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Rol de la mitocondria y el estrés oxidativo en el bloqueo del desarrollo
de embriones bovinos producidos in vitro
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SUMMARY

One of the biggest obstacles in the in vitro embryo production for basic research, commercial purposes, or conservation, is the blockade of the early
cleavage, which occurs on a species-specific manner in a particular stage of development. To explain this phenomenon some causative factors have
been postulated such as: disturbances in chromatin, cytoskeleton rearrangement, oxidative stress and mitochondrial damage. The latter has received
considerable attention because mitochondrion is a source of reactive oxygen species (ROS), and oxidative stress is a critical mediator of physiological
and pathological states. Over the past years it has been shown that hydrogen peroxide (H,0,) is a pivoting molecule able to trigger cell death by
different mechanisms that may or may not involve the transcription factors such as NFkB-p53, and is executed by effector caspases. It is believed that
mitochondria may play an important role as a producer or as a target of H,0,, and as a mediator in apoptotic death of embryos. The purpose of this
review is to present the state of the art about apoptosis triggered by oxidative stress and mediated by mitochondria in in vitro produced bovine embryos,

as part of the explanation for the low efficiency in this process.
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INTRODUCCION

Un fenémeno comuinmente observado durante la pro-
duccién de embriones in vitro es el bloqueo del desarrollo
temprano, el cual ocurre en una etapa concreta del clivaje
para cada especie. Se han postulado diferentes hipétesis
que explican este fenémeno, las cuales involucran desér-
denes en la cromatina, reorganizacién del citoesqueleto,
estrés oxidativo y dafios mitocondriales (Meirelles y
col 2004).

En la dltima década se han desarrollado multiples
trabajos en torno al papel de la mitocondria durante el
desarrollo temprano, especialmente su relacién con la pro-
duccién de especies reactivas de oxigeno (EROs) (Brookes
2005). Ya se ha demostrado que la cadena respiratoria
de la membrana interna mitocondrial produce peréxido
de hidrégeno (H,0,), molécula capaz de desencadenar
muerte celular mediada principalmente por NFKB y
p53 y ejecutada por caspasas efectoras; esta ruta se ha
estudiado en linfocitos como modelo de estrés oxidativo
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en enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y
Parkinson (Jiménez Del Rio y col 2003) y en embriones
bovinos (Vélez y col 2007). Aunque el H,O, ha sido asociado
con el detenimiento del desarrollo embrionario temprano,
los mecanismos celulares y moleculares por los cuales
ocurre el detenimiento se desconocen. En este contexto, se
sabe que la mitocondria estd jugando un papel importante
como productora o blanco del H,0O, y como mediadora de
la muerte por apoptosis (Vélez y col 2007).

Durante el desarrollo temprano la apoptosis es un
mecanismo importante para el mantenimiento de un
nimero adecuado de células funcionales y sanas; sin
embargo, existen umbrales minimos y maximos para la
presentacion de apoptosis asegurando la homeostasis. Si
el indice apoptético es elevado la presencia masiva de
células muertas podria dafiar la homeostasis del embrién
y consecuentemente detener su desarrollo y morir (Fabian
y col 2005%). No obstante, el umbral de apoptosis que
es detrimental para el desarrollo temprano atin no se ha
establecido en las diferentes especies. Se sabe que los
embriones no competentes no culminan el clivaje exi-
tosamente y se bloquea su desarrollo entes de alcanzar
el estadio de blastocisto, mientras que los competentes
regulan la presentacién de apoptosis y alcanzan los es-
tadios preimplantatorios.
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BLOQUEO DEL DESARROLLO
EMBRIONARIO TEMPRANO

Los sistemas de produccion de embriones in vitro
simulan las condiciones del ambiente oviductal y uterino,
buscando igualar las tasas de desarrollo embrionario in vivo
hasta estadios preimplantatorios (Meirelles y col 2004).
Se calcula que en promedio los laboratorios pierden entre
el 60 y el 70% de los oocitos madurados in vitro, debido
a que posterior a la fertilizacion el cigoto es incapaz de
sobrellevar el clivaje exitosamente y se bloquea antes de
alcanzar el estadio de blastocisto (Lequarre y col 2003).
El detenimiento en el desarrollo que comiinmente sufren
los embriones producidos in vitro ocurre en un estadio
especifico segtin la especie (quinto ciclo celular en conejo,
cuarto en gatos, tercero en humanos, segundo en ratén);
para el caso de los bovinos el detenimiento ocurre durante
el cuarto ciclo celular (Memili y First 2000), es decir,
en el paso del embrién de 8 a 16 células, momento que
coincide ademds con la activacién completa del genoma
embrionario (De Sousa y col 1998).

Se plantea que el bloqueo de los embriones es conse-
cuencia de la incapacidad para activar genes importantes
para el desarrollo (p53, p21, Bax, Bcl-2) y del estrés pro-
ducido por el ambiente alterado al cual estdn sometidos
(temperatura, humedad, pH, gases, etc.) (Greenwood y
Gautier 2005). Por otra parte, Meirelles y col (2004) su-
gieren que el bloqueo no es un fenémeno pasivo, sino que
requiere la participacion activa de rutas de sefializacién
que demandan la activacién del genoma embrionario. La
pregunta central de cudl es la causa del bloqueo se man-
tiene sin una respuesta clara y el fendmeno atin no estd
bien entendido. Sin embargo, cabe cuestionarse si este
fenémeno podria estarse presentando bajo las condicio-
nes in vitro como un mecanismo biolégico para eliminar
aquellos embriones que no cumplan con ciertos criterios
de calidad embrionaria.

Una hipétesis es que las condiciones in vitro podrian
estar afectando la dindmica de distribucién y funcién de las
mitocondrias y éstas a su vez desencadenarian apoptosis y
generarian el bloqueo de los embriones bovinos (Serrano
y Olivera-Angel 2003).

PAPEL DE LA MITOCONDRIA
EN EL DESARROLLO TEMPRANO

Las mitocondrias son importantes para el funcionamiento
celular porque producen adenosintresfosfato (ATP), regulan
el ciclo de Krebs, el metabolismo de 4cidos grasos, urea
y ciertas hormonas, median procesos de muerte celular,
regulan el balance i6nico y almacenan cofactores impor-
tantes para la homeostasis (Tarazona y col 2006). En los
oocitos y los embriones, las mitocondrias son esenciales
para la realizacién de muchas de sus funciones. Acerca
del desarrollo temprano el papel de las mitocondrias ma-
ternas domina sobre las paternas, ya que las mitocondrias
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espermdticas son ubiquitinadas y eliminadas cuando el
espermatozoide ingresa al ooplasma (Jansen y col 2004).
Se sabe que durante el desarrollo del oocito el nimero de
mitocondrias varia desde unas pocas (aproximadamente
10) en las células germinales premigratorias alcanzando
200 en el estadio de oogonia. Los oocitos primarios con-
tienen aproximadamente 6.000 mitocondrias y durante la
maduracion citopldsmica el nimero se incrementa hasta
mads de 100.0000 (Cummins 2004) con una o dos copias
de mtADN cada una, con pocas crestas y algunas vacuo-
las. Después de la fertilizacién y durante el desarrollo
temprano, las mitocondrias maduran formando nuevas
crestas y ademds pueden aparecer en diferentes estadios
de maduracién (Bavister y Squirrell 2000), sugiriendo la
existencia de varias poblaciones con distintos niveles de
actividad y diferentes fases de maduracién (Tarazona y
col 2006).

En la actualidad se han descrito algunos patrones de
distribucién y actividad mitocondrial en diferentes esta-
dios del desarrollo embrionario, y se considera que este
es un importante pardmetro para evaluar la competencia
potencial de los oocitos y los embriones. Segiin Cummins
(2004), se deben considerar dos aspectos en la evaluacion,
mitocondrial: cualitativo y cuantitativo, aspectos que han
sido poco estudiados a través del desarrollo temprano de
los embriones de diferentes especies como ratén (Van
Blerkom y col 2002), hamster (Barnett y col 1996), bovino
(Stojkovic y col 2001), primate (Bavister y Squirrell 2000)
y humano (Wilding y col 2001). Hasta el momento existe
solo un reporte sobre la dindmica mitocondrial completa
de la actividad a través de todo el desarrollo temprano
desde el oocito hasta el blastocisto en el modelo bovino
in vitro (Tarazona y col 2006).

En el trabajo de Tarazona y col (2006) se evaluaron
1.816 embriones bovinos en diferentes estadios, al igual
que oocitos inmaduros y maduros, demostrando que sola-
mente unos pocos oocitos inmaduros muestran actividad
mitocondrial, debido posiblemente a que la mayoria de
mitocondrias estdn todavia inmaduras (Wilding y col 2001)
y la mayor parte de la energfa es suplida “pasivamente”
por las células de granulosa. También se encontr6 que des-
pués de la maduracidn in vitro de los oocitos la actividad
mitocondrial aumenta y la distribucién se torna difusa en
el ooplasma. Aparentemente altos niveles de actividad
mitocondrial son necesarios para los eventos celulares
involucrados en la maduracion, los cuales son dependientes
de generacion de ATP, tal como la maduracién nuclear y la
competencia meidtica, maduracion del citoplasma (Picton
y col 1998), rearreglo del citoesqueleto (Wang y Lessman
2002) y la acumulacién de ARNms necesarios para el
desarrollo temprano antes de la activacién completa del
genoma embrionario (Trounson y col 2001). La secuen-
cia correcta de estos eventos y sus mecanismos no son
claros atn, pero esta actividad ha sido también reportada
previamente por Bavister y Squirrell (2000). Se sabe que,
aunque existen otras vias para la produccién de energia, el



ATP producido por fosforilacién oxidativa (OXPHOS) en
la mitocondria es esencial para la supervivencia, pero el
papel de las mitocondrias y los mecanismos de regulacion
de la actividad metabdlica mitocondrial no son claros atin
(Turcotte 2003).

En los embriones la segregacién de mitocondrias en
todos los estadios es asimétrica, excepto en el estadio de
dos células (Tarazona y col 2006). Se sabe poco de la im-
portancia de la distribucién subcelular de las mitocondrias,
pero la literatura es controversial, ya que se han descrito
diferentes patrones: difuso y pericitopldsmico (Tarazonay
col 2006); esta descripcion es contraria a la descrita por Abe
y col (2002) quienes reportaron un patrén de distribucién
perinuclear en el desarrollo temprano, este Gltimo patrén
también fue descrito por Tarazona y col (2006) pero sola-
mente en los blastocistos expandidos. Probablemente este
patrén se asocia con una actividad nuclear aumentada para
la produccién de ARNs, necesarios en la preparacion del
citoplasma para la posterior implantacién embrionaria en
los estadios subsiguientes. Bowerman (2000) ha sugerido
que las blastémeras pueden especializarse o polarizarse
precozmente con diferentes demandas energéticas y esto
explicaria los diversos patrones de distribucion y segre-
gacion observados, posiblemente relacionados con los
ejes de clivaje embrionario y la posterior diferenciacién
celular (Sardet y col 2004).

Posterior a la eclosion la distribucion de las mitocon-
drias en las blastomeras del trofoectodermo cambia de
perinuclear a pericitopldsmico, mientras que en las células
de la masa interna la distribucion se mantiene sin cambio
(Tarazona y col 2006). Esta diferencia podria ser explicada
por el hecho de que las células trofobldsticas comienzan
la expresion de proteinas de adhesion y otras moléculas
importantes para el reconocimiento materno-embrionario
(Lu y col 2002). La reorganizacion citoplasmadtica de las
blastomeras trofoectodérmicas para el reconocimiento
materno-embrionario y la adhesién consume grandes
cantidades de ATP y posiblemente esto contribuye a la
migracién de las mitocondrias cerca de la membrana plas-
madtica, demandando més energia las células trofoblésticas
que las células de la masa interna.

Los patrones de actividad mitocondrial medidos como
el potencial de membrana interna estdn muy relacionados
con la produccién de EROs. En el estudio de Tarazona y
col (2006) se encontré que los embriones hasta las 168
horas postinseminacién (hpi) mantienen un nivel medio
de actividad mitocondrial. Hasta las 50 hpi la mayoria de
los embriones (~92%) tuvieron un nivel intermedio de
actividad y solamente unos pocos (~8%) tuvieron muy
poca actividad, pero a las 72 y 168 hpi hubo un cambio
dramadtico hacia una mayor proporcion de embriones
exhibiendo muy bajos niveles de actividad (29% a 72
hpi, y 69%, a 168 hpi). No se encontraron embriones con
alto nivel de actividad y una posible explicacion ha sido
recientemente propuesta, en la cual los oocitos y embriones
necesitan un umbral de OXPHOS para sobrevivir y que
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este umbral cambia durante el movimiento del embrién
hacia el titero, donde la tensién de oxigeno es menor que
en el oviducto (Cummins 2004). Ademds Lane y Gardner
(1998) sugirieron que los embriones tempranos dependen
del ATP producido por la mitocondria via lactato piruvato,
pero que esta actividad disminuye después de la activacién
del genoma embrionario (72 hpi); durante este periodo la
mayor ruta metabdlica usada es la glicdlisis anaerébica
(Turcotte 2003), hipdtesis sustentada en parte por los
hallazgos de Tarazona y col (2006) donde la actividad
mitocondrial se mantuvo en un nivel “medio” hasta la
activacion del genoma embrionario y posteriormente
disminuyé. Las mitocondrias no se dividen durante los
estadios tempranos del desarrollo embrionario, pero lo
hacen después de la expansion del blastocisto, siendo
estas las que proveen la energia necesaria para el clivaje
temprano, manteniendo el umbral medio de actividad hasta
que nuevas rutas metabdlicas comiencen a operar.

Esta actividad intermedia encontrada en los embriones
competentes antes de la activacién del genoma posiblemente
estd relacionada con un sistema de proteccidn adaptativa
contra las EROs producidas por el metabolismo mitocondrial
(Nohl 2005). Estas moléculas son controladas por enzimas
como el glutatién o peroxidasas que han sido producidas
y almacenadas durante la maduracién del oocito o por
transcripcidn permisiva durante los estadios tempranos
(Lonergan y col 2004). Asf si la actividad mitocondrial
fuera alta en los clivajes tempranos, el embrién moriria
a causa de no poder controlar la excesiva produccién de
EROs.

Por lo tanto, una posible explicacién para la no
competencia de algunos embriones podria ser que son
deficientes en su capacidad para eliminar EROs, porque no
hubo acumulacién o transcripcion permisiva suficiente de
barredores. Se evidencia la necesidad de realizar estudios
de las relaciones causa-efecto por técnicas no invasivas
que permitan seguir una misma muestra a través de todos
los estadios del desarrollo temprano.

Después de la activacion del genoma al ingresar al
utero, el embrién encuentra una concentracion de oxigeno
mads baja, la ruta de glicdlisis anaerdbica es preferida
y la produccién de EROs es controlada (Thompson y
col 2000), lo cual es acorde con los reportes de activi-
dad mitocondrial después de las 72 hpi cuando inicia
la transcripcién (Tarazona y col 2006). Otros autores
también han reportado que la glicdlisis anaerdbica es
la principal ruta usada en el desarrollo del blastocisto
(Turcotte 2003).

Estas investigaciones sugieren que durante los estadios
iniciales de desarrollo la competencia de los embriones
depende de la produccién mitocondrial de ATP como fue
descrito por Lane y Gardner (1998), ya que los embriones
no competentes tienen baja actividad mitocondrial y su
clivaje es bloqueado antes de la activacion del genoma.
Esto evidencia un importante papel de la energia produ-
cida por la mitocondria en el proceso de activacion del
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genoma. La energia en los estadios tempranos es produ-
cida via aminodcidos, lactato y piruvato, mientras que el
exceso de produccion de energia por la ruta glucolitica
es nociva en estos estadios; al parecer se requiere de un
umbral minimo de actividad mitocondrial para suplir
las demandas de las blastémeras (Tarazona y col 2006).
Esto estd aparentemente en desacuerdo con Van Blerkom
y col (2000), quienes sugirieron que los embriones no
dependen solamente del ATP mitocondrial; sin embargo,
estos autores no propusieron otras posibles fuentes de
energia y la duda permanece sin esclarecerse.

Los embriones no competentes son incapaces de superar
el bloqueo ya sea porque no logran el umbral minimo de
actividad y sus mitocondrias son insuficientes al inicio
del desarrollo (Cummins 2001), o porque a pesar de que
sus mitocondrias son normales, sus niveles de barredores
son insuficientes para eliminar los EROs producidos por
la cadena respiratoria.

Ya que la mitocondria estd involucrada en la produccién
de EROs por la cadena respiratoria para la produccién de
energia, estd también asociada con el balance del estado
REDOX del citoplasma de las blastémeras embrionarias,
pudiendo de esta forma alterar la competencia para el
desarrollo temprano. Es posible que la regulacion de la
distribucion y segregacion pueda estar involucrada en
la complejidad de los ejes de segmentacién durante los
clivajes tempranos (Sardet y col 2004).

REGULACION REDOX Y DESARROLLO
TEMPRANO

El uso de oxigeno como sustrato para la produccién
de energia en los sistemas aerdbicos resulta también en la
produccién de EROs, particularmente el anidn superéxido y
el radical hidroxilo. Las EROs son aceptores de electrones
altamente activos y son capaces de capturar electrones de
otras moléculas transformandolas en radicales libres. El
peréxido de hidrégeno (H,0,) no es un radical per se,
pero es un producto de una reaccion de tipo catélisis por
i6n metalico del anién superdxido; tanto el H,0O, como
el anién superéxido pueden formar el radical hidroxilo,
el cual es muy reactivo (Harvey 2002).

Las EROs son producidas principalmente a través de la
cadena de transporte de electrones en la membrana interna
mitocondrial, pero también son producidas en el citoplasma
por la NADPH-oxidasa unida a membrana, por la enzima
citocromo p450 y por el sistema xantina-xantina oxidasa
(Mostefai y col 2008). Las células poseen diversos meca-
nismos para contrarrestar el efecto de las EROs, entre los
cuales se encuentran los sistemas de catalasas, peroxidasas
y superoxido dismutasas dependientes de Cu, Zn y Mn,
algunas de las cuales presentan transcripcidon permisiva
durante el desarrollo temprano previo a la activacion del
genoma (Harvey 1995).

Se sabe que tanto el estado de oxidorreduccion
celular como el metabolismo son cambiantes a lo largo
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del desarrollo embrionario temprano y es diferente
entre las especies. Durante el paso hacia el estadio de
blastocisto ocurre un cambio de fosforilacién oxidativa
a glicdlisis anaerdbica como fuente de ATP, indicando
que los estadios preimplantatorios requieren un estado
mds oxidado que reducido, favoreciendo la adapta-
cién al medio uterino, el cual es mds hipéxico que el
oviductal (Harvey 2002). Las altas tensiones de O,
(aproximadamente 20%) en los cultivos in vitro podrian
estar ocasionando una excesiva produccion de EROs y
la muerte embrionaria temprana. El papel de las EROs
durante el desarrollo temprano es controversial, debido
a que los resultados han sido diversos cuando se induce
la produccién de EROs o se aplican antioxidantes en los
medios (Thompson y col 1996).

Las mitocondrias generan EROs en la cadena respiratoria
pero el mecanismo exacto atn no se ha dilucidado. Una
hipétesis sugiere que el primer sitio de produccidn es el
complejo I, que puede generar el radical superéxido via
reduccion del oxigeno por el centro hierro-azufre (N,) del
complejo y H,O, de una forma independiente del potencial
de membrana. Otro sitio de produccién seria el citocromo
oxidasa del complejo III, que puede generar radical super-
6xido via ubisemiquinona y H,O, solamente si el potencial
de membrana es alto (Nohl y col 2005). Otra hipdtesis es
que el flavinmononucleétido (FMN) en el complejo I serfa
la fuente de H,O,. El sitio exacto de generacion de EROs
por la mitocondria se mantiene atin sin esclarecer, ya que
el superdxido producido por la cadena transportadora de
electrones es transformado inmediatamente a H,O, por
la superoxidodismutasa Mn (Mn SOD), este dltimo es el
que se mide como indicador de la produccién de EROs
(Kowaltowski y col 2001). Las EROs cumplen funciones
como participar en rutas de sefializacion, pero también
pueden generar estados patoldgicos o conducir a la muerte
celular (Liu y col 2002).

APOPTOSIS DURANTE EL DESARROLLO
TEMPRANO

El término apoptosis hace referencia a un proceso
de muerte celular programada que se reconoce por una
morfologia nuclear especifica que la diferencia de la ne-
crosis (Kerr y col 1972). La apoptosis se caracteriza por:
contraccion y aumento en la densidad celular, cromatina
picnética y empaquetada en fragmentos distribuidos en
la periferia nuclear, el ADN se hidroliza en fragmentos
de aproximadamente 185 pb debido al clivaje especifico
ejecutado entre los nucleosomas y es un proceso bajo
control genético (Majno 1995).

La apoptosis en los embriones se ha convertido en
una temdtica importante de investigacién, debido a que
se ha planteado su posible papel en la respuesta celular
al estrés ambiental y las condiciones sub6ptimas para el
desarrollo in vitro (Betts y col 2001). Sin embargo, esta
ocurre de forma fisiol6gica durante el desarrollo temprano



(Milligan y Schwartz 1997) y su principal funcién es la
de eliminar las células defectuosas y controlar la pobla-
cion celular (Jacobson y col 1997, Fabian y col 2005%).
Un conocimiento detallado de las caracteristicas de la
apoptosis durante el desarrollo temprano es necesario para
implementar medidas que conduzcan al mejoramiento de
la calidad y supervivencia de los embriones producidos in
vitro, debido a que el aumento en el indice apoptdtico es
un indicador de manejo inadecuado de las condiciones in
vitro (Rubio y col 2005).

Las posibles causas de apoptosis durante el desarrollo
temprano son: anormalidades cromosomales y nuclea-
res (Hardy 1999), inapropiado potencial de desarrollo
(incompetencia), desbalance hormonal y de factores de
crecimiento (Fabian y col 2005?) y exposicion a factores
nocivos como EROs (Yang y col 1998), irradiacion UV
(Zhou y Steller 2003) o choque térmico (Paula-Lopesa
y Hansen 2002).

El proceso apoptotico puede desencadenarse por dos
vias: la extrinseca que involucra receptores de muerte
y la intrinseca mediada por la mitocondria. Durante la
apoptosis la permeabilidad de 1a membrana mitocondrial
se incrementa, permitiendo la salida del citocromo c para
la formacién del complejo apoptosoma que conllevan a
la cascada de activacién de caspasas 3, 9 y efectoras que
conducen a la muerte celular (Little y Mirkes 2002). Aparte
del papel pivotante de la mitocondria en la ejecucién de la
apoptosis, las EROs producidas por la cadena respiratoria
podrian estar involucradas en la induccién de la misma
(Fleury 2002).

MODELO DE APOPTOSIS MEDIADO POR EROs

Debido a que el estrés oxidativo es un factor importante
en el bloqueo del desarrollo temprano in vitro y que el pe-
roxido es producido endégenamente por los embriones, la
ruta apoptética inducida por H,O, podria explicar en parte
el detenimiento del ciclo celular que sufren los embriones
bovinos (Tarazona y col 2006) (figura 1).

Se ha comprobado que el H,O, media la apoptosis
en linfocitos de sangre periférica por un mecanismo
que puede estar mediado por factores de transcripcion
como NFKB, p53 y c-Jun (Jiménez del Rio y col 2002).
Se sabe que hay una proteina tirosina quinasa SyK que
activada por H,0O, es la responsable de la fosforilacion
que provoca la inhibicién de IkBa., a su vez responsable
de mantener inactivo a NFkB en el citoplasma (Takada
2003) (figura 1). Sin embargo, este modelo no aplica para
los embriones bovinos, donde el H,O, media apoptosis
de forma independiente de estos factores de transcripcion
(Vélez y col 2007).

Tanto p53 como NFxB son factores de transcripcion
importantes en la regulacién de la apoptosis. Al parecer
existe una comodulacién entre ambos factores de trans-
cripcién, pudiendo mutuamente aumentar o disminuir su
actividad.
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FACTOR DE TRANSCRIPCION P53

El factor p53 es una molécula ubicua que participa
en diversas funciones celulares como: regulacién del
ciclo celular, diferenciacién, reparacién del ADN,
envejecimiento, recombinacién y apoptosis (Favetta y
col 2004). Aunque es un factor de transcripcién cuenta
con una actividad propia para mediar rutas como la
apoptosis intrinseca (Jiménez del Rio y Vélez 2002).
Se sabe que es capaz de activar o represar por lo menos
100 genes estudiados, sin embargo, los andlisis de
bioinformadtica sugieren que la cifra podria superar los
4.000 (Lu 2005). Esto indica la gran importancia de este
factor para el mantenimiento de una relacién mitosis/
apoptosis adecuada.

Para cumplir con sus multiples funciones el p53 es
regulado a nivel de transcripcién y traduccion, también
sufre varias modificaciones postransduccionales como
fosforilacién, acetilacién, metilacién y glicosilacion.
Como mediador de la reparacién del ADN el p53 favorece
la transcripcién de GADD 45, p48, p53R2, APE! y pol-B,
influyendo asf en la reparacién por excisién de bases
(Hofseth 2004).

Como regulador de la muerte celular programada puede
participar tanto en la via apoptdtica extrinseca (mediando
transcripcién de receptores de muerte) como en la via
apoptoética intrinseca (mediando transcripcion de factores
pro y antiapoptéticos o induciendo directamente la aper-
tura del poro de transicién mitocondrial) (Vousden 2002)
(figura 1). Por ser guardidn del ciclo celular se considera
fundamental en los procesos de desarrollo temprano. Las
mutaciones sobre p53 lo pueden convertir en un oncogen,
favoreciendo la replicacién celular no controlada (Lu
2005), lo mismo ocurre cuando es bloqueado de forma
irreversible (Vélez y col 2007).

FACTOR DE TRANSCRIPCION NFxB

El NFxB esta presente en estado de reposo en el cito-
plasma de todas las células, consiste de una familia de
proteinas que contienen el dominio Rel y a su vez estdn
inhibidas por una familia de proteinas que contienen un
dominio de anclaje, entre estas ultimas se encuentran
IxBo., IxBp3, IxByy IxBe (Shishodia 2004).

El NFxB se considera un factor de transcripcion que
puede actuar en dos vias antagénicas, ya que la direccién
de sus efectos dependera del momento en el ciclo celular,
el grado del estimulo y el ambiente intra y extracelular
(Shishodia 2004). Participa en la regulacién del ciclo celular
produciendo factores de proliferacién como citoquinas y
también en la muerte celular produciendo factores tanto
proapoptéticos (c-myc, Fas) como antiapoptéticos (IAP,
proteinas de la familia Bcl-2) (figura 1).

La expresién de NFxB durante el desarrollo temprano
indica que este se requiere para responder a estimulos
ambientales o estrés intracelular, se ha sugerido que la
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Figura 1. Ruta de sefializacion de apoptosis mediada por estrés oxidativo y mitocondria. (Adaptado y modificado de Parone y col 2002,
Fleury y col 2002, Susin y col 1996). Anti: factores antiapoptéticos; C: citocromo c; EIM: espacio intermembranal; Fe: Hierro;
GPO: glutation peroxidasa oxidado; GR: glutatién reducido; GSH: glutatién; GSSG: glutatién oxidado; H,O,: peréxido de hidrégeno;
I, II, III, IV: complejos de la cadena respiratoria, MEM: membrana externa mitocondrial; MIM: membrana interna mitocondrial;
NFxB: factor de transcripcién nuclear kappa B; P53: factor de transcripcién p53; Pro: factores proapoptéticos; SOD: Superoxidodis-
mutasa; UQ: ubiquinona.

El peréxido producido por la mitocondria puede desencadenar apoptosis por varios mecanismos que pueden involucrar o
no la activacién de factores de transcripcion, capaces de regular la viabilidad celular a través de la expresion de genes tanto pro como
antiapoptéticos. Sea cual sea la via, el citocromo c sale de la membrana externa mitocondrial y forma el complejo apoptosoma junto
con la procaspasas-9 y el Apaf-1, finalmente la apoptosis es desencadenada y ejecutada por caspasas efectoras.

Apoptosis signaling pathway mediated by oxidative stress and mitochondria. (Adapted from Parone y col 2002, Fleury y col 2002, Susin
y col 1996).

The peroxide produced by mitochondria can trigger apoptosis by several mechanisms that may or may not involve the activation of transcrip-
tion factors, they are able to regulate cell viability through gene expression of both pro, and antiapoptotic. Whatever the way, cytochrome c are released

from mitochondrial outer membrane and forms the apoptosome complex with procaspase-9 and Apaf-1, then apoptosis is triggered and executed by
effector caspases.

activacion de NFxB en el estadio de una célula en los
embriones de raton es necesaria para el progreso en la

APOPTOSIS POR H,0, EN EMBRIONES BOVINOS

segmentacion y desarrollo de los estadios subsiguientes.
En embriones bovinos el uso de bloqueadores de NFKB
demostr6 que es esencial en la regulacion del clivaje (Vélez
y col 2007). La relacién de NFkB con las EROs es incierta,
pero se sabe que el estrés oxidativo es capaz de mediar
su activacién como factor de transcripcién (Jiménez del
Rio y col 2002).
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Existe asociacién entre la acumulacién de H,O, y la
presentacion de apoptosis en los embriones bovinos. Sin
embargo, los embriones no competentes muestran un
potencial transmembranal mitocondrial (PTM) muy bajo
como para producir el peréxido via mitocondrial (Vélez y
c0l 2007). Con relacién a estos resultados, se han generado
dos hipdtesis para explicar este fendmeno:



1) El H,O, es producido por el alto potencial mito-
condrial (Nohl y col 2005) durante la maduracién del
oocito, y aquellos embriones que son capaces de barrer el
H,O, progresan en el clivaje sincrénicamente (embriones
competentes), aquellos que no son capaces de barrerlo lo
acumulan y se bloquean en el cuarto ciclo celular (em-
briones no competentes); 2) Los altos indices de H,O, que
presentan los embriones no competentes pueden produ-
cirse de una forma independiente del PTM por fallas en
la cadena respiratoria (Cadenas y Davies 2000). De esta
forma el H,O, acumulado por los embriones no compe-
tentes podria ser una de las causas del bloqueo temprano
y de la presentacién de apoptosis.

Los embriones no competentes acumulan H,0, y
muestran los mas bajos niveles de PTM, ademads presentan
un elevado indice de caspasas activas que conducen a la
apoptosis y al bloqueo del desarrollo (Tarazona y col 2006,
VElez y col 2007). Esto sugiere que la apoptosis es me-
diada por el H,0, acumulado y es ejecutada por caspasas.
Contrariamente, los embriones competentes no presentan
acumulacién de H,O, probablemente porque el H,O, pro-
ducido por los niveles intermedios de PTM es barrido por
los limpiadores producidos y de esta forma controlado, y
asi, se presenta un indice apoptético que se supone normal
para la formacion del blastocele y el control de calidad de
células defectuosas (Tarazona y col 2006, Vélez y col 2007).
Lo anterior demuestra una clara diferencia en la actividad
mitocondrial y produccién de H,O, entre los embriones
competentes y no competentes (Tarazona y col 2006).

Se ha comprobado que el H,0, es capaz de inducir
la activaciéon de NFkB como factor de transcripcién
proapoptético (Takada y col 2003). Sin embargo, para el
caso de los embriones bovinos, se ha demostrado que el
bloqueo de este factor de trascripcion es detrimental para
el desarrollo embrionario, lo que sugiere que durante
el desarrollo temprano el NFxB tiene otras funciones
diferentes al inicio de la muerte celular programada por
apoptosis (V€lez y col 2007). Esta hipétesis se sustenta
en los hallazgos realizados por Nishikimi y col 1999,
quienes reportaron que una de las subunidades del NFkB,
el REL A, se expresa en los oocitos y embriones de ratén
durante todo el desarrollo temprano, pero su ubicacién
nuclear solo se demostré en el estadio de cigoto. Las cé-
lulas trofoblasticas expresan tanto p52/p100 como RelA
(subunidades del NFkB), lo que indica una diferencia de
expresion dependiente del estadio de desarrollo y del tipo
celular (Torchinsky y Toder 2004).

Los hallazgos de Vélez y col (2007) sugieren un papel
mds complejo del NFkB durante el desarrollo temprano, ya
que al bloquearlo los embriones presentaron una segmen-
tacion asimétrica que difiere del patrén de segmentacién
de los mamiferos que es simétrico rotacional, pero que
no correspondié con proliferacién ni con muerte celular
excesivas.

En el caso de p53 que también estd involucrado en la
mediacién de apoptosis por H,O,, cuando este es bloqueado

APOPTOSIS, NFxB, POTENCIAL TRANSMEMBRANAL MITOCONDRIAL, P53

en los embriones estos comprometen su viabilidad e inician
un proceso de division descontrolada (Vélez y col 2007).
Aunque uno de los papeles mds conocidos de p53 es su
funcidn clave dentro de las rutas de respuesta a condiciones
de estrés celular, en los embriones bovinos parece no estar
involucrado en el proceso de detenimiento del ciclo celular.
En la hipétesis planteda por Vélez y col (2007), el H,O,
generaria apoptosis ejecutada por caspasas; sin embargo,
cuando se bloqueé la caspasa 3 de forma irreversible se
observd una segmentacion acelerada de los embriones.
Previos estudios han demostrado que la inhibicién ge-
neralizada de las caspasas es nociva para el desarrollo
embrionario temprano y recientemente se ha planteado
que las caspasas podrian tener otras funciones diferentes
a su bien conocida funcién como ejecutoras de la muerte
celular por apoptosis; sin embargo, atin no es claro cudles
podrian ser esas funciones (Zakeri y col 2005).

CONCLUSION

A pesar de que la técnica de produccién de embriones
bovinos in vitro lleva mas de dos décadas, las tasas de
produccion y la calidad de los embriones aiin no son lo
suficientemente altas para cubrir las necesidades en los
campos de la investigacion y la reproduccion asistida. El
detenimiento del clivaje durante el desarrollo temprano
del embrion es la principal causa de esta baja eficiencia.
Esta revision muestra que el estrés oxidativo es uno de los
mediadores del bloqueo y que la mitocondria es la organela
directamente implicada en este proceso. Un nivel minimo
de actividad mitocondrial podria regular la competencia
embrionaria para alcanzar el estadio de blastocisto, lo que
evidencia que la mitocondria es la principal organela para
la regulacién del balance REDOX y por ende fundamen-
tal en los procesos fisiologicos que regulan el desarrollo
embrionario temprano. Las fallas en la funcionalidad
mitocondrial conllevan a que los embriones produzcan y
acumulen H, 0O, que desencadenaria la muerte celular por
apoptosis y los harfa no competentes para alcanzar el estadio
de blastocisto. Esta apoptosis es ejecutada por caspasas de
una forma independiente de NFxB y p53 a diferencia de
otros modelos celulares, lo que sugiere que los embriones
cuentan con mecanismos de regulacion alternativos para
la supervivencia o muerte celular. El estrés oxidativo por
H,O, es una de las causas del detenimiento y muerte de
los embriones bovinos producidos in vitro. Sin embargo,
se evidencian multiples vacios en el conocimiento de las
rutas celulares y moleculares de regulacion del desarrollo
embrionario temprano y de muerte o supervivencia, por lo
cual se sugiere realizar nuevas investigaciones encaminadas
adilucidar estos vacios y se permita una mayor comprension
de la complejidad de estos fendmenos bioldgicos.

A laluz de los resultados mostrados en la literatura, se
sugiere evaluar los protocolos de produccién de embriones y
modificarlos de tal manera que se favorezca la capacidad del
embridn para contrarrestar los efectos nocivos del ambiente

131



AM TARAZONA'Y COL

oxidante, y les permita lograr la competencia morfoldgica
y funcional necesarias para alcanzar los estadios preim-
plantatorios. Aunque se han realizado estudios enfocados
a la resolucién de este problema, los resultados son con-
troversiales y poco satisfactorios, por lo que se evidencia
la necesidad de nuevas investigaciones en esta drea.

RESUMEN

Uno de los mayores obstdculos en la produccion de embriones in
vitro con fines de investigacion bdsica, comerciales, o de conservacion,
es el detenimiento temprano del clivaje que ocurre de forma especifica
en una etapa del desarrollo. Para explicar este fendmeno se han postulado
diferentes factores causales como: desérdenes en la cromatina, rearreglos
del citoesqueleto, estrés oxidativo y dafios mitocondriales. Esta tltima
propuesta ha recibido gran atencién, debido a que la mitocondria es
fuente de especies reactivas de oxigeno (EROs) y el estrés oxidativo
es un mediador critico de procesos fisioldgicos y estados patolégicos.
Durante los tltimos afios se ha demostrado que el peréxido de hidrégeno
(H,0,) es una molécula pivotante capaz de desencadenar muerte celular
por diferentes mecanismos que pueden involucrar o no a los factores
de transcripcion: NFKB - p53, y es ejecutado por caspasas efectoras.
Se cree que la mitocondria podria estar jugando un papel importante
como productora o como blanco del H,0, y como mediadora en la
muerte por apoptosis de los embriones. El objetivo de esta revision es
mostrar el estado del arte en cuanto a la apoptosis desencadenada por
estrés oxidativo y mediada por la mitocondria en los embriones bovinos
producidos in vitro, como parte de la explicacién del bloqueo del clivaje
y la baja eficiencia que atn se tiene en este proceso.
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