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Resumen

El estudio de la biologia del desarrollo en mamiferos y la aplicacion prectica del conocimiento
obtenido a través de la fertilizacion in vitro y la transferencia de embriones, han tenido como obstaculo
importante la alteracion del desarrollo embrionario observado con frecuencia durante su cultivo y del
cual la produccion incontrolada de especies reactivas de oxigeno -EROs- (estrés oxidativo) parece ser
una de las causas. Aunque la identificacion inequivoca de las fuentes de EROs es dificil, se reconace que
la composicion de gas atmosférico asi como el metabolismo embrionario juegan un papel importante.
La evidencia se basa en el incremento de las tasas de desarrollo en presencia de varios limpiadores
(scavengers) de radicales libres o reducidas concentraciones de oxigeno en el medio de cultivo. Tales
resultados sugeririan que el ambiente in vivo cuenta con mecanismos para destruir o limpiar radicales
libres, o que la EROs no se generan alli debido a la limitada disponibilidad de oxigeno. Los efectos de
los EROs in vitro podrian ser controlados si identificamos sus fuentes y mecanismos de aceion.

Introduccion

En 1894, Wilhelm Roux inicia la publicacion Archi-
vos para los mecanismos del desarrollo y anuncia un
nuevo programa para la investigacion en embriologia
basado en la experimentacion. Roux, exhorta a los jo-
venes bidlogos a realizar experimentacion relacionada
con los procesos de desarrollo a fin de descubrir las
leyes que rigen la diferenciacion y la organizacion de
las células, tejidos y organos (1)

Hoy. un siglo mas tarde, la biologia del desarrollo
esta en la mitad de otra gran revolucion por los nota-
bles avances en areas como la fertilizacion in-vitro, la
clonacion, los transgénicos y laterapia génica. El rapi-
do progreso de la genética en los Gltimos 20 afos es el
resultado del desarrollo de nuevos métodos para anali-
sis y manipulacion del genoma. Estos avances téeni-
cos. han tenido gran importancia, no solamente sobre

la genética en si, sino también en diferentes areas de
la biologia pura y aplicada. Sin embargo. muchos de
tales avances. particularmente en la genética de ma-
miferos, dependen de la habilidad para manipular los
eventos iniciales de la embriogénesis. Los progresos
recientes en campos tales como la transferencia de
genes y la clonacion no serian posibles sin el desarrollo
paralelo de la embriologia (2). La utilizacion de rato-
nes de laboratorio en experimentacion muestra gran-
des ventajas y permite conocer mejor su desarrollo em-
brionario, ademas de constituir los primeros mamife-
ros cuyos embriones es posible cultivar in-virro en for-
ma exitosa. Muchos sistemas de cultivo que actual-
mente se utilizan para embriones bovinos por ejemplo,
son modificaciones de protocolos disefados original-
mente para embriones murinos (3). Por esta razon
algunos procedimientos experimentales son dificiles de
reproducir en especies diferentes al raton. Debe te-
nerse en cuenta que los embriones de mamiferos
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cuterianos son similares en muchos aspectos, pero
existen diferencias significativas en los algunos deta-
lles de su desarrollo embrionario (4).

No obstante haber superado aspectos tan criticos
como mantener una correcta osmolaridad, el balance
ionico y una adecuada fuente de energia entre otros,
aun se siguen presentando dificultades en la seleccion
de. aedio de cultivo 6ptimo, lo cual impide que se ge-
nere el material biologico que requiere la ciencia y la
industria animal en este caso (5).

Actualmente, el principal problema que se observa
durante la produccion in-vitro de embriones, es el blo-
queo de su desarrollo, el cual se refiere a una deten-
¢ion o retardo del mismo. Estos tienden a detenerse
en una etapa determinada para cada una de las espe-
cies hasta ahora examinadas, la cual corresponde al
momento en el que el control sobre el desarrollo em-
brionario pasa de un control exclusivamente materno
a un control embrionario (transicion materno-embrio-
nal). Este momento coincide también con el comienzo
del metabolismo de la glucosa(4-6).

Un problema subyacente que dificulta el estudio
de las causas que inducen a la alteracion del desarrollo
embrionario in vitro consiste, con muy pocas excep-
ciones, en que dicho estudio ha sido realizado bajo una
amplia variedad de condiciones. Adicionalmente, aun-
que la importancia de la relacion entre la composicion
del medio de cultivo y el desarrollo embrionario es bien
conocida, esta no esta bien caracterizada. De ahi que
componentes conocidos y no conocidos de los medios
de cultivo como la oresencia de metales, su pH y la
tension de oxigeno atmosférico (factores exdgenos),
asi como la activacion del genoma embrionario, el co-
mienzo del metabolismo de la glucosa, la disminucion
de la fosforilacion oxidativa, la alteracion de la distri-
bucion y estructura mitocondrial e incluso la luz visible
(factores enddgenos) sean algunos de los factores que
s¢ han asociado. de acuerdo a como haya sido condu-
cido el experimento, con la frecuente alteracion del
desarrollo embrionario registrada in vitro (7-9).

En la presente revision examinaremos el papel que
los radicales libres de oxigeno -EROs- pueden estar
jugando en ¢l retardo o la detencion del desarrollo em-
brionario in vitro y su posible relacion con los factores
mencionados. haciendo especial referencia a la espe-
cie bovina. Se aludiran con frecuencia la especie
murina, por representar ¢l modelo basico de referen-
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cia, y otras especies, incluida la humana, solo cuando
sea necesario.

Especies reactivas de oxigeno, radicales libres

y estrés oxidativo

Es bien sabido que los electrones se disponen alre-
dedor de los niicleos de los atomos en capas perfecta-
mente definidas que se denominan orbitales. Cada
orbital tiene un maximo de dos electrones, que se ha-
llan apareados, es decir, tienen espines opuestos. La
mayoria de las sustancias presentes en el organismo
contienen solo electrones aparcados y suelen ser, por
tanto, quimicamente estables. Los radicales son espe-
cies quimicas -moléculas o atomos- que contienen elec-
trones no apareados en su orbital mas externo y pue-
den tener carga o no. Estos electrones desapareados
confieren al radical una enorme reactividad quimica,
que le conducira a actuar rapidamente con otras molé-
culas con las que entre en contacto (10).

El ejemplo mas sencillo de esta interaceion nos lo
proporciona el hidrogeno. Sus atomos solo contienen
un electron que, por tanto, esta no apareado. Cuando
se encuentran dos atomos de hidrogeno se unen rapi-
damente para formar hidrogeno molecular. Ambos ato-
mos comparten sus electrones y establecen asi un en-
lace covalente, que proporciona a la molécula gran es-
tabilidad. Ello explica que la vida media de los radica-
les libres en solucion sea tan corta (10-12).

Sin embargo. los radicales no siempre acaban
interactuando con otros radicales, también pueden ha-
cerlo con una especie quimica estable. Elradical pue-
de en este caso cederle su electron no apareado (radi-
cal reductor), tomar uno de la molécula estable para
aparear su electron (radical oxidante), o bién, unirse a
esta molécula estable. En cualquiera de los tres casos
la situacion resultante es la generacion de otro radical
quimicamente agresivo. Muchos radicales libres pre-
sentes en el organismo se comportan pues como el rey
Midas, ya que convierten en radicales -en vez de oro-
todo lo que tocan (11).

En la literatura cientifica, un grupo de términos re-
lacionados son usados para referirse a los radicales
libres. Estos incluyen oxiradicales. radicales libres de
oxigeno y varias combinaciones y permutaciones de
esta palabras. Actualmente se prefiere el término “es-
pecies reactivas de oxigeno™ (EROs), debido a que el
oxigeno simple. el peroxido de hidrogeno. el peroxidoy
el acido hipocloroso, el hidroperoxido y los metabolitos
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de epoxido, cuentan con grupos funcionales que con-
tienen oxigeno quimicamente activo, pero no son radi-
cales y no necesariamente interactiian con los tejidos
a través de reacciones radicales. Ademas, debe ser
recordado que el radical superoxido es una especie
mas reductora que oxidante. Por lo tanto, referirse a
las EROs como agentes oxidantes es erroneo (11-13).

Los radicales que tienen mayor importancia en pa-
tologia humana y animal son aquellos derivados de la
molécula de oxigeno. No obstante ser parte de proce-
sos fisiologicos normales como el envejecimiento, la
inflamacion y las defensas antibacterianas. estos tam-
bién hacen parte de la etiologia de un amplisimo lista-
do de sindromes y enfermedades (10-11).

Una vez un radical libre interactiia con un tejido,
muchos cambios pueden ocurrir. Dichos cambios pue-
den ser definidos en términos de daiio u otras respues-
tas mas generales. El término “estrés oxidativo™, fue
creado para denotar una alteracion en el balance
prooxidante/antioxidante a favor del primero. Esta de-
finicion no dice nada acerca del efecto daiiino de tales
cambios sobre la funcion de un tejido, ni indica si esta
alteracion resulta de un incremento en la produccion
de EROs o una reduccion de las respuestas
homeostatica del tejido. Otros investigadores han de-
finido es estrés oxidativo como un incremento en la
produccion de EROs y han aceptado implicitamente
este término como sindnimo de dano. El dano causa-
do por el estrés oxidativo es la consecuencia logica de
una alteracion en el estado redox de una célula a cau-
sa de la accion del oxigeno reactivo u otra especie de
radical libre. Sin embargo, los cambios tisulares que
abarcan la definicidn “estrés oxidativo™, también pue-
den originarse por falla en las defensas antioxidantes
o en los sistemas de reparacion normalmente utiliza-
dos por las células. Lo anterior, ha conducido a que
se definina el estrés oxidativo como “alteracion
prooxidante-antioxidante a favor del primero, condu-
ciendo a dano potencial™ (13).

De otra parte. se sabe que dependiendo del siste-
ma celular bajo estudio, variara el blanco primario del
excesivo estrés oxidativo. EIl ADN se convierte en un
blanco inmediato por parte de las ERO’s cuando el
H.O. es adicionado a células mamiferas. El daiio ex-
cesivo del ADN estd asociado con un agotamiento de
ATP y NAD", una reduccion en la proporcion GSH/
GSSH y un incremento en los iones de calcio libre
intracelular [Ca™'] (10).
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Radicales libres mds comunes

La prevalencia del oxigeno en los sistemas bioldgi-
cos significa que los radicales basadas en oxigeno son
los méds comunes. No obstante, las moléculas organi-
cas contienen otros atomos que pueden existir como
radicales libres y éstas también pueden jugar un papel
en el dafo tisular. Los radicales “thil” estan basados
en sulfuro y pueden ser formadas a partir de com-
puestos thiol enddgenos como el glutation o como
concecuencia del clivaje homolitico de los puentes
disulfuro de las proteinas. Estos radicales son total-
mente reactivos y pueden combinarse con el oxigeno
para producir radicales adicionales. Otros radicales
encontrados en los sistemas bioldgicos incluyen los
basados en carbono. los cuales pueden originarse des-
pués de la abstraccion de hidrogenos presentes en
puentes insaturados de acidos grasos durante la
peroxidacion lipidica o el metabolismo de xenobidticos
tales como el tetracloruro de carbono. Radicales ba-
sados en nitrogeno y fosforo también han sido descri-
tos (10-11).

Entre los radicales derivados del oxigeno, los mas
importantes son: el radical superoxido (O,) el cual es
altamente reactivo en ambientes hidrofobicos. pero po-
bremente reactivo en soluciones acuosas. No obstan-
te un sistema acuoso generador de O, in vitro puede
hacer considerable dano a las estructuras biologicas,
por si mismo el O, puede atacar pocas moléculas.
Porejemplo, O, puede inactivar la glutation peroxidasa
y parcialmente la catalasa. Sureactividad quimica di-
recta no puede explicar los efectos toxicos producidos
por la mayoria de los sistemas acuosos generadores
de O, in vitro (14).

El peroxido de hidrogeno (H,0,). aunque no con-
tiene electrones desapareados y por lo tanto no puede
ser considerado como un radical libre, quimicamente
se comporta como oxidante. Es producido in vivo y
aunque es también pobremente reactivo en solucion
acuosa a concentraciones fisiologicas, puede atrave-
sar las membranas biologicas, siendo identificado como
un “agente citotoxico™ sobre la base que la superoxido
dismutasa (SOD) no protege el tejido, mientras la
catalasa si lo hace (14).

Pero si las reacciones quimicas directas de O,- no
causan la mayoria de los danos hechos por sistemas
acuosos de generacion de O, entonces, quién lo hace?
El oxigeno simple es un candidato improbable debido a
que no hay evidencia de su produccion en cantidad
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por parte de sistemas enzimaticos generadores de O,
La forma protonada del O, el HO,-, es una posibili-
dad. A pH 7.4, solamente alrededor del 0.25% del O,
generado existira como HO,, pero en estrecha proxi-
midad a las membranas el pH puede ser considerable-
mente mas bajo. Aun no hay pruebas de que el HO,-
juegue un papel citotoxico en un sistema dado, pero su
potencial importancia esta relacionada no solamente
con su elevada reactividad. sino también con su
decrecida polaridad, lo cual lo capacita para atravesar
membranas biolégicas de una manera tan efectiva
como la hace el H,0,. La atribucion del dafio al radi-
cal HO," no explica sin embargo el efecto protector
mostrado por la catalasa en muchos sistemas genera-
dores de O, (10,14).

Esto deja al radical hidroxilo (-OH) o cualquier es-
pecie oxidante altamente relacionada con él, produci-
da mediante un reaccion Fenton, como los principales
candidatos causantes del daino celular.

Mientras la reactividad quimica del -OH usualmen-
te ha sido estudiada en sistamas libres de radiacion, se
cree que la mayoria de los radicales -OH generados
in vivo, proviene de una reduccion de H,0, depen-
diente de metales, excepto durante la exposicion anor-
mal a radiacion ionizante.

M+ 1,0, === M®"+HO,+O0H- [I]

In vitro, puede serel M *, Ti (I11), Cu (1), Fe (I1) o
Co (11), pero los mejores candidatos para promover la
formacion de radicales OH in vivo parecen ser el
hierro y a menor escala el cobre. La formulacion cla-
sica de la reaccion Haber-Weiss es:

Fet' + O === I + O, [2]
Fet* + 1,0, === [ + 0l +0IF  [3]

Reaccion neta: O, + 1,0, ==== 0l +0OlI'+ O, 4]

Catalisis por Fe

En esta reaccion [4], el proposito de los radicales
superoxido (O,), es simplemente mantener el metal
de transicion, normalmente el hierro, en estado reduci-
do (Fe**). Si los iones ferrosos o un agente reductor
alternativo, como el ascorbato, estan disponibles, en-
tonces el radical ‘OH puede ser generado directa-
mente a partir de H,O. como en la reaccion [1]
(10.14.15).

Il

El -OH es el radical de vida media mas corta v
también el mas reactivo que la quimica conoce, en
cuanto entra en contacto con otra molécula vecina, lo
que suele ocurrir en menos de un microsegundo,
reacciona con ella y la altera. Por ejemplo, el radical
‘OH puede captar electrones de moléculas llamadas
tioles, que contienen grupos SH. por lo que puede
interactuar con las bases nitrogenadas (purinas y
pirimidinas) de las delicadas hebras de los acidos
nucleicos (ARN y ADN) y alterar la informacion
genética de las células o bien estimular la denominada
peroxidacion lipidica, en la que el ‘OH ataca a los dcidos
grasos -especialmente los polinsaturados - de las
cadenas laterales de los fosfolipidos de las membranas,
convirtiéndolos a su vez en oxidantes. Un solo radical
-OH, en una reaccion en cadena muy dificil de contener,
puede transformar cientos de moléculas de acidos
grasos en hidroperoxidos, que al descomponerse
producen también otras especies toxicas como los
temibles aldehidos, auténticos venenos para las
membranas celulares (11, 16, 17).

En resumen, la importancia de mantener los meta-
les fuera del alcance de los oxidantes radica en que cl
H,0, y el O, en presencia de un metal conducen a la
modificacion de bases dependiente de -OH, al rompi-
miento de las cadenas de ADN, a la peroxidacion de
las membranas y al daio de proteinas y enzimas.

Origen de las EROs en embriones producidos

in vitro

Se ha podido observar que con el uso de inhibidores
de ciclo celular o inhibidores de la activacion génica,
no se evita la generacion de EROs, lo cual significa
que el aumento es independiente de estos dos eventos.
El incremento en la generacion de radicales libres
requiere de la activacion del oocito, ya sea por
fertilizacion o por estimulo partenogénico, puesto que
esto no se observa en 0ocitos que simplemente se dejan
envejecer in vitro. Estos resultados sugieren que
durante, o poco después de la fertilizacion, se activaun
mecanismo periodico independientemente del ciclo
nuclear, quizas involucrando una cascada de reacciones
metabolicas, las cuales a través de interacciones con
las condiciones ambientales externas promueven la
generacion de EROs (18).

Los embriones murinos cultivados i vitro mues-
tran un incremento en los niveles de radicales peroxido
y superoxido en la etapa de 2 blastomeras, restringido
al periodo G2/M del ciclo celular, etapa del desarrollo
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donde la detencion espontanea del desarrollo ocurre
in-vitro (19). Aunque la concentracion de H,O, es
mayor en embriones desarrollados in vitro que los de-
sarrollados in vivo, no se registran diferencias entre
los embriones producidos in vitro que se alteran en su
patrén de desarrollo y los que no lo hacen (20).

Por su parte, mientras que Crosby y colaboradores
(21). afirman que los embriones de las especies bovina
y ovina son particularmente susceptibles al dano
oxidativo en el estadio de 8 blastomeras, cuando el
genoma embrionario comienza a transcribir, Van
Langendonkkt hallé que los embriones bovinos entre 9
y 16 células son mas resistentes a un estrés oxidativo
causado por H,0O, que los zigotos tempranos o los
blastocistos (22).

Oxigeno

Es aceptado que la composicion de gas atmosféri-
co juega un importante papel en la regulacion del de-
sarrollo embrionario temprano in vitro (5,21.23). Tam-
bién, se ha sugerido que la hipoxia ademas de interve-
nir de manera importante en la regulacion metabélica
también. lo estaria haciendo sobre otras actividades
celulares tales como la regulacion de la transcripeion
de los ARNm de factores de crecimiento (24) y
apoptosis (25). Se ha demostrado que bajo condicio-
nes hipéxicas (<10% O,) los embriones en estado
preimplantatorio cultivados i vitro se desarrollan mejor
que aquellos expuestos al oxigeno atmosférico (20%)
(9.26-28), lo cual podria ser una condicion relativamente
toxica comparada con el 8% de oxigeno en la luz de
los 6reanos reproductivos femeninos (26). Las altera-
ciones en el desarrollo embrionario pueden ser
significativamente reducidas si un limpiador de radica-
les libres (superoxido dismutasa -SOD-, glutation,
catalasa. etc.) o un antioxidante (vitamina E. cetocoterol,
ect.). es adicionado al medio de cultivo (6.23.26,29-
32). Aungue en murinos se ha demostrado que com-
binando bajas concentraciones de oxigeno con un lim-
piador de radicales libres (SOD o tiorredoxina) se ob-
tienen efectos protectores aditivos (26). esto no suce-
did en modelos bovinos utilizando SOD (31) .

En relacion con la influencia que el co-cultivo con
células somaticas ejerce sobre ¢l desarrollo de em-
briones bovinos producidos in vitro, se acepta, en ge-
neral, que el cocultivo no promueve ¢l desarrollo- o
incluso lo afectan, cuando la concentracion de oxigeno
es baja (5%). contrario a lo que sucede cuando se cul-
tiva bajo condiciones de oxigeno atmosférico (20%),
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presumiblemente debido a que las células somaticas
no se mantienen viables bajo ambientes hipoxicos.
Nagao y colaboradores (32), encontraron que la pre-
sion de oxigeno en un medio cultivado con células
epiteliales del oviducto bovino (CEOB) bajo tension
atmosférica de oxigeno, fue menor que las que se cul-
tivaron sin dichas células. Se sugiere entonces que el
efecto benefico sobre el desarrollo embrionario ejerci-
do por el co-cultivo se debe a que las células somaticas
reducen la concentracion de oxigeno en el medio.

Metabolismo

Como en la mayoria de las especies mamiferas. la
utilizacion de los carbohidratos generalmente
incrementa con el desarrollo. Enembriones bovinos la
toma y el metabolismo de la glucosa aumenta desde el
estado de 2 células hasta el estado de blastocisto de
una manera no lineal, es decir en pasos, con un primer
marcado incremento cerca del tiempo de la activacion
del genoma embrionario lo cual refleja los requerimien-
tos de muchos procesos sintéticos consumidores de
energia, entre ellos. la sintesis de glicoproteinas. El
segundo y mas importante aumento sec registra con el
comienzo de la compactacion debido a la alta deman-
da de energia requerida por la ATPasa Na*, K* para la
formacion de la cavidad del blastocele (33).

La suplementacion con D-glucosa de los medios
de cultivo de embriones bovinos los primeros 3 a 4 dias
de cultivo, no solo no promueve el desarrollo sino que
lo inhibe. Después de este tiempo la suplementacion
con glucosa promueve el desarrollo (6.7.33-35). La
glucosa absorvida por el embrion en cultivo es casi
totalmente convertida a lactato. Sin embargo, esta
ineficiencia en la oxidacion de la glucosa—via ciclo de
Krebs- puede ser un artefacto inducido por las altas
tensiones de oxigeno (7).

De otro lado, mientras que para algunos autores la
presencia de adecuadas concentraciones de fosfato
(0.35mM) en medios de cultivo quimicamente detini-
dos, libres de proteina y de glucosa son necesarias
para el desarrollo de embriones bovinos hasta el esta-
do de morula/blastocisto (34), para otros tiene ningin
efecto y para un tercer grupo es perjudicial (36): en lo
que si hay consenso es en que la glucosa junto con el
fostato inhiben el desarrollo embrionario bovino hasta
el estado de blastocisto (ver figura 2) (6.7.33-35) . al
igual que como se registra en el hamster (37).

Via Embden-Meyverhof: La energia derivada de
la glucosa se origina de la glicolisis anacrobia ya que la
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fosforilacién oxidativa decrece en los embriones bovinos
una vez comienza la compactacién. Durante el
desarrollo, especialmente antes de la compactacion,
los embriones bovinos son dependientes de la
fosforilacién oxidativa para la generacién de ATP. Esto
puede ser deducido por los datos del grado de piruvato
y glutatién utilizado asi como del oxigeno consumido.
Estas evidencias sugieren que el desarrollo bien podria
ser influenciado por un cambio en la concentracién de
oxigeno, con un estado de post-compactacion
requiriendo quiz4 menos oxigeno que el estado de post-
compactacién (7,33,35). Una evidencia que apuntaria
a respaldar dicha hipétesis la proporcionaron
Pinyopummintr y Bavister (38) después de un estudio
sobre el microambiente atmosférico éptimo para la
maduracién y la fertilizacién in vitro de oocitos bovinos,
en donde concluyeron que una concentracién de
oxigeno baja (5%) es perjudicial para estos dos evento
y que las condiciones atmosféricas 6ptimas para tales
efectos son de 2.5% 6 5.0% de CO, y 20% de oxigeno.
No obstante, van der Westerlaken y su grupo (39),
encontraron que una baja tensién de oxigeno (5%)
durante la maduracién o la fertilizacién no tiene un
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efecto significativo sobre las tasas de fertilizacion pero
si mejora las tasas de clivaje y contrariamente a lo que
reportan los primeros autores, una baja tensién de
oxigeno durante el desarrollo —cocultivo con CEOB-
reduce significativamente las tasas de clivaje y
desarrollo.

La elevada produccién de lactato por esta via ha
sido considerada por algunos autores como un sintoma
de descompensacién del metabolismo embrionario cau-
sadas por las inapropiadas condiciones de cultivo. Se
desconoce si el lactato al igual que el amonio derivado
del metabolismo de la glutamina y otros aminodcidos,
son desechos orgédnicos o tienen alguna funcién
regulatoria, como la regulacién de pH (7).

Via pentosa fosfato: El metabolismo de la gluco-
sa durante el periodo pre-implantacion también se re-
laciona con la via pentosa-fosfato (33) la cual juega un
papel clave en la sintesis de nucleétidos (a través de la
ribosa 5-fosfato) y el suministro de equivalentes
reductores para la sintesis de lipidos y otras
macromoléculas como el (NADPH) (ver figura 1).

Glucosa

l Via pentosa fosfato
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HK
l Glutamina
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Figura 1 Esquema simplificado sobre algunos aspectos del metabolismo energético
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Debido a que se ha encontrado que las mitocondrias
de los embriones bovinos producidos in vitro, asi como
de otras especies, son diferentes en estructura y distri-
bucion a aquellas observadas en los embriones produ-
cidos in vivo (48) se genera la duda de si el cambio en
la preferencia de piruvato (oxidado a través del ciclo
de Krebs) a glucosa (convertida a lactato) antes de la
compactacion, ocurre también in vivo o es un artificio
de los medios de cultivo (7).

Durante el desarrollo normal de embriones de
hamster, mitocondrias activas se agrupan en la region
perinuclear del embrién, mientras que bajo condicio-
nes que inducen al bloqueo del desarrollo, p.e. presen-
cia de glucosa y fosfato, esta localizacion es alterada
en un patron mas disperso. Estos datos preliminares
generan la intrigante posibilidad de que la funcion
mitocondrial, p.e. produccion de energia por la respi-
racion/fosforilacion oxidativa, sea perturbada cuando
los embriones son cultivados bajo condiciones
suboptimas (7,48).

El estrés oxidativo puede danar las enzimas que
normalmente mantienen el calcio intracelular -[Ca*'],
— bajo como por ejemplo los sistemas de extrusion de
Ca’* propios de la membrana plasmatica y las bombas
de Ca** dependientes de ATP del reticulo endoplasmico,
probablemente por oxidacion de los grupos SH esen-
ciales de las proteinas. Son varios los oxidantes que
provocan la liberacion de Ca*" a partir de la
mitocondria. Los aumentos en el [Ca*]  pueden
conducira un aumento en la disponibilidad de los iones
metalicos de transicion debido a que la digestion de las
metaloproteinas por parte de las proteasas estimula-
das por Ca'", conllevando al ciclo mis [Ca®] , mas
ERO’s, mas daiio (10).

Finalmente y con respecto a la discutida participa-
cion mitocondrial en el desarrollo embrionario tempra-
no se han generado otras preguntas, entre ellas: 1) siel
metabolismo mitocondrial no es importante para el su-
ministro de energia para el periodo pre-implantacion
entonces por qué el desarrollo es severamente afecta-
do bajo condiciones anaerobias?, 2) si el desarrollo es
detenido por inhibidores del ciclo de Krebs y si la glu-
cosa no entra al ciclo de Krebs, entonces qué substrato
esta entrando realmente al ciclo de Krebs? (7).

En resumen, los embriones producidos in vitro, pre-
sentan una glicolisis incrementada, actividad
mitocondrial disminuida. potencial redox alterado y una
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incrementada produccion de lactato la cual conduce a
una dismunucién de pH debido a que el lactato es un
efectivo donador de protones.

La hipotesis

Entre las hipétesis propuestas en relacion con el
origen y los efectos de los radicales libres sobre el
desarrollo embrionario, la mas consistente, de acuerdo
con la informacion disponible la plantean Barnett y
Bavister (7) de la siguiente manera: las condiciones de
cultivo afectan directamente la mitocondria (por dario
estructural o alteracion funcional) por movilizacion de
Ca* y/o por la produccion de EROs, lo cual conlleva a
una alteracion en la produccion de ATP. Los efectos
adversos de la elevacion de Ca* pueden ser
exacervados por la presencia de fosfatos inorganicos,
dainos en membrana mitocondrial o desacople de la
fosforilacion oxidativa. Los EROs pueden danar la
membrana mitocondrial. Aqui seria importante enfatizar
que una vez se inicia el daio por EROs, este .mismo
puede ser autocatalitico. por ejemplo alterando las
membranas mitocondriales y asi exacerbando el
problema por generacion de nuevas fuentes de EROs.
Cualquiera que sea la causa del daio, la responsabilidad
por la produccion de energia es delegada al metabolismo
citosolico (a la glicolisis). Los mecanismos productores
de equivalentes reductores (NADH) en la mitocondria.
son inactivados. La produccion de lactato incrementa
a fin de restaurar NAD", pero esto deprime el pHi,
afectando otros procesos celulares (ver figura 2).

Sin considerar los eventos iniciales, las alteracio-
nes del metabolismo podrian perturbar drasticamente
el control del ciclo celular, la organizacion celular y
citoesquelética, las propiedades de membrana o la li-
beracion de Ca**. Esto se refleja en las diferencias
morfoldgicas y fisiologicas entre los embriones produ-
cidos in vitro y los producidos in vive (49).

Conclusiones

Las investigaciones adelantadas en relacion con el
efecto de los radicales libres de oxigeno sobre el desa-
rrollo de embriones producidos i vitro, ademas de
haber sido realizadas bajo condiciones muy variadas,
se han limitado, en su mayoria, a estudiar los efectos
benéficos que podrian tener algunas sustancias
antioxidantes.,

Hoy no podemos concluir mas alla de lo concluido
una década atras: los factores ambientales,
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Figura 2. Modelo de la hipétesis que explica cémo las condiciones de cultivo pueden inducir un

metabolismo anormal en embriones en estado preimplantacion.

principalmente la tensién de oxigeno atmosférico y la
luz visible, al igual que los componentes conocidos y
no conocidos de los medios de cultivo, condicionantes
directos del metabolismo, afectan el desarrollo
embrionario de una manera atn no caracterizada. No
obstante el lento avance, la confusion, la disparidad e
incluso la contradiccién de resultados en las
investigaciones, se han generado nuevos conceptos y
han aparecido nuevos protagonistas que
paradéjicamente hacen méas complejo lo que esperaba
aclararse.

El papel mitocondrial en la generacion de ERO’s
ademds de la redistribucién de estas organelas obser-
vada tinicamente en embriones producidos in vitro, tam-
bién se ha sugerido una correlacion entre la liberacién
de Ca** mitocondrial y el incremento en la disponibili-
dad de iones metdlicos cataliticamente activos, proce-
so mediado a través del aumento del [Ca“]l.

La depresién del pHi, mediada por la sobreproduc-
cién de lactato como consecuencia del aumento en la

actividad glicolitica y la depresién de la oxidativa
(mitocondrial), lo cual estaria generando el ambiente
propicio para la generacién de ERO’s.

La aleatoriedad y relatividad del dafio biolégico efec-
tuado por los radicales O, o H,0,, mediado por la
formacién de -OH, toda vez que este dependeria de la
localizacién del complejo metilico catalitico en la re-
accion (la molécula a la cual estén unidos ).

La compartimentalizacién del oocito que va méds
alld de la conocida dualidad niicleo citoplasma y las
propiedades bioquimicas de estos compartimientos
citoplasmaticos formados en relacion con la distribu-
cién de las organelas, que varian de uno a otro.

Algunos componentes de los medios de cultivo
(como el fosfato por ejemplo) que son perjudiciales
dependiendo de su concentracién mientras que otros
(como la glucosa por ejemplo) lo son dependiendo de
la presencias de terceros.
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La composicion genética del oocito y su asociacion
con la variacion que existe entre individuos, cepas y
especies para contrarrestar el dano ejercido por las
ERO’s.

El entendimiento de los mecanismos se hace una
tarea atiin imas dificil sia lo anterior se suman la mul-
tiplicidad de vias celulares secundarias a través de las
cuales es contrarrestado o amplificado ¢l dano
oxidativo.

El camino propuesto a seguir consiste en hacer una
diseccion inicial de cinco aspectos macro. implicados
en la técnica de produccion i vitro de embriones: las
condiciones medioambientales, los medios de cultivo,
el metabolismo, la composicion genética del embrion y
la manipulacion de los gametos.

Dentro de las condiciones ambientales entre las prin-
cipales variables a considerar estarian la tension de
oxigenoy la luzvisible. Enrelacion con los medios de
cultivo se debe trabajar sobre el desarrollo de un me-
dio quimicamente definido, libre de proteina del que
conozcamos los componentes, lo cual no es posible
cuando suero, albumina o células somaticas son adi-
cionadas al medio de cultivo (variables de confusion).

En cuanto al metabolismo (sobre todo el energético
y dentro de este, el de la funcion mitocondrial), un pro-
cedimiento que aclararia muchos interrogantes tiene
que ver con el estudio del metabolismo del embrion in
vivo, dificil tarea de cuyos resultados podriamos infe-

Summary
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rir qué tanto depende el éxito del desarrollo embriona-
rio de su metabolismo, de su genética y qué tanto del
medio y las manipulaciones.

Otro aspecto importante que merece ser objeto de
mayor atencion tiene que ver con los efectos de la
manipulacion de los gametos (50) sobre el posterior
desarrollo del embrion: los efectos de la regulacion
endocrina, la prolongacion artificial de la dominancia
folicular durante la induccion de la superovulacion y la
adquisicion de la competencia por parte de oocito ex-
traidos de foliculos muy pequenos (51). El dano ejer-
cido por la sobreproduccion de ERO’s que no sola-
mente alteran el ADN (52) sino también estructuras
no genomicas del espermatozoide que se manifiesta
“endiferido”, alterando el desarrollo embrionario tem-
prano (53)

Adicional a esto, seria también conveniente inves-
tigar mas sobre los efectos benéficos de la generacion
controlada de ERO’s sobre la fisiologia de los gametos
y el embrion (54,55).

Por altimo, se tendra que revaluar el concepto de
desarrollo normal in vitro, el cual debe ir mas alla del
solo registro de eventos tales como la singamia. el clivaje,
la activacion del genoma, la compactacion y la forma-
cion del blastocele. Se debe incluir la evaluacion de la
competencia, definida como la capacidad del embrion
para producir una descendencia viable después de su
transferencia.

Until now, the study of mammalian development, as well as practical applications of information
obtained from in vitro fertilization and embryo transfer, have both been hampered by chages in embryonic
development frequently observed during culture. One of the causes of these changes seems to be the

uncontrolled production of oxyeen reactive species (ORSs)

Although it s difficult to pinpoint the

sources of ORSs, two factors are knovwn (o play an important role-the composition of atmospheric gas
and embrvonic metabolism, The evidence is based on increased rates of development in the presence of
cither various scavengers of free radicals or reduced concentrations of  oxvgen in the culture medium.
These results suggest that in vivo environment includes mechanisms which, in the former case, destroy or
remove free radicals or, in the second, that ORSs are not produced there die to the limited availability of
oxygen if we could definitively identify the sources and pathways of the ORSs, their effects could be

productively controlled.
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