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RESUMEN.
El complejo proceso del desarrollo, tanto del embrién, del feto como de la placenta, comienza en las primeras fases de la gestacion, durante la
preimplantacién. Sin embargo, el destino del embrién de mamiferos estd marcado celular y molecularmente, por una red de sefiales génicas
claves durante el desarrollo del oocito, cuando éste adquiere la competencia para el desarrollo embrionario. Esta nueva progenie se relacionara
directamente con la morfogénesis normal del oocito, proceso intimamente ligado al mapa molecular especifico de expresion de proteinas y genes,
que dirigen y regulan el desarrollo morfol6gico normal del oocito. Nuevos marcadores génicos de competencia oocito-embrionaria aportaran la
posibilidad de monitoreo de las causas de bajas tasas de embarazo, de la disminucién de la fertilidad, de aborto o pérdida temprana de la
gestacion o de anomalias embrionarias, ocasionadas por multiples factores, uno de ellos la ingesta materna de alcohol. Esta revision pretende
brindar conocimiento bésico acerca del desarrollo morfolégico clésico del oocito y del embrion preimplantativo, y acercar un nuevo concepto,
amplio y complejo, sobre la relacién entre el aspecto morfolégico clasico del oocito y del embrién con la “morfologia molecular” de la gameta
femenina, que determinan la competencia y el destino del embrién en desarrollo. Asi, la vinculacién entre la morfologia oocitaria, la competencia
nuclear y marcadores moleculares especificos podrian constituirse en ttiles y esenciales herramientas para la determinaciéon del destino
embrionario, y con ello, potenciales elementos para el tratamiento de la pérdida temprana de la gestacion.

Palabras claves: oocito, competencia, embriogénesis preimplantativa, gendmica, alteraciones gaméticas.

ABSTRACT.

The complex process of development, the embryo, the fetus and placenta, begins in the early stages of pregnancy, during preimplantation.
However, the fate of the mammalian embryo is marked at cellular and molecular level, by a network of key gene signals during oocyte
development, when acquiring competition for embryonic development. This new progeny will be directly related to normal morphogenesis of
the oocyte, a process intimately related to specific molecular map of proteins and genes expression, which directs and regulates normal
morphological development of the oocyte. New gene markers of oocyte-embryonic competition provide the possibility of monitoring the causes
of low pregnancy rates, of decreased fertility, abortion or early loss of gestation or embryonic anomalies, caused by multiple factors, one of them
the maternal alcohol intake. This review aims to provide basic knowledge of classical morphological development of the oocyte and
preimplantational embryo, and bring new concept, large and complex, on the relationship between the morphologic classic appearance of the
oocyte and the embryo with the "molecular morphology" of the female gamete, determining the jurisdiction and the fate of the developing
embryo. Thus, the relationship between oocyte morphology, nuclear competition and specific molecular markers could constitute useful and
essential tool for determining the embryonic target, and thus potential components for the treatment of early pregnancy loss.
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INTRODUCCION

El complejo proceso del desarrollo, tanto del
embrioén, del feto como de la placenta, comienza en las
primeras fases de la gestacion, durante la etapa de
preimplantacién. Sin embargo, el destino del embrion
de mamiferos estd marcado desde el desarrollo del
oocito, durante la adquisicién de la competencia gamé-
tica y el establecimiento de una red de sefiales génicas
claves que regulan dicho desarrollo. Asi, el oocito es el
principal determinante de la competencia del desarro-
llo de embriones en los mamiferos. El oocito proporcio-
na la mitad del complemento cromosémico al embrién,
pero, aunque tanto el genoma materno como el paterno
contribuyen complementariamente al destino del em-
brién, el genoma materno lleva una pesada carga en la
determinacion de su desarrollo. El oocito transmite la
herencia materna en su genoma nuclear pero también
su genoma mitocondprial, conocido elemento de suscep-
tibilidad al envejecimiento que brinda un aporte obliga-
do enlaherencia embrionaria.

El desarrollo de la nueva progenie se relaciona
directamente con la morfogénesis normal del oocito,
proceso para el cual las interacciones entre la gameta y
las células foliculares estan intimamente ligadas al ma-
pa molecular especifico de expresién de proteinas y
genes que dirigen y regulan el desarrollo morfolégico
del oocito. La pregunta principal que se aborda aqui
tiene que ver, entonces, con el papel que desempeiia la
morfologia normal del oocito, establecida a su vez por
una particular y adecuada expresién génica durante la
foliculogénesis, en la competencia y desarrollo embrio-
nario temprano. En este contexto ha surgido la necesi-
dad de conocer biomarcadores de competencia gaméti-
co-embrionaria, con el objeto de monitorear las causas

de las bajas tasas de embarazo, de la disminucién de la

fertilidad, de aborto o de la pérdida temprana de la
gestacion. No sélo el andlisis morfolégico general del
oocito y la evaluaciéon genética del primer (I CP) y/o
segundo cuerpo polar (II CP) ofrecen hoy en dia una
ventana de observacién del genoma materno, sino que
también, junto con ello, la identificacién de factores
moleculares relevantes aportara en el conocimiento de
la funcién central que tiene el oocito en la determinacion
del correcto desarrollo temprano del embrién.

Esta revision pretende brindar conocimiento morfo-
l6gico basico acerca del desarrollo cldsico del oocito y
del embrién preimplantativo, y acercar elementos de un
nuevo concepto, amplio y complejo, sobre la relacion
entre el aspecto morfolégico gamético-embrionario con
la “morfologia molecular” del oocito, lo que podria
constituirse en las bases para la comprension de la com-

petenciay del destino del embrién en desarrollo.

Del desarrollo del oocito al embrién preimplantativo
“La embriogénesis comienza durante la ovogéne-
sis". Con estas palabras, Pablo Wassarman, en una
revision titulada “El 6vulo de los mamiferos”, ya hace 20
afos, describe el concepto que el programa que regula
las primeras etapas del desarrollo se presenta durante la
ovogénesis (1). Hoy en dia, a pesar de estas inspiradoras
palabras, nuestra comprension de los procesos molecu-
lares involucrados en el desarrollo, los genes que se
activan o se reprimen, los ARNs y las proteinas que se
sintetizan y se degradan durante la ovogénesis, es
todavia muy rudimentaria. Un problema importante es
el magro conocimiento acerca de 1) cuando y cémo el
oocito adquiere competencia para su desarrollo durante
la foliculogénesis, y 2) cuales son las cascadas de trans-
cripcién de genes maestros, que se disparan, regulan

estas cascadas y activan el programa de especifico de



Cebral E Morfologia oocitaria y competencia embrionaria

Cs Mortfol; 18(1) Suplemento 2016 44

desarrollo gamético-embrionario (2).
-Desarrollo general del oocito a la cigota.

En los mamiferos, la oogénesis comienza durante el
desarrollo fetal y culmina durante la maduracién sexual
del adulto. En el momento del nacimiento, s6lo el 20%
del cohorte original permanece para sostener la vida
reproductiva.

Luego del nacimiento, se produce el cese de la
mitosis de la oogonia y se inicia la primera meiosis (ovo-
citos primarios), que quedard detenida en forma
prolongada, en diacinesis, hasta la pubertad. Desde este
momento, en forma periddica y regular, las células de la
granulosa que rodean al oocito en los foliculos primor-
diales, proliferan para comenzar un ciclo de desarrollo
folicular, el que consiste en dos fases: a) crecimiento
folicular (independiente de gonadotropinas), b) madu-
racién folicular, con el reinicio de la meiosis (depen-
diente de gonadotropinas, para culminar con la ovula-
cién. La oogénesis se completa con la terminacién de la
segunda divisién meidtica, en respuesta a la fertiliza-
cién. Luego de la ovulacion las celulares foliculares
sufrirdn profundos cambios en su sensibilidad hormo-
nal y en su capacidad para producir esteroides, y se
diferenciaran para formar el cuerpo ltteo.

Durante el crecimiento folicular, es reclutado un
cohorte de foliculos en crecimiento, pero sélo una pe-
quenia fraccion alcanzan la madurez, ya que la mayoria
de los foliculos sufren atresia. Este agotamiento conti-
nuo lleva a la declinacién de la reserva de oocitos hasta
alcanzar la menopausia, momento en que menos de un
millar de oocitos permanece en el ovario. No se sabe
cémo se establece el destino de las células germinales en
el ovario y ain quedan muchas preguntas acerca de los
factores que controlan la supervivencia de los foliculos

y que permiten seleccionar a los mas aptos (3). Durante

el crecimiento intraovarico, el genoma materno se trans-
cribe y los transcriptos se acumulan (4), algunos se tra-
ducen en proteinas (5), mientras que otros en gran canti-
dad permanecen latentes y se activan mas tarde durante
la oogénesis (6).

En respuesta al pico de LH ocurre la maduracién
nuclear y citoplasmaética del oocito, por lo cual éste es
arrestado en metafase II (MII). La reasuncién de la
meiosis es un evento de activacién intracelular especi-
fico, disparado por LH, que se produce por el desacople
entre las células y la pérdida de la comunicacién, que
determina la interrupcién de llegada de sustancias inhi-
bitorias al oocito (7). El desarresto de la meiosis incluye
la ruptura de la vesicula germinal (VG), la formacién de
la placa metafisica, la condensacién cromosémica, y el
movimiento de la placa hacia la corteza del oocito. En
anafase, un cromosoma de cada par de homoélogos mi-
gra al I CP, separandose los cromosomas homoélogos, se
libera el I CP y el oocito queda arrestado en MII dentro
del foliculo preovulatorio. Los cromosomas permane-
cen condensados y ensamblados en el ecuador de la
placa metafasica del oocito (8). Con la fecundacion, se
reanuda la meiosis y se produce la separacién definitiva
delas cromatidas hermanas.

Dos factores principales son los que regulan la
maduracion del oocito. El factor de inhibiciéon de la
maduracién del oocito (9), es secretado en altas cantida-
des por las células de la granulosa de los foliculos
antrales pequefos, mientras que el factor promotor de la
maduracién (MPF) en los foliculos preovulatorios regu-
la la condensacién cromosémica luego de la ruptura de
la VG, alcanzando alta concentracion durante la meta-
fase I (MI) y MII (10). Otras sefiales intracelulares del
oocito participan en la activacion de la gameta. La caida

enel AMPcy laactividad kinasa dependiente del AMPc,
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permite la activacién, mientras que una alta concen-
tracién de AMPc inhibe la reasuncién de la meiosis. El
aumento del calcio intracelular es necesario para la rea-
suncién meiodtica (11). La estimulacién de la madura-
cién foliculo-oocitaria por la LH es dependiente de las
concentraciones de Ca"" externo mientras que la libera-
cion de Ca" delos depésitos intracelulares induce el de-
sarresto meiodtico. El Ca™ liberado por las células foli-
culares en respuesta a la estimulacién gonadotrdfica,
forma un gradiente de concentracién e induce la ruptu-
ra de la vesicula en el oocito (11). El Ca™ por si solo
puede disparar la maduracién. Solamente los oocitos
que no presenten un umbral normal de respuesta de
Ca" nomadurarén (12).

Un aumento enla LH se correlaciona con el aumen-
to enla progesterona, la disminucién de estrégenos y la
reasuncion de la meiosis (13). En el ratén, el pico de LH,
que se produce en el intervalo de las 12-16 hs, desenca-
denala ovulacién a partir de las 10-12 hs post-LH, con lo
cual ésta ocurrird a medianoche. Conlaliberaciéon de los
oocitos la hembra entra en estro, estado del ciclo que se
prolongard en forma coincidente con la duracién de la
ovulacién, la que en ratén se completa a las 10-22 hs
post-LH. Durante la noche del estro (estado receptivo o
de celo), cuando transcurre la ovulacién, se produce la
cépula. Luego del apareamiento, entonces, los oocitos
del complejo cimulo-oocitario (COC), liberados a la
ampolla oviductal, son fecundados cerca de la media-
noche. Durante la interaccién gamética, al mismo tiem-
po que se produce la activaciéon del oocito (detenido en
MII), liberandose el bloqueo meidtico (desarresto de la
MII) y la extrusion de Il CP, el espermatozoide atraviesa
y penetra el oocito, para luego descondensarse la
cromatina del ntdcleo masculino y dar lugar al

prontcleo (PN) masculino, mientras se forma el PN

femenino (14) (Fig. 1A). Tras la aposicién de los dos PNs
(Fig.1B), comienza la primera division mitética del
embrion. Para ello, se desorganiza la envoltura nuclear
de cada PN y el material genético se condensa formando
los cromosomas, los cuales se orientan en un huso mito-
tico comun (singamia) (Fig.1C). Los centriolos arrastran

las cromatides hacia los polos opuestos y luego se pro-

Figura 1. Eventos principales del proceso de fecundacién. Se
muestran esquemas y microfotografias de oocitos murinos
fecundados (tincion fluorescente Hoechst 33342 (A y C) y microsco-
pia invertida con contraste de fase (B), donde se observan los princi-
pales eventos del proceso de formacion de la cigota, luego de la pene-
tracién del espermatozoide y de la activacién del oocito. La forma-
cién de los 2 PNs, femenino y masculino, tiene lugar en el raton alre-
dedor de las 4 hs post-inseminacién. (A): luego de la penetracion, el
nicleo masculino se descondensa en el citoplasma del oocito al
mismo tiempo que se desarresta la MII y se forma el PN femenino. Se
hacen evidentes los 2 PNs y el Il CP (cuerpo polar). (B): Tras la aposi-
cién de los dos PN, se inicia la primera division mitética. Para ello,
se desorganiza la envoltura nuclear de cada PNy el material genético
se condensa formando los cromosomas. (C): Finalmente se produce
la fusién de los 2 PNs (singamia) para constituirse la cigota, primer
estadio del desarrollo embrionario de preimplantacion.
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duce la divisién del citoplasma, con la formacién de dos
células hijas diploides que contienen aproximada-
mente la mitad del contenido citoplasmatico oocitario.
-Desarrollo embrionario temprano

Durante la mayor parte del desarrollo embrionario en
los mamiferos, el embrion se desarrolla unido al ttero
materno. Sin embargo, el desarrollo de preimplantacion
abarca un periodo de vida libre del embrién, que
culmina con la formacién del blastocisto (15), con su

extrusion de la zona pelacida (hatching) y la implan-

desarrollo del blastocisto (17) (Fig. 2).

La duracién total del primer ciclo de division celu-
lar, desde la fecundacién hasta el primer clivaje, es de
aproximadamente 18 hs. Las dos grandes olas de activa-
cién del genoma embrionario se observan primero en la
etapa de 2 células y a continuacion, en la transicién de 4
a 8 células (18, 19). Tras la fecundacién, el éxito del
desarrollo de preimplantacion depende de la degrada-
cién del genoma materno y la activacion del genoma

embrionario; que orquestard la progresion del ciclo

1¥ ¢clclo 2% ¢lclo 3% ciclo 4" ¢ciclo 5'¢lclo 6" clclo 7" ¢iclo 8" ¢iclo
FEC D1 D2 D3 D3 D35 D4 D4 D45 D5 IMPL
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Figura 2. Representacion esquematica de los principales eventos y estadios del desarrollo de preimplantacion murino. Se indica el nimero
de ciclos celulares desde el primer clivaje hasta la formacién del blastocisto; los dias de gestacion (D), considerando D1 al dia de la observacién
del tapon vaginal; los estadios embrionarios (E), considerando 0,5 el dia de observacién del tapén (segtin Kaufman y Bard, 1999); y la

clasificacion segun la escala de Theiler (TS; Theiler, 1989) basada en

la morfologia de los embriones. Be: blastocele, Embr: embrién, FEC:

fecundacién, IMPL: implantaciéon, MCI: macizo celular interno, TE: trofoectodermo, TM: trofoectodermo mural, TP: trofoectodermo polar.

(Modificado de Saiz y Plusa, 2013 (127); Czechanski y col., 2014 (128).
tacion. Las divisiones mitéticas sucesivas en el embrién
resultan en un rapido aumento del namero de células,
pero sin incremento del tamafio embrionario, hasta la
formacién de la cavidad blastocélica (16). En este
momento, la generacién de dos linajes celulares con
distinto destino, el linaje embrionario y el linaje extra-

embrionario (trofoectodermo (TE)) marca el inicio del

celular para garantizar la correcta asignacion de los
linajes celulares y la formacion de un blastocisto compe-
tente para su implantacién en la pared uterina. La base
molecular de estos procesos fisiolégicos depende en
gran medida de los componentes codificados y almace-
nados en el oocito. Relativamente pocos genes mater-

nos (menos de 30) se han investigado en los ratones, los
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dos primeros fueron descritos ya en el afio 2000. Por lo
tanto, atn son escasos los conocimientos acerca de los
mecanismos del control génico del desarrollo tempra-
no. Ejemplo de estos son la selectividad inicial de
transcripciéon del ARN materno, la programacioén de la
cromatina que se requiere para restaurar la totipo-
tencia; la activaciéon del genoma embrionario; las
marcas epigenéticas, las redes reguladoras transcrip-
cionales y los pequefios ARNSs de inicio de la division
celular embrionaria; la compactacién para formar la
morula; los programas de plasticidad de genética que
podrian relacionarse con la naturaleza regulativa de
desarrollo temprano, entre otros.

Después de otras 36 hs y dos divisiones sincrénicas
mas, se alcanza, al dia 3 de gestacion, el estadio de 8
células. A partir de este momento, las divisiones
sucesivas comienzan a ser asincrénicas (20). El segundo
ciclo de divisién, como el primero, es relativamente
largo (~18 hs), mientras que el tercero y los subsi-
guientes adoptan la duracién més convencional obser-
vada en las células somaéticas (~12 hs). Hasta el estadio
de 8 células, los limites de las blastomeras, cada una

totipotente, son evidentes (Figs.2y 3).

Figura 3. Microfotografias de embriones murinos en los primeros
estadios de preimplantacién. Se observa el aspecto morfolégico ob-
tenido con microscopia invertida con contraste de fase, de la cigota a
la moérula precompactada. A: cigota, B: embrion de 2-células, C: em-
brién de 4-células, D: embrién de 8-células (moérula precompac-
tada).

Dos eventos morfogenéticos particularmente im-
portantes ocurren durante el desarrollo de preimplan-
tacion, que llevardn a la formacion del blastocisto: la
compactaciény la cavitacion (15).

La compactacion, surge en el ratén luego del co-
mienzo del estadio de 8 células (4 ciclo de clivaje), e in-
volucra un periodo de aproximadamente 4 a 5 hs desde
el inicio. La compactaciéon se manifiesta por un incre-
mento en los contactos intercelulares que llevan a la
pérdida de los limites blastoméricos, lo que da lugar a la
formacién de la moérula (15). El estadio de mérula, em-
briones con blastémeras con cierto grado de agrega-
cién/compactacion, abarca desde embriones de 8-célu-
las (morula temprana) hasta 16 y 32-células (mérula
tardfa, compactada). La compactacién representa el
inicio de la diferenciacién celular durante el desarrollo
embrionario de los mamiferos (21), y estd asociada al
establecimiento de la polaridad celular en las blasté-
meras mas externas (22). Mientras, el embrién contintia
dividiéndose hasta alcanzar las 16-células. En este
momento la mérula compactada sufre una descompac-
tacion transitoria, para luego compactarse nuevamente
(Fig.4).

En el estadio de mérula compactada, el embrién
presenta dos capas, una capa de células polarizadas
externas que encierra un pequeno grupo de células apo-
lares internas (16). Esta posicion relativa diferencial se
refuerza por propiedades adhesivas distintivas entre las
dos poblaciones celulares. De tal manera que las células
externas tienden a rodear y encerrar, mediante uniones
estrechas (principalmente moléculas zonula occludens)
(23) y uniones adherentes (E-cadherinas) (24), a las blas-
témeras apolares internas, entre las cuales predominan
la uniones de tipo comunicante (gap). Aquellas células

polarizadas externas contribuirdn a la progenie del
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linaje trofobldstico, mientras que las apolares internas,
con gran plasticidad, contribuirdn a la progenie del
linaje pluripotente embrionario (16).

La compactacion es crucial para el desarrollo, dado
que ella contribuye al inicio y progresién del segundo
gran evento del desarrollo preimplantacional: la cavita-
cion. La cavitacion ocurre entre el 5 y 6 ciclo de divi-
sién celular, y se manifiesta tempranamente por la
acumulaciéon de fluido entre las blastémeras internas
cuando el embrién tiene aproximadamente 32 células y
se encuentra en transito hacia el atero (25). Para que la
cavitacién ocurra, es requisito indispensable que el
embrion haya desarrollado un epitelio polarizado,
constituido por las blastémeras externas, asi como la
presencia de mecanismos para el transporte de fluido
para formar la cavidad. En tal sentido, la distribucién
polarizada de bombas Na'/K'-ATPasas desempenan
un papel fundamental en el establecimiento de un gra-
diente deiones Na', que resulta finalmente en la movili-
zacién osmotica de agua a través del epitelio y su acu-
mulacién en la cavidad blastocélica naciente (26, 27). El
mantenimiento de dichas bombas Na'/K'-ATPasas en
el dominio basolateral de las blastomeras externas esta
influenciado por la estabilizacién de las uniones estre-
chas y adherentes (23, 24). A su vez, factores de
crecimiento, tales como, TGF-a (Transforming Growth
Factor-alpha) y EGF (Epidermal Growth factor) estimulan
el desarrollo de dicha cavidad mediando, en parte, la
expresion de segundos mensajeros que resultan en un
aumento de la actividad de la Na'/K'-ATPasa. Todo
esto conduce a la formacién de una cavidad central
llamada cavidad blastocélica o blastocele y a la diferen-
ciacién de dos linajes: el TE y el macizo celular interno
(MCI), momento en el que el embrién pasa a ser deno-

minado blastocisto. En el estadio de 32-células, ocurre

por lo tanto, la formacién del blastocisto inicial o tem-
prano (dia 3, 5-4 de gestacion murina). En el estadio de
64-células, el blastocisto inicial se expande por acu-
mulacién continua de liquido en la cavidad, la cual se
presenta bien definida, con un MCI protruyendo hacia
la cavidad y un anillo de células TE alrededor, las cuales
son designadas como células trofoectodérmicas polares
si se encuentran cubriendo al MCI o como trofoectodér-
micas murales si se encuentran recubriendo al blasto-
cele. El embrion en este estadio adquiere el nombre de
blastocisto expandido (16) (Figs. 2y 4).

Con aproximadamente 128 células, ademas de
mostrar signos de adelgazamiento de la zona peltcida,
una capa de células derivadas del MCI, forman el hipo-

blasto (0 endodermo primitivo), mientras que las células

Figura 4. Microfotografias de embriones murinos de preimplanta-
cion (microscopia invertida con contraste de fase). A: embrién de la
izquierda es una mérula compactada de 24-30-células que atraviesa
por una fase corta de decompactacién, y embrion de la derecha es
una morula compactada (32-células) donde no se visualiza la divi-
sién de los blastémeros. B: blastocisto temprano o inicial, C: blasto-
cisto expandido. D: blastocisto en extrusion inicial, con rotura de la
zona peltcida (“Hatching” inicial), F: blastocisto en “hatching”. Note-
se el trofoectodermo mural saliendo de la zona peltcida. F: blas-
tocisto implantativo o extraido dela zona pelacida (“hatched”).
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remanentes del MCI, mantienen su pluripotencialidad
y son ahora llamadas epiblasto (o ectodermo primiti-
vo). El blastocisto, en ese momento (dia 5 de gestacion),
como consecuencia de la acumulacién de fluido y porla

accion de enzimas proteoliticas, se libera de la zona pe-

la adhesién en el epitelio uterino y comenzar asi el

proceso de implantacion (Figs. 2y 4).

EnlaTabla 1, se resumen los eventos principales del

desarrollo de preimplantacién, indicando el timing de

lacida (hatching) (16), estando ya preparado parainiciar ~ cadauno deellos.
Ciclo de division celular / eventos insle{lsng:):g(m Hs post-hCG
1 ciclo (1 a 2 células)
Ovulacion ~12
Cariocinesis y citocinesis 18,5-21,5 ~32

Hs post-clivaje Hs post-hCG

2% ciclo (2 a 4 células)
Cariocinesis y citocinesis 18— 20 ~48-50
3 ciclo (4 a 8 células)
Cariocinesis y citocinesis 8_13 ~58-60
4" ciclo (8 a 16 células)
Polarizacién citoplasmatica 2.7
Compactacion 35-7,5
Polarizacion superficial 5-95
Cariocinesis y citocinesis (descompactacion transitoria) 11— 14 ~72
5% ciclo (16 a 32 células)
Recompactacion 0-5
Cariocinesis y citocinesis 11-14 ~ 84
Inicio de la cavitacion
6" ciclo (32 a 64 células)
Cariocinesis y citocinesis 11-14 ~90_98
Cavitacion
7™ ciclo ( 64 a 128 células)
Cariocinesis y citocinesis 11— 14 ~110
Blastocisto en expansion
Hatching
8" ciclo (~ 150 células)
Blastocisto hatched ~120

Tabla 1. Eventos durante el desarrollo embrionario de preimplantacion. Resumen de los procesos morfogenéticas del desarrollo del embriéon
murino, en relacién al ciclo celular segtin tiempo (horas) posterior a la inseminacién y segin horas post-inyeccion con hCG. (Modificado de

Pratt, 1987 (130).
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Remodelacién de la cromatina y activacion génica
durante la morfogénesis temprana del embriéon de
preimplantacién

Durante la gametogénesis, los genomas haploides
masculino y femenino, son empaquetados con protami-
nas e histonas, respectivamente. Después de fertiliza-
cién, el genoma masculino en el citoplasma del oocito,
experimenta descondensacion y es reestructurado con
histonas maternas (28). Una vez empaquetado con
histonas, cada genoma haploide forma un PN se somete
a la replicacion del ADN. En este punto del desarrollo,
se observan bajos niveles de transcripcién, que son
mayores en el PN masculino que en el femenino. Las
histonas que forman el PN masculino se hiperacetilan
en comparacion con el genoma de lahembra (29), dando
lugar a ADN masculino hipermetilado (30). Cualquiera
de estas modificaciones epigenéticas podria proporcio-
nar un acceso diferencial a la activacion de la transcrip-
ciéon del genoma del PN masculino, aunque no esté claro
si la presencia de las histonas modificadas es causal o
reflejo dela transcripcion.

A pesar de la temprana transcripcion en la cigota, se
observé una escasa sintesis de novo de proteinas antes
del embrién de 2-células. La activacion de la expresion
del genoma embrionario requiere dela remodelacion de
la cromatina, durante la cual grupos bien definidos de
proteinas utilizan la energia de la hidrélisis de ATP para
reestructurar o producir movimiento de nucleosomas
durante la transcripcién (31). Sin embargo, factores de
transcripcion de pluripotencia de la cigota juegan un
papel importante en la determinacién de la totipotencia
embrionaria. Uno de dichos factores es el Oct-4, quizas
uno de los factores mas importantes implicados con una
funcién central en el desarrollo temprano del embrién.

Oct-4 no s6lo participa en el mantenimiento embriona-

rio sino también en la induccién del estado pluripotente
del desarrollo. Se expresa en células con alto potencial
de diferenciacién, como las células germinales primor-
diales, las células madre embrionarias, los blastémeros
del embrién preimplantatorio muy temprano, las célu-
las del MCI y las del epiblasto (32). Oct-4 se expresa
durante la ovogénesis y su ARNm persiste en embriones
de 1-y 2-células. Recientemente se ha informado que el
agotamiento del ARNm de Oct-4 en la etapa de 1-célula
provoca la detencién embrionaria durante el desarrollo
(33) por pérdida de pluripotencia, conduciendo a ano-
malias de la diferenciacién celular (32, 34, 35). El papel
de la participacion de Oct-4 oocitario durante el estable-
cimiento de la competencia del desarrollo del embrién
estd siendo atininvestigado (36).

Otro factor de transcripciéon de pluripotencia es
Sox2, también abundantemente expresado en oocitos,
donde es secuestrado en el citoplasma, presumiblemen-
te para evitar la activacion de genes blancos. Sox2 mater-
no transloca al ntcleo de embriones de 2-células, detec-
tandose también en el MCI y TE del blastocisto. Su ex-
presion no se detecta hasta la etapa de mérula. Embrio-
nes nulos para Sox2 no sobreviven maés alla de iniciada

laimplantacién (37).

Los aspectos morfoldgicos del oocito: ;sefialan el
destino del embrion?

La morfologia del oocito ovulatorio ha sido conside-
rada como un clasico marcador prondstico del desarro-
llo normal del embrién. Se ha demostrado que una serie
de anomalias oocitarias, como un cuerpo polar fragmen-
tado, incremento del espacio perivitelino (EPV), inclu-
siones citoplamaticas, entre otras, tienen un efecto nega-
tivo en la calidad embrionaria (38). Se encontré descen-

so de la tasa de aborto temprano en pacientes transfe-
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ridas con embriones procedentes de oocitos normales
(39).

La morfologia de la célula gamética es reflejo de su
“morfologia génica”. Una intrincada y particular red de
factores moleculares y modificaciones epigenéticas,
determinan, al menos en parte, las caracteristicas
morfolégicas propias del oocito y del embrién. En el
marco de este concepto, se considerard a continuacion:
a) el aspecto morfolégico gamético; b) la “morfologia
molecular” del oocito como determinante de la compe-

tencia del oocito y del embrién temprano.

-Morfologia gamética

El abordaje morfolégico del oocito requiere de la
definicién de los tipos morfolégicos de acuerdo al as-
pecto de la gameta. Sin embargo, también la valoraciéon
del estado madurativo del oocito, observado como el
grado de expansioén y aspecto del complejo cumulus-
corona radiata (40), es aplicado en la mayoria de los estu-
dios morfolégicos, para conocer la calidad y compe-
tencia de la gameta (Tabla 2).

A continuacién, se consideran las alteraciones

morfolégicas del oocito y el impacto en el desarrollo del

embrion. En el oocito, las alteraciones morfolégicas (Fig.
5) parecen iniciarse durante la maduracién de la gameta
(41). La maduraciéon nuclear no es suficiente para
determinar la competencia del oocito, de tal manera que
tanto la maduracién del ntcleo como la del citoplasma
deben producirse de forma coordinada para asegurar
una 6ptima calidad dela gameta parala fecundaciény el
desarrollo.

Se considera que un oocito maduro (arrestado en
MII) tiene buena calidad cuando presenta forma esférica
perfecta, un citoplasma transldcido sin inclusiones, mo-
deradamente granuloso, un EPV pequefio, un cuerpo
polar intacto y una zona peldcida (ZP) clara e incolora
(42,43) (Fig.5A).

Las alteraciones o asincronias en el proceso madura-
tivo del oocito, a nivel nuclear (43) o citoplasmatico (44,
45), derivan en diferentes anomalias morfologicas y por
ende en pérdida del embrién temprano. Las diversas
anomalias morfolégicas del oocito constituyen marca-
dores de prondstico en reproduccion asistida.

Las alteraciones morfolégicas del oocito, que
pueden presentarse de manera tinica o combinada, son

clasificadas en extracitoplasmaticas o citoplasmaticas.

Caracteristicas del oocito en Metafase II

Oocito maduro o preovulatorio, haploide. Presenta cuerpo polar (CP) que indica la reanudacién de la meiosis. El CP perma-
nece conectado con el huso meidtico mediante un puente citoplasmético un tiempo después de su extrusion. Tiene aspecto
redondeado, ooplasma claro y granulacién homogénea. Las células del cimulo estdn expandidas y luteinizadas, y la corona
es radial. Son oocitos de mayor grado de maduracién nuclear y citoplasmética y los mds aptos para su fecundacion.

Caracteristicas del oocito en Metafase I

Oocito inmaduro, haploide. No tiene CP, el huso y los cromosomas estan alineados en los polos. Su aspecto es redondeado,
con citoplasma claro y granulacién homogénea. Los oocitos en metafase I tempranos pueden presentar granulacién central.
Las células del camulo y la corona estin menos expandidas. Los oocitos en metafase I tardios pueden presentar células del

camulo luteinizadas.

Caracteristicas del oocito en Profase I

Oocito inmaduro, diploide. No tiene CP. Presenta vesicula germinal (VG) con nucleolos refractiles. Tiene aspecto irregular
oscuro en su zona central. La zona pelticida es rugosa. Las células del cimulo son compactas.

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas morfol6gicas normales de los estados madurativos del oocito de mamiferos.
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Figura 5. Microfotografias de contraste de fase de diferentes tipos
morfoldégicos de oocitos murinos. A: oocito maduro, en MII, de
buena calidad, con I CP (flecha) en EPV normal. B: oocito retraido del
EPV(*) (Zona pelticida: ZP). C: el mayor tamafio del CP indica que se
trata de un oocito activado espontdneamente que ha liberado el II
CP. D: oocito fragmentado con granulaciones citoplasmaticas. E: oo-
cito con necrosis inicial, con algunas fragmentaciones (flechas). F:
oocito con necrosis final, con citoplasma totalmente lisado con cuer-
Ppos picnéticos.

Alteraciones extracitoplasmdticas

Las alteraciones de la zona peltcida, como una alta
birrefringencia (46, 47), estan relacionadas con ano-
malias en la estructura y funcién del REL, las que darian
origen a la secrecién de abundante o deficiente material
de ZP al EPV, o a la secrecién de precursores anormales
lo queresulta en una ZP mas densa que lonormal. La ZP
anormal influird negativamente en la penetracién del
espermatozoide y puede indicar retraso en el desarrollo
del embrién (48), particularmente en lo referido a la ex-
trusion del blastocisto antes de laimplantacion.

Laanormalidad del EPV involucra el aumento de su

ancho. Este se puede relacionar con el tamafio del CP, la

presencia de granulos, el tamafio del oocito y el ancho de
la ZP. La presencia de granulos en el EPV podria proce-
der de la fragmentacion del CP, de secrecién anormal
del REL, de restos de ZP, de fragmentacion del citoplas-
ma o restos de células foliculares, aunque también
pueden ser sefial de sobredosis de gonadotropinas en el
caso de estimulacién ovarica (49). Un EPV agrandado,
irregular, con contenido en su interior, indica la dismi-
nucién de la tasa de embarazo, aunque no afecta la tasa
de fecundacion (43, 50, 51).

La morfologia del I CP es particularmente variable.
Puede tener una superficie lisa o rugosa, tener forma
redonda u ovoide, tener tamafo grande o pequefio,
puede estar intacto o fragmentado. Se cree que el tama-
fio esta relacionado con aneuploidias. Se ha sugerido
que el I CP degenerado (que indica envejecimiento del
oocito (52). Si el tamafio aumenta es probable una aso-
ciacién con la perturbacién de la maduracién del oocito
(53). Dado que la morfologia del CP cambia después de
algunas horas de cultivo in vitro, ésta no es un buen
marcador pronéstico de la calidad oocitaria y su compe-
tencia. La estimulaciéon ovdérica puede resultar en
tiempos variables de maduracién oocitaria y por ende la
aparicion de CPs con diferente morfologia. Dado que la
extrusion del I CP indica el final de la maduracién mei6-
tica, una maduracién subéptima llevaré al fracaso de la
extrusion del I CP. La presencia de un CP dismérfico,
aunque no incide en la tasa de fecundacion, si afecta el
posterior desarrollo del embrién (43, 50, 51).

Las anomalias de forma y tamafio del oocito se rela-
cionan con alteraciones de la membrana plasmatica, con
fragmentos en el EPV y con la degeneracioén del oocito.
Las alteraciones en el tamario del oocito han sido vincu-
ladas con aneuploidias. Los embriones procedentes de

oocitos grandes tienen un riesgo de ser triploides (54), y
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aunque su desarrollo al estadio de blastocistos sea

“normal” se presenta alta probabilidad de aborto (55).

Alteraciones citoplasmdticas

La presencia de anomalias del citoplasma como gra-
nulaciones, inclusiones, cuerpos refréctiles, vacuolas,
etc., disminuye la tasa de embarazo (43, 56, 57). Otros
autores consideran que las anomalias en el citoplasma
son un factor prondstico pobre, aunque si un signo de
inmadurez citoplasmaética. Se ha demostrado una rela-
cién directa entre las anomalias citoplasmaticas y el
namero de aneuploidias (39, 56). El estado madurativo
del oocito toma relevancia por su impacto en el desarro-
llo embrionario ulterior. La presencia de un CP indica
que la maduracién nuclear ha finalizado. Sin embargo,
se cree que es necesario un breve intervalo de tiempo
tras la extrusién del I CP, para que el citoplasma madure
completamente. Un oocito puede ser meioticamente
maduro pero no haber alcanzado la madurez citoplas-
matica, lo que llevaria a fallos o defectos en la fecunda-
cién. Algunos autores (56) han encontrado una correla-
cién entre la morfologia oocitaria y el resultado del tra-
tamiento reproductivo, mostrando una tasa de embara-
zo del 24% en pacientes a las que se les habian trans-
ferido embriones procedentes de oocitos normales,
frente al 3% obtenido con embriones derivados de
oocitos con anomalias citoplasmaticas. Cuando los em-
briones se originaban a partir de oocitos normales, la
tasa de embarazo era del 29,4%, mientras que si los
oocitos presentaban citoplasma oscuro, la tasa resul-
tante era del 5,5%. Asi mismo, cuando el citoplasma
presentaba un aspecto muy granuloso, las tasas de
embarazo se situaban alrededor del 12,8 % (39).

Las vacuolas citoplasmaticas, variables en nimeroy

tamano, se deberian a endocitosis incontrolable o a la

fusion de vesiculas preexistentes producidas por el REL
o Aparato de Golgi, que en condiciones normales se ex-
pulsan por exocitosis (58). Algunos autores sugieren
que las vacuolas surgen en la transicién del oocito MI a
MII alrededor de la extrusién del I CP (61). También se
ha relacionado la vacuolizacién con la degeneraciéon
celular y atresia oocitaria (59). Ademads, en el caso de las
vacuolas oocitarias, éstas aparecen agrupadas en la
mayoria de los estudios como inclusiones citoplasmati-
cas, junto con los cuerpos refringentes y los acimulos de
REL, lo que podria suponer discrepancias en los resulta-
dos. Diversos estudios han demostrado que la presencia
de vacuolas en oocitos no afecta las tasas de fecundacion
e implantacién ni la calidad embrionaria (60, 61). Sin
embargo, se ha correlacionado negativamente con la
criosupervivencia y el desarrollo embrionario tras la fe-
cundacioén (62). Se ha descrito un aumento en el porcen-
taje de embarazo bioquimico seguido por un descenso
de la tasa de gestacion clinica después de transferir em-
briones derivados de oocitos con vacuola (63, 64).
Cuando se analizaron por separado la presencia de
vacuolas, cuerpos refractiles y acamulos de REL, solo se
encontré una leve pero estadisticamente significativa
disminucién en la tasa de fecundacién de oocitos vacuo-
lados, pero ninguna de las tres anomalias afecté la mor-
fologia pronuclear o embrionaria (65).

La anomalia del REL implica la aparicién de inclu-
siones citoplasmaticas con tamafio similar al de un PN y
forma relativamente eliptica, las que podrian ser conse-
cuencia de estimulacién ovérica, ya que no se observan
en oocitos VG de ovarios no estimulados (66).

La granulacién citoplasmatica se observa como una
zona grande y oscura en el citoplasma, granulacién que
puede ser ligera o severa, dependiendo del didmetro y

profundidad de la misma. Esta anomalia puede ser
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sefial de inmadurez citoplasmatica (39). Si bien no se
conocen las causas de las granulaciones oocitarias, éstas
podrian deberse en parte a anomalias cromosémicas.

Las inclusiones citoplasmadticas son pequerias areas
de necrosis que incluyen cuerpos refringentes, com-
puestos de lipidos y granulos densos agrupados o aisla-
dos, o cuerpos picnéticos no refringentes que suele
aparecer en forma de herradura.

Las anomalias del huso mitético cumplen un rol en
la generacién de aneuploidias (41). El huso en las células
meidticas, es responsable de la separacion de los cromo-
somas homologos durante la meiosis I y de cromatidas
hermanas durante la MII, durante el desarrollo de la
gameta haploide (2, 63). La interrupcién del huso contri-
buye a la alteraciéon de la segregaciéon cromosémica,
dando errores en la alineaciéon de los cromosomas, en la
detencién del ciclo celular y generando pérdida del na-
mero de cromosomas (aneuploidia) y/o inestabilidad
genética (8). Los husos meiéticos anormales aumentan
con la edad materna, lo que contribuye a la mayor
prevalencia de aneuploidia (67, 68). En contraste, menos
del 20% de los oocitos de las mujeres de alrededor de 25
afos presenta anormalidades del huso. Los oocitos con
husos mitdticos ausentes o anormales, luego de la
fecundacién, tienen una menor capacidad para formar

embriones normales (Tabla 3).

Alteraciones nucleares

Las anomalias nucleares maés frecuentes son la
fragmentacién del ADN (apoptosis), las aneuploidias y
la activacion partenogenética.

El oocito con anomalias morfolégicas citoplasmati-
cas generalmente finaliza en fragmentaciéon de tipo
apoptética (69). También, este evento de muerte celular
puede ocurrir en oocitos activados partenogenetica-
mente, lo que sugiere que la apoptosis se relaciona con la
partenogénesis (70).

Una diferente formacién nuclear aparece en los
oocitos partenogenéticos: a) oocitos con uno o dos PN
femenino y Il CP aparentemente normal, b) oocito con 2
PNy fragmento citoplasmaético similar a II CP, c) oocito
sin CP (por resorcion) y un PN, d) oocito de clivaje inme-
diato con dos fragmentos citoplasmaticos parecidos a
CP, e) oocito de clivaje inmediato con aparente CP y
numerosos fragmentos pequerios en el EPV (Fig. 6).

La activacion espontanea o partenogénesis del ooci-
to puede ocurrir en foliculos deficientes de células de la
granulosa, y probablemente resulte de la incapacidad
de esos foliculos para mantener un nivel suficiente del
inhibidor de la meiosis. También, defectos en el sistema
de actina del oocito (importante para los procesos de
rotaciéon del huso y la extrusion del CP) provocaran

extrusiéon anormal del II CP, lo cual conduce a triploidia.

Oocito morfolégicamente normal

Se considera un oocito morfolégicamente normal o de buena calidad a aquel que presenta una zona pelicida
proporcionada, bien definida, lisa y regular, un espacio perivitelino virtual en el que se visualiza el CP, tnico, ligeramente
aplanado con forma esférica; un oolema regular y un ooplasma homogéneo.

Oocito morfolégicamente anormal

Indicadores de oocito morfolégicamente anormal presencia de CP dismoérfico o fragmentado, espacio perivitelino
agrandado, irregular, con fragmentos en su interior. Anomalias de la zona peldcida y citoplasmaticas (granulaciones,
vesiculas). Alteraciones nucleares (activacién, desarresto de la MII, formacién de PN, dispersién de cromatina, rotura y

pérdida de cromatina, entre otras).

Tabla 3. Parametros para la valoracion de la calidad oocitaria. La determinacién de calidad morfoldgica del oocito esta basada en la apariencia
de: la zona peltcida, el espacio perivitelino, el cuerpo polar, la membrana plasmatica (oolema), el citoplasma (ooplasma) y el estado nuclear-

cromatinico.
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Figura 6. Vias de desarrollo y constitucion genética de oocitos activados partenogenéticamente. Se muestran las vias de activacién espon-
tdnea (partenogenética) y los posibles partenogenones de oocitos de ratén. Luego de la activacion, se producen diferentes genotipos em-
brionarios dependiendo de la extrucién ono del Il CPy el tiempo y naturaleza de la primera divisién celular. Asi, el oocito puede seguir tres vias
principales de desarrollo partenogenético. Estas son: a) Via de la extrusién del II CP y formar un oocito haploide con 1 PN, que seguira desa-
rrollo haploide uniforme. B) Via de clivaje inmediato, con la formacion de embrién de 2-células con 1 PN femenino por blastémero, aparen-
temente normal. E1 II CP parece un blastémero normal. C) Via de diploidizacién: la MII se desarresta pero no se extruye el II CP, con lo cual se
forma una cigota diploide producto de 2 PN haploides femeninos. Se forma un diploide heterocigota, por la supresién dela formacién del II CP
y delafusion delos PN con el II CP. La heterocigosis en estos partenogenones es el resultado de la recombinacién durante la meiosis. El segundo
caso de diploidizacién es la formacién de una cigota diploide con 1 PN, de constitucion 2n, da como resultado un diploide homocigota (por
diploidizacién del PN femenino). Cada una de las cigotas diploidizadas partenogenéticas, sigue el desarrollo a embriones de 2- o 4-células
diploides. Los embriones partenogenéticos de los primeros clivajes, aunque pueden presentar fragmentacion leve en el EPV, son morfol6-
gicamente normales, similares alos embriones fecundados, y sobreviven hasta estadios perimplantatorios (dias 4-5 de gestacién en el ratén).

Por su parte, defectos en el sistema de microttbulos esta
asociado a pérdida o ganancia de cromosomas, llevan-
do a aneuploidias (71, 72). Varios investigadores han
observado que los oocitos activados partenogenetica-
mente presentan ocasionalmente (6-8 hs postactivacion)
fragmentos citoplasmaticos en el EPV, lo que estaria re-
lacionado con alteraciones en el citoesqueleto. Los frag-
mentos citoplasmaticos anucleares y nucleares, fueron
encontrados en oocitos con 2 PN y en embriones de
clivaje inmediato. Si la migracion del huso meiético
hacia la periferia celular, prerrequisito parala divisién y
extrusion del I CP (73), se inhibe (por inhibicién de la

polimerizacién de actina), se puede originar una MII

diploide, sin la formacién de CP, u oocitos con dos PN.
Luego de la fertilizacién, estos oocitos pueden formar
triplodes o embriones diginicos, dependiendo de la ex-
trusion o no del Il CP (73). El detenimiento de la cigota
ha sido asociado frecuentemente con husos multipola-
res o degradacion del huso, ausencia de formacién de
CP, condensacién prematura de la cromatina o desba-
lance cromosémico (74). Se ha visto que el porcentaje de
embriones partenogenéticos con un solo PN correspon-
dia al porcentaje de oocitos con disrupciéon del huso
durante el periodo de 12-32 hs post-hCG (71). Los em-
briones con 2 PN parecen derivar de oocitos enlos que el

huso ha permanecido periférico (71).
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La presencia de cromosomas desordenados o dis-
persos en el citoplasma, o la sobremaduracién oocitaria
y diversos grados de activacion (75) son caracteristicas
tipicas del envejecimiento in vivo de oocitos maduros.
Este proceso puede producirse de manera intrafolicu-
lar, cuando el oocito maduro MII es retenido por mas
tiempo en el ovario, o intratubaricamente, cuando el
oocito es ovulado a tiempo pero la fecundacién esta
retrasada. Ademds de lo mencionado, multiples facto-
res pueden inducir la sobremaduracién y activacion del
oocito durante su formacion. Si bien, este fendmeno
puede ser inducido experimentalmente por una varie-
dad de tratamientos, que lleva a aparente activacion
normal, clivaje y formacién del blastocisto (76), puede
ocurrir partenogénesis espontanea en oocitos ovaricos
de ratén y por lo menos en una especie de cada clase de
vertebrados (Fig.7).

El mecanismo fundamental de activacion esponté-

nea del oocito esta dado por un simple desplazamiento

Figura 7. Microfotografias de tipos de oocitos murinos activados
partenogenéticamente. Tincion de cromatina nuclear con fluorocro-
mo Hoechst 33342). A: oocito normal arrestado en MII (no activado).
B: oocito activado con disrupcion de placa metafisica y cromosomas
dispersos en el citoplasma. C: oocito activado con extrusion de I CP
y 1 PN (haploide uniforme). D: oocito activado diploide, sin extru-
sién de Il CPy 1PN central 2n.

de Ca™ de los depésitos intracelulares, el cual es sufi-
ciente para iniciar la activacién partenogenética y la
reasuncion de la MII (77). La liberacion de Ca™ intrace-
lular gatilla la liberacién de los granulos corticales (GC)
(78) aunque, posiblemente esta descarga de los GCno es
un prerequisito esencial para el avance del desarrollo
partenogenético. Por otro lado, luego de la activacién, el
oocito presenta disolucién de la capa més externa de la
ZPy disminucién de la protedlisis de la ZP ("hardening"),
debido a la actividad ovoperoxidasa en el EPV, produc-
to delaliberacion de los GC liberados, hecho que podria
perturbar eventos de la fecundacién y del desarrollo
preimplantativo como el hatching del blastocisto.
Modificaciones en la competencia del oocito,
evidenciadas por sus cambios morfolégicos, determi-
nan la calidad del desarrollo de los embriones de preim-

plantacion (Fig. 8). Especificamente en relaciéon con ello,

Figura 8. Anomalias morfolégicas embrionarias de preimplan-
tacion: primeros estadios de clivaje. A: embrion de 2-células, posi-
blemente resultante de diploidizacién, con anomalia de zona pela-
cida, y cierto grado de fragmentacion. B: embrién de 2-células con 2
0 mas ntcleos por blastémero (triploide, mosaico). C: embrion de 3-
células con leve fragmentacion (en espacio perivitelino). D: embrién
de 6-células con un blastémero totalmente fragmentado (embrién
moderadamente fragmentado). E: embrién con elevada fragmenta-
cién. F: embrién totalmente fragmentado.
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son distinguibles las alteraciones en el ntiimero de célu-
las y la velocidad de desarrollo y consiguiente cambios
del tamafio celular y simetria del embrién, como asi
también el grado de fragmentacién y el patrén de nu-
cleacion (multinucleacién). Generalmente existe corre-
lacién entre morfologia y aneuploidia, ya que se refle-
jara en el grado de expansién y la existencia o no de
hatching del blastocisto, ademds de la morfologia del

MCly del TE (Fig. 9).

Figura 9. Anomalias morfologicas de embriones de preimplan-
tacion: estadios avanzados. Se muestran diferentes anomalias
morfolégicas relacionadas con la cavitacién. A: moérula en proceso
de cavitaciéon. Se indica (flecha) la formacién de vesiculas en
blastomeros extruidos hacia el espacio perivitelino. Notese la
deformacién del embrién. B: blastocistos iniciales con escaso
desarrollo con multiples cavidades pequefias, y células hacia el
espacio perivitelino. C: blastocisto inicial con una tnica cavidad de
tipo vesicular, sin pared trofoectodérmica normal (flecha). D:
blastocisto expandido con fragmentacion y lisis (flecha) en macizo
celular interno y fragmentacion en cavidad blastocélica.

La partenogénesis oocitaria toma relevancia en la
progresién del desarrollo de preimplantacion.

Oocitos con alteraciones en el ndmero de PN
pueden producir embriones diploides (diginicos) como
resultado dela supresion del Il CP, aunque ellos mueren
durante el desarrollo periimplantatorio o se desarrollan
hasta estadios intermedios en la gestacion (79). En este
caso, los embriones partenogenéticos (ginogenones)
son pequenos respecto de los embriones del estadio,

presentan retraso de diferenciaciéon y escaso tejido ex-

traembrionario, lo que sugirié que el componente ma-
terno tiene unrol en el desarrollo embrionarioy el pater-
no en el desarrollo extraembrionario.

En sintesis, la modificacién ntcleo-cromatinica de
tipo partenogénetica de la gameta femenina determina-
rd un particular desarrollo embrionario, y, aunque la
morfologia externa del embrién, al menos, en los prime-
ros estadios preimplantativos, no difiera de los embrio-
nes fecundados normalmente, la competencia del blas-
tocisto partenogenético y del embrién postimplantativo

temprano se vera afectada.

La “morfologia molecular” del oocito como la llave
para la determinacion de la competencia y calidad del
oocitoy del embrion temprano

Como se menciong, la calidad de la gameta femeni-
na impacta en las tasas de preimplantacién, en la im-
plantaciény en el desarrollo ulterior del embrién. Es por
ello que el interés actual se centré en la identificacién de
marcadores no invasivos que ayuden a la seleccién de
gametas con capacidad fecundante y competencia pre-
implantativa. Asi, surge la limitacién a la capacidad de
distinguir entre el desarrollo de oocitos competentes o
incompetentes, ya que ain el conocimiento acerca de las
caracteristicas esenciales que se necesitan para la adqui-
sicién de una buena calidad oocitaria, es incompleto.
Por lo tanto, es atin necesario identificar las caracteris-
ticas morfoldgicas especificas que se asocian a determi-
nados y especificos marcadores moleculares, que
podrian ser utilizados para predecir la competencia de
desarrollo y méas precisamente, ser de ayuda en el esta-
blecimiento de criterios méas objetivos para la seleccién
de los oocitos. Aunque la comprension de los procesos
moleculares que estan implicados enla adquisicién de la

competencia oocitaria-embrionaria es adn incipiente y
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rudimentaria, con el uso de modelos animales y nuevas
tecnologias, se aborda hoy el estudio del vinculo entrela
morfologia gamético-embrionaria clasica con la morfo-
logia molecular especifica dada por el patrén de expre-
si6bn génica durante la oogénesis y embriogénesis

temprana.

Control genético materno y competencia embrionaria
en preimplantacion

El programa que regula las primeras etapas del de-
sarrollo se establece durante la oogénesis. La competen-
cia del desarrollo de los oocitos MII se construye a lo
largo de la foliculogénesis, cuando se almacenan trans-
criptos y proteinas para ser utilizados, después de la
fecundacion, durante la transicion de la gameta al desa-
rrollo embrionario. La expresiéon apropiada de un na-
mero de genes de efecto materno, tales como Zarl,
NPM2, Stella (Pgc7, Dppa3), SMARCA4 (Brgl) y Mater,
es crucial para la continuidad del desarrollo de preim-
plantacién ya que la desregulacion de la expresion de
algunos de estos da como resultado la detencion del
desarrollo (80-83).

Tres mecanismos nucleares, de organizacion epige-
nética, determinan la competencia del desarrollo del fu-
turo embrién: a) la organizacion de la cromatina oocita-
ria durante la oogénesis, b) la mutilacién del ADN y ¢) la
modificacién de histonas. A continuacién nos ocupare-

mos del primer aspecto.

Rol de la organizacion morfolégica nuclear del oocito
enlacompetencia gamético-embrionaria

En busca de factores cruciales en la determinacién
de la competencia del desarrollo embrionario tempra-
no, recientes estudios han encontrado que la organiza-

cién cromatinica nuclear de los oocitos es un pardmetro

morfolégico y marcador molecular de las diferencias
que subyacen a los diferentes estados de calidad y ma-
duracién oocitaria y posterior desarrollo preimplanta-
tivo, ya que la competencia embrionaria se establece
desdela oogénesis (84, 85).

Los oocitos antrales de raton, recientemente, han
sido clasificados en dos diferentes clases: (a) oocitos con
nucléolo rodeado por un anillo de heterocromatina alre-
dedor del nucléolo, con nticleo filiforme y de cromatina
compactada (llamados oocitos SN), y (b) oocitos con
nucléolo sin un anillo de cromatina alrededor del nu-
cléolo, o “not surrounded” (oocitos NSN) con cromatina
nuclear difusa (86) (Fig. 10). Los oocitos de foliculos
primordiales, presentan la morfologia cromatinica de
tipo NSN. Luego, en el momento del reclutamiento foli-
cular algunos oocitos (5%) adquieren la organizacion de
la cromatina SN, y la frecuencia de este tipo de oocito
llega al 50% en el estadio antral madurado justo antes de
ovulacién (87). Los oocitos completamente crecidos y
maduros que presenten nicleos con organizacion de la
cromatina de tipo NSN fueron considerados oocitos in-
maduros. En el ratén, los oocitos NSN estan presentes
desde los foliculos primarios y a lo largo de la foliculo-

génesis, mientras que los oocitos SN apareceran duran-

Figura 10. Organizacién morfolégica de la cromatina nuclear de
los oocitos antrales en estadio de vesicula germinal. La morfologia
nuclear fue clasificada segtn dos tipos: tipo SN (ntcleo
“surrounded”) y tipo NSN (ntcleo “non-surrounded”), dependiendo
de la presencia o ausencia respectivamente de un anillo de cromati-
na Hoechst 33342-positiva, que rodea el nucleolo (flecha en “SN”)
(Modificado de Zuccotti (129).
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te el crecimiento, cuando el oocito alcanza el tamafio de
aproximadamente 40 um de didmetro, y su porcentaje
serd maximo en el compartimiento del antro de hem-
bras prepuberes (87).

Este patron de organizacién de la cromatina tam-
bién es evidente en el nticleo del oocito de otras especies
de mamiferos: en la rata, cerdo, mono y humano (84).
Sélo los oocitos de cabra (88), equino (89) parecen tener
excepciones, ya que sus VG no muestran configuracion
de lacromatina de tipo SN.

En un intento para correlacionar el tipo de organiza-
cién de la cromatina nuclear del oocito con su capacidad
de desarrollo o competencia a blastocisto, se ha visto
que los oocitos antrales NSN, cultivados hasta MIl y fer-
tilizados in vitro, nunca se desarrollaron mas alla de la
etapa de 2-células, mientras que los oocitos antrales SN
podian desarrollar a un embrién de 8-células (Fig. 11)
(90). Estos datos sugirieron una correlacién entre el tipo
de organizacién de la cromatina oocitaria y el desarro-
llo del embrién (91, 92).

Las diferencias morfolégicas de la cromatina nu-
clear de los oocitos correlacionan con cambios en la
transcripcion génica (93). Una serie de factores interac-
tuantes son los responsables de la regulacion de la
adquisiciéon de la competencia en el desarrollo de los
oocitos SN. Los oocitos NSN son transcripcionalmente
activos y producen toda clase de ARN, mientras que los
oocitos SN son inactivos (94). El analisis inmunocitoqui-
mico de los perfiles de metilacién de ADN, acetilacion
de histonas y la metilacién de la histona, mostraron que
todos estos parametros estan aumentados en los oocitos
SN respecto delos NSN (95).

La expresion de transcriptos maternos determina el
almacenamiento de productos génicos en el oocito para

sostener las primeras etapas de preimplantacion, hasta
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Figura 11. Desarrollo embrionario a partir de oocitos NSN y SN.
Luego del aislamiento de los oocitos antrales (estadio de vesicula
germinal) del ovario (a), se clasificaron en base a la morfologia nu-
clear (Hoechst 33342) en oocitos NSN (b1) y oocitos SN (b2). Luego de
maduracién in vitro, inseminacién y cultivo embrionario, solamente
los oocitos SN fueron capaces de alcanzar el estadio de 4-células y
blastocisto (e2). En contraste, los oocitos NSN se bloquearon en el
estadio de 2-células (c1). Un alto porcentaje de blastocistos deriva-
dos de oocitos SN alcanzaron el estadio de “hatching” (Modificado
de Zuccotti (85).

que se produce la reprogramacion y activacion del ge-
noma embrionario. La correcta expresion de los genes
materno como Zarl, NPM2, Stella, Brgl y Oct-4, es cru-

cial para el desarrollo de preimplantacion ya que la falta
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o expresion defectuosa de uno de estos genes da como
resultado la detencion del desarrollo en el momento de
la activacion del genoma cigético (82, 96).

Ademas de la diferente configuracion de la croma-
tina, otras diferencias se han descrito entre los oocitos
SN y NSN de ratén. Por ejemplo, la heterocromatina
que rodea el nucléolo de los oocitos SN, es ADN centro-
mérico satélite, principalmente ricos en AT (97). Los
centros organizadores de microtibulos se forman alre-
dedor del ntcleo de los oocitos SN, pero no alrededor
del ntcleo de los oocitos NSN (98). Ademas, los nucleo-
los de los oocitos NSN estan vacuolados y menos com-
pactados que los de los oocitos SN (99). Estas diferencias
morfolégicas tienen relevancia biolégica ya que se han
correlacionado con cambios en la transcripciéon (93,
100). Otra diferencia entre los dos tipos de oocitos es el
grado de metilacion del ADN, acetilacién de histonas y
la metilaciéon de histonas, los que es mayor en oocitos
SN (95). En otro estudio se han comparado los perfiles
de transcripcion de los dos tipos oocitos de ratén, con el
objetivo de la identificacién de genes y de las redes
transcripcionales, ya que su expresiéon anémala con-
tribuirfa a competencia reducida (101). A partir del
analisis de los perfiles de expresion, la transcripcion del
factor Oct-4 emergi6 como un potencial regulador clave
de los eventos moleculares que rigen el establecimiento
del legado materno requerido para la transicién de la
gameta al embrion. Oct-4 no se expresa en oocitos antra-
les NSN, que son incompetentes, y su ausencia da
cuenta de la baja regulacién de Stella y la sobreregula-
cién de un grupo de genes regulados por Oct-4 implica-
dos en la activacion de vias bioquimicas como la disfun-
cién mitocondrial y apoptosis (101). Por el importante
rol de Oct-4 en la competencia gamético-embrionaria, se

considera, a continuacién, un parrafo aparte.

Rol de Oct-4 en el establecimiento de la competencia
del desarrollo del oocito y del embrién

El papel del factor de transcripcién Oct-4 durante el
crecimiento de los oocitos atn esta siendo investigado.
Recientemente se ha descripto su participacién en la ad-
quisicién de la competencia oocitaria en el ratén para el
mantenimiento de la condicién de la pluripotencia, por
su influencia en la regulacion de genes como Stella, en el
locus de Nanog, que influyen en la organizacion de la
cromatina (102).

El analisis de la expresion de Oct-4 a lo largo de la
foliculogénesis ha demostrado que la proteina esta pre-
sente en oocitos primordiales, que desaparece en ooci-
tos primarios y reaparece de nuevo en el comienzo del
crecimiento s6lo en aquellos oocitos de tipo SN (2), pa-
tron de expresién que se mantiene hasta que el oocito SN
alcanza la plena madurez. En contraste, Oct-4 no se ex-
presa en oocitos de tipo NSN, durante su crecimiento. Es
asi que la expresion de Oct-4 en el ovario adulto, podria
sefialar aquellos oocitos que, en cada etapa del creci-
miento folicular, han entrado en el camino que conduce
a la adquisiciéon de la competencia de desarrollo (tipo
SN) y que han procedido a la siguiente etapa de madu-
racién. En contraste, los oocitos que no expresan Oct-4
(tipo NSN) podrian eliminarse o reclutarse mas tarde
durante la foliculogénesis.

Aunque la presencia de Oct-4 probablemente no es
suficiente por si misma para establecer la competencia
de desarrollo del oocito, ya que otros factores podrian
contribuir a la via que conduce a su plena adquisicién, la
ausencia de Oct-4 en el final de la foliculogénesis podria
ser perjudicial para este proceso (103).

La red de regulacién de Oct-4 proporciona una co-
nexion entre el oocito, el embrion de preimplantacién y

las células madre embrionarias. Otros grupos de genes
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interacttan con Oct-4 en relacién con la adquisicion de
la competencia oocitaria durante la foliculogénesis. Uno
de estos candidatos propuestos es el factor de transcrip-
cion “Germ Cell Nuclear Factor” (Genf), regulador
negativo de Oct-4 durante la diferenciacion de células
germinales primordiales (104). Junto con el factor Stella,
ellos se expresan simultdneamente en el comienzo del
crecimiento oocitario y sélo en los oocitos SN. El Genf es
un regulador putativo de la expresién de Oct-4 en ooci-
tos en MII. La funcién de Oct-4 esta dirigida, en el locus
Nanog, por la expresién de Stella y Foxj2 (2) (Fig. 12).
Una reduccion en la regulacion de la expresion de Stella
explica el bloqueo del desarrollo en 2-células de los ooci-
tos NSN, después de la fertilizacién. De hecho, la falta
de Stella en oocitos es incompatible con el desarrollo
embrionario preimplantacién, ya que la mayoria de los
embriones se detienen muy tempranamente. La funciéon
molecular de Stella es actuar como un protector contra
la demetilacién del genoma materno y de algunos genes
paternos impresos durante las primeras etapas de desa-

rrollo (105). Asi, la ausencia de Oct-4/ Stella en oocitos
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Figura 12. Desarrollo oocitario y factores moleculares principales
involucrados en la competencia gamético-embrionaria. Los oocitos
primordiales poseen el tipo de cromatina “NSN” y expresan la pro-
teina Oct-4 (verde). En los oocitos de los foliculos primordiales, Oct-
4 es “down-regulado” y reaparece nuevamente al comienzo del creci-
miento del oocito, pero solamente esto ocurre en los oocitos SN y sus
derivados oocitos MII. Sobre la base de recientes evidencias acerca
del rol de Oct-4 en la regulacion de la expresion de genes, dentro del
locus Nanog, se ha propuesto que, en los oocitos NSN-MII, la redu-
ccion de la regulacion de Oct-4 es explicada por la inactivacion de
Stella y el aumento de Foxj2. En los oocitos SN-MII, gobierna la ex-
presion de Stella. Los cambios en la expresion de Stella y de Foxj2 de
los oocitos es deletéreo para la supervivencia y desarrollo del em-
brién a blastocisto (Modificado de Zuccotti (84).

NSN sugiere que adn no han adquirido la competencia
de desarrollo, o que podrian haber entrado en una via

apoptotica.

Factores que modifican el desarrollo morfolégico y la
competencia oocito-embrionaria

Diversos agentes fisicos, quimicos y, condiciones
ambientales de amplia indole, asi como factores endé-
genos, pueden afectar la calidad de la gameta femenina,
induciendo ulteriores modificaciones en la dindmica y
morfologia del embrién de preimplantacién. Algunos
de estos factores son: la edad avanzada de la mujer (en el
caso de la poblacién humana, los niveles hormonales
(estradiol), los factores genéticos, la elevada concentra-
cién de gonadotropinas, el nivel de estimulaciéon ovari-
ca, el consumo de drogas o el tabaquismo, los contami-
nantes ambientales, entre otras tantas causas. En parti-
cular, cabe mencionar a continuacién algunos de ellos.

La hiperestimulacién ovarica (101) provoca frecuen-
tes cambios de la granulosidad del citoplasma del ooci-
to, vacuolas y agrupaciones del REL, EPV anormal,
anormalidad de la morfologia del I CP (fragmentacién),
entre otros. En los tratamientos de fertilizacién asistida
con el uso de protocolos de superovulacion es alta la fre-
cuencia de empeoramiento de la tasa de fertilizacion
debido a oocito dismorficos.

Una de las causas endégenas de deterioro de la cali-
dad morfolégica del oocito es el envejecimiento posto-
vulatorio (106). Los oocitos envejecidos por permanen-
cia tubérica u oviductal, postovulatoria, exhiben nume-
rosas aberraciones incluyendo exocitosis parcial de GC,
endurecimiento de zona (107), disminucién de los facto-
res criticos del ciclo celular incluyendo MPF (108), dis-
funcién mitocondrial (109, 110, 111), anormalidades del

huso (112), la pérdida de la integridad cromosémica
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(112) y cambios epigenéticos (113). No es sorprendente
que el proceso de envejecimiento postovulatorio culmi-
ne en apoptosis (111, 114, 115, 116). El deterioro celular
asociado al envejecimiento puede influir fuertemente
en el resultado de la fertilizacion in vivo e in vitro (117),
determinando asi mismo la produccién de mala calidad
de embriones (111), un aumento de la probabilidad de
pérdida temprana del embarazo (118) y anomalias de la
descendencia (119).

Las causas exégenas del deterioro oocitario son va-
riadas. Ademads de los efectos adversos de maltiples
agentes toxicos ambientales, especial atencién merecen
los efectos del consumo femenino de alcohol sobre la
gameta, por su potencial repercusion sobre el desarro-
llo embrionario temprano.

Los efectos del consumo crénico de alcohol sobre la
funcién femenina son muy diversos, ya que dependen
de la ruta de administracion, la dosis de alcohol ingeri-
da, el tiempo, la frecuencia y periodo de exposicion, asi
como de variables individuales (peso, edad, sexo, gené-
tica). La ingesta de alcohol al 5y 10% (via agua de bebi-
da) por tiempos prolongados (30 dias) en el modelo mu-
rino provoca alcoholemias del orden de los 50-60 mg/ dl
e induce retencién de oocitos en foliculos maduros, por
lo que se observa desde retraso de la ovulacion (120)
hasta anestro prolongado (detenciéon en diestro). El
retraso de la ruptura folicular lleva a una condicién de
sobremaduracién intraovérica que culmina con altera-
cién morfolégica de los oocitos foliculares. (121, 122).
En estas condiciones, luego de la ingesta de alcohol, los
oocitos MII se activan espontdneamente generandose
un estado haploide por la expulsion del II CP y desa-
rrollo de la MII a PN. La gameta activada es capaz
entonces de continuar con su desarrollo al estadio de

embrion de 2-4 células o hasta atn a estadios del desa-

rrollo preimplantativo més avanzados, para finalmente
perderse la gestaciéon por fragmentacion embrionaria
(123). Ademas de la presencia de II CP y formacion de
PN femenino, la morfologia partenogenética mds co-
munmente observada en los oocitos expuestos a etanol
son las anomalias morfoldgicas del ooplasma, como
aumento de la picnosis y granulacioén, y la fragmenta-
cién perivitelina, lo cual sugiere que la apoptosis es un
proceso relacionado con la partenogénesis. Dado que en
las hembras tratadas con etanol al 10% por 30 dias, el
porcentaje de foliculos inmaduros en el ovario dismi-
nuye, se sugiri6 que el efecto de la exposicién crénica a
etanol, a nivel ovérico, es modificar el tiempo de madu-
racion oocitaria (120, 121). Tal como hace tiempo fue
sugerido por otros autores (124), los oocitos periovula-
torios presentan alta sensibilidad a los efectos adversos
del consumo de alcohol. La calidad de la gameta parece
ser afectada mas especificamente durante la reasuncion
meidtica, durante el transito del estado de inmadurez
(VG) a la madurez (MII) donde el efecto directo de la
exposicion a alcohol, como inductor de aumento de Ca™
intracelular entre otros mecanismos, conducira a acti-
vacion del oocito y expulsién del II CP. La alteracion
nuclear de oocitos de hembras tratadas con etanol en
bajas cantidades se puso en evidencia por apariciéon de
placa metafasica anormal y presencia de cromosomas
dispersos en el citoplasma, elevada frecuencia de ooci-
tos con desarresto de la MII, 1 PN o anucleados (0 PN).
Ademas de estas anomalias nucleares, se ha demostra-
do que la exposicién periovulatoria a etanol durante la
MI y MII, induce pérdida cromosémica (aneuploidias)
en los oocitos expuestos, con presencia de husos multi-
polares asociados con alineamientos desorganizados de
cromosomas (124). En sintesis, el consumo crénico de

etanol al 5 y 10%, tendria dos efectos: a nivel ovarico,
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retrasando la maduraciéon y ruptura folicular, y a nivel
gamético, sobremadurando los oocitos y alterando la
calidad del COC. Las consecuencias de estos efectos ad-
versos en la calidad de la gameta se pondrén en eviden-
cia en alteraciones de la morfologia de la interaccién ga-
mética durante la fecundacion (125), y pérdida tempra-

na dela gestacion durante la preimplantacion (123, 126).

Conclusiones
El rol de la morfologia del oocito en la competencia
del desarrollo embrionario temprano es hoy objeto de
interés en el estudio del destino embrionario. La vincu-
lacién entre el aspecto morfolégico de la gameta, la com-

petencia nuclear y los marcadores moleculares especifi-

cos de la determinacién del futuro embrién, son campos
de investigacion permanente que aportardn dtiles y
esenciales herramientas para el diagnéstico del destino
embrionario y el potencial tratamiento de la pérdida

temprana de la gestacion, en los mamiferos.
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