservados,
para determinar su número de células.
Los resultados se muestran en la tabla 1. 
Al comparar en número de células en los
blastocistos obtenidos al cultivarlos en
medio G1, se ha observado que contie-
nen un mayor número de células aque-
llos cultivados en el medio G1 + 2ng/ml
GM-CSF, logrando una diferencia esta-
dísticamente significativa al comparar
con los otros dos grupos de estudio (P<
0.05) (G1 solo vs. G1 + dilución vs. G1 +
2ng/ml GM-CSF: 63,6 ± 13,58 vs. 56,4 ±
6,67 vs. 81,1 ± 12,03).

3. Efecto del GM-CSF sobre la sobre-
vida de los blastocistos luego de la crio-
preservación

Un total del 329 blastocistos deriva-
dos de los tres grupos de estudio fueron
criopreservados de acuerdo a Ménézo et
al., 1992b. Los embriones fueron crio-
preservados, mantenidos en nitrógeno
líquido por lo menos por 60 días y luego
descongelados para permanecer en culti-
vo por 24 horas en el medio G1 en pre-
sencia y ausencia del GM-CSF. 
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GGRRUUPPOO NN %%  BBllaasstt..  eexxppaannddiiddooss NN00..  ddee  ccéélluullaass

G1 236 85.5 63.6
G1 + dilución 296 84.5 54.6
G1 + 2 ng/ml 
GM-CSF 344 85.5 81.1

TABLA 1

Efecto del GM-CSF sobre el cultivo de embriones de 2 células hasta el estadio de blastocisto y su número de células.
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La sobrevida de los embriones inme-
diatamente luego del descongelamiento,
de acuerdo al medio en el cual fueron
cultivados antes del congelamiento, fue
similar en los tres grupos de estudio
(81% G1 control; 88% G1 + dilución;
79% G1 + 2 ng/ml GM-CSF). Los resulta-
dos se muestran en la tabla 2.

4. Efecto del GM-CSF sobre el desa-
rrollo in vitro de blastocistos luego de la
criopreservación 

Los blastocistos que fueron criopre-
servados luego de haber sido cultivados
en los distintos medios de cultivo hasta
llegar a dicho estadio se dividieron en
tres grupos de estudio. La tasa de re-
expansión del blastocele en los blastocis-
tos que sobrevivieron al congelamiento
varía de acuerdo al tratamiento recibido
durante la fase de crecimiento previa a la
criopreservación y fue influenciada por
la presencia del GM-CSF en el cultivo
post-descongelamiento. Los resultados
se muestran en la tabla 3. 

De los embriones que alcanzaron el
estadio de blastocisto siendo cultivados

en el medio G1, el 38% se re-expandie-
ron al cultivarse luego del descongela-
miento nuevamente en el mismo medio.
Un resultado similar fue obtenido para
los embriones cultivados pre y post con-
gelamiento en el medio G1 + dilución
(33% de re-expansión, dato no presenta-
do). Cuando el GM-CSF es agregado al
medio de cultivo post-descongelamiento
la tasa de re-expansión aumentó a 65%
en ambos casos (P< 0.005).

Los embriones cultivados original-
mente en presencia de GM-CSF y que
luego del descongelamiento fueron cul-
tivados en el medio G1 control durante
24 horas se re-expandieron a una tasa
del 17% (P < 0.05). En contraste, cuan-
do el medio post-descongelamiento fue
suplementado con el GM-CSF la tasa de
re-expansión aumentó a 56% (P<
0.001). No hubo diferencia en la tasa de
re-expansión de los blastocistos culti-
vados previamente en los tres grupos de
estudio cuando el medio de cultivo
post—descongelamiento fue suplemen-
tado con 2 ng/ml de GM-CSF.

Trabajo Original

GGRRUUPPOO  PPRREE--CCOONNGGEELLAAMMIIEENNTTOO NN %%  SSoobbrreevviiddaa  lluueeggoo  ddeell  ddeessccoonnggeellaammiieennttoo
G1 74 81
G1 + dilución 119 88
G1 + 2 ng/ml GM-CSF 146 79

TABLA 2

Sobrevida de los blastocistos luego de la Criopreservación.

G1 38 65 <0.005 vs G-1

G1 + 2 ng/ml GM-CSF 17* 56 <0.001 vs G-1

TABLA 3

Efecto del GM-CSF en la re-expansión de los blastocistos luego del descongelamiento.

*  P< 0.05 vs G1

GGRRUUPPOO  PPRREE--CCOONNGGEELLAAMMIIEENNTTOO GGRRUUPPOO  PPOOSSTT--DDEESSCCOONNGGEELLAAMMIIEENNTTOO
GG11 GG11  ++  22  nngg//mmll  GGMM--CCSSFF

PP
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producido por el GM-CSF. Nuestros
resultados concuerdan con los de
Robertson et al. (Robertson et al. 2001)
quien reportó que el GM-CSF aumenta el
número de células de los blastocistos
obtenidos pero no altera la tasa por la
cual los embriones de 8 células alcanzan
el estadio de blastocisto. 

En cambio, otros estudios en el cual los
cigotos murinos (B6C3F1) fueron cultiva-
dos en un medio suplementado con GM-
CSF alcanzaron en una tasa más elevada el
estadio de blastocisto y se demostró que
ocurría una inhibición de la apoptosis
(Behr et al., 2001; Wang et al., 2002b; Behr
et al., 2005). Kim et al., (Kim et al., 2001)
reportó una tasa más elevada de formación
de blastocistos en los embriones cultiva-
dos en presencia del GM-CSF pero el
número de células en los blastocistos
resultantes no fue diferente al comparar
con el grupo control.

El aumento en el número de células en
los embriones está asociado con el aumen-
to en la actividad metabólica. La captación
de glucosa se encuentra estimulada en los
embriones expuestos al GM-CSF
(Robertson et al., 2001).

Mascareño et al., ha demostrado que,
en ovocitos, la captación de glucosa en
las células que expresan el receptor de
alta afinidad del GM-CSF es dependiente
de la kinasa PI3. El GM-CSF se une al
receptor de baja afinidad del GM-CSF y
genera peróxido de hidrógeno extracelu-
lar, el cual se difunde a través de la mem-
brana plasmática activando la kinasa PI3
(Mascareño et al., 2003).

Karagenc et al. (Karagenc et al. 2005) ha
demostrado recientemente que los efectos
beneficiosos del GM-CSF en los embriones
de ratón podrían ser enmascarados si la
albúmina sérica humana está presente en
el medio de cultivo, como en nuestro caso.
En dicho estudio argumentan que para
observar los efectos beneficiosos del GM-
CSF, los embriones deberían crecer en con-
diciones sub-óptimas de cultivo. 

Discusión
Sjöblom (Sjöblom et al., 1999) ha

reportado que la adición del GM-CSF al
medio de cultivo promueve la formación
de blastocistos humanos con un aumento
en el número de células que forman el
macizo celular interno del embrión. Este
mecanismo es mediado por la captación
de glucosa a través de uniones al recep-
tor de baja afinidad estimulando así el
metabolismo de las células (Robertson et
al., 1991, 1999, 2001).

La idea de este trabajo fue estudiar si el
factor de crecimiento estimulante de colo-
nias de granulocitos y macrófagos mejora
el desarrollo embrionario hasta el estadio
de blastocisto y si hay una mejora en la
tasa de expansión luego de la criopreserva-
ción y descongelamiento de los mismos.

En este trabajo se ha utilizado como
modelo para estudiar la influencia del
GM-CSF en el desarrollo embrionario
murino una fuente comercial de dicho
factor; el Filgrastim (Neutromax) de
SIDUS S.A que es un recombinante de
preparación farmaceútica disponible en
el mercado. La concentración de droga
utilizada fue de 2ng/ml lo que implicó
una dilución del material stock de
1:75.000, concentración similar a la utili-
zada por Sjöblom et al 1999., quien no
encontró diferencias en sus resultados
utilizando otro recombinante de prepara-
ción farmacéutico, Molgramostin
(Leucomax), comparándolo con el
recombinante humano de alto grado de
pureza. La utilización de una fuente
comercial del GM-CSF tiene como venta-
jas la fácil disponibilidad del mismo y el
bajo costo, cuando lo comparamos con el
factor recombinante de laboratorio puro. 

En nuestro trabajo, la adición del GM-
CSF al medio de cultivo antes del conge-
lamiento produce un aumento en el
número de células pero no un aumento
en la proporción de los embriones de dos
células que alcanzan el estadio de blasto-
cisto. Esto podría ser debido a que la alta
tasa en la cual los embriones murinos de
la cepa utilizada alcanzan el estadio de
blastocisto enmascare cualquier efecto
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La sobrevida de los embriones luego
del descongelamiento no presenta dife-
rencia si el GM-CSF ha estado presente o
no en el medio durante el desarrollo de
los embriones hasta el estadio de blasto-
cisto. Concluyendo que no tiene un efec-
to crioprotector de los embriones.

Un resultado inesperado en nuestro
trabajo fue que la re-expansión post-des-
congelamiento de los blastocistos que
fueron cultivados durante 72 horas en
presencia del GM-CSF fue menor con res-
pecto al grupo control. El 37% de los
blastocistos del grupo control se re-
expandieron luego del congelamiento al
haber sido cultivados nuevamente en este
medio de cultivo, mientras que el 17% de
los blastocistos que se desarrollaron en
presencia del GM-CSF se re-expandieron
luego del descongelamiento al permane-
cer 24 horas en el medio G1 control.

Otro resultado que obtuvimos fue que
la adición del GM-CSF al medio de culti-
vo post-descongelamiento fue beneficio-
so para los embriones. Cuando los
embriones del grupo control fueron des-
congelados, el 37% se re-expandió luego
de permanecer 24 horas en cultivo. Pero
si el GM-CSF fue adicionado al medio de
cultivo post-descongelamiento la propor-
ción de los blastocistos que se re-expan-
dieron aumentó a 65%. De manera simi-
lar, los embriones expuestos al GM-CSF
antes del congelamiento se re-expandie-
ron a una tasa de 17%, pero si el GM-CSF
es incluido en el medio de cultivo post-
descongelamiento, la tasa de expansión
aumentó a 56%. El stress inducido por la
criopreservación podría contribuir a los
efectos beneficiosos del GM-CSF obser-
vados en los blastocistos. 

Gardner et al. ha demostrado que
aquellos blastocistos que tienen una alta
tasa de captación de glucosa inmediata-
mente luego del descongelamiento tie-
nen mayor chance de re-expandirse
luego de 24 horas de cultivo (Gardner et
al., 2001). La tasa de glucosa captada por
blastocistos de ratón antes de ser transfe-
ridos a hembras receptivas está en rela-
ción directa con su habilidad de llegar a

término (Gardner et al 1987).
En bovinos, el consumo de glucosa de

los blastocistos que se re-expandieron
luego del descongelamiento fue mayor
que en aquellos que fallaron en su desa-
rrollo (Gardner et al., 1996).

Podríamos decir que los efectos obser-
vados en este trabajo están relacionados
con los efectos conocidos del GM-CSF en
la captación de glucosa y su utilización
(Ding et al 1994; Speilholdz et al 1995;
Robertson et al. 1999; Sjöblom et al.,
1999; Robertson et al., 2001). La utiliza-
ción de glucosa en los embriones de
ratón, rata y bovinos como fuente de
energía para la fosforilación oxidativa o
la glucólisis y producción de ATP es un
elemento esencial para la compactación,
blastulación y formación de la cavidad
del blastocele de los embriones (Leese
1991; Brison and Leese; 1994; Thompson
et al 2000).

La aplicación clínica de estos resulta-
dos en FIV humanas deberá esperar a
obtener nuevos resultados de nuevos
experimentos para dilucidar el mecanis-
mo de acción del GM-CSF en el embrión,
y para evaluar los efectos del cultivo con
GM-CSF en el potencial de desarrollo in
vitro consecuente de blastocistos en dis-
tintos modelos animales. Finalmente,
cualquier transferencia a pacientes de
blastocistos cultivados con GM-CSF u
otro factor de crecimiento deberá ser lle-
vada a cabo con precaución, ya que se
sabe que los eventos durante el desarro-
llo preimplantatorio tienen consecuen-
cias a largo plazo en la salud del indivi-
duo (Seamark and Robinson, 1995).  
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