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Introduccion

En los organismos superiores se
reconocen dos formas de muerte celu-
lar: Necrosis y Apoptosis. La primera,
tal vez la mas conocida, es el resulta-
do de dafio tisular grave (trauma, toxi-
nas, quimicos) y afecta a grupos celu-
lares, causando dilatacién celular y
ruptura de la membrana plasmatica,
condiciones que inducen una respues-
ta inflamatoria en las células sanas
adyacentes. El mecanismo de la
necrosis se gatilla sin intervencién ac-
tiva de las células.

Por otra parte, la muerte celular pro-
gramada o apoptosis, también llama-
da “suicidio celular”, afecta s6lo a cé-
lulas individuales o aisladas y no se
asocia a inflamacién. La apoptosis jue-
ga un rol determinante en la elimina-
cién de células danadas o peligrosas
para el organismo (células infectadas
con virus, c€lulas del sistema inmune,
células con dafio en el ADN, células
cancerigenas) y también es necesaria
para un adecuado proceso de divisién
celular (mitosis) en estructuras en de-
sarrollo, ya que al remover células no
deseadas permite un adecuado balan-
ce para la mantencién de un niimero
celular 6ptimo.

El objetivo del presente articulo es
entregar una vision breve y actualiza-
da a cerca de la muerte celular progra-
mada y su relacién con el desarrollo
embrionario, asi como de las técnicas
para el diagnéstico de apoptosis em-
pleadas en la produccién de embrio-
nes in vitro.
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Cambios celulares
durante la apoptosis

Uno de los aspectos maés estu-
diados y conocidos respecto de la
apoptosis, se refiere a los cambios
morfolégicos y bioquimicos que ocu-
rren en la célula (Figura 1). Los pri-
meros signos consisten en la separa-
cién de las células pre-apoptdsicas de
sus vecinas, con lo cual adquieren una
forma mds redondeada. En el nicleo,
inicialmente la cromatina (ADN + pro-
tefnas) se agrupa o condensa en gran-
des masas, y luego el ADN se frag-
menta debido a la accién de enzimas
(endonucleasas).

A nivel citoplasmatico se forman
vacuolas y el citoplasma se fragmen-
ta, manteniéndose la membrana
plasmatica intacta. Los fragmentos
citoplasmaticos se denominan cuerpos
apoptdsicos y juegan un papel impor-
tante en la estimulacién de la
fagocitosis de estas células por parte
de células vecinas y/o macréfagos. En
estos casos no existe respuesta
inflamatoria ya que la eliminacién de
los fragmentos celulares se realiza sin
que haya liberacién del contenido ce-
lular hacia la matriz extracelular.

Control de la apoptosis

Los mecanismos de control de la
apoptosis son complejos e involucran
una serie de sefiales, tanto end6genas
como exdgenas, asi como un fino equi-
librio entre sefales para que la célula
continue con vida o sefiales negativas
para que muera. Actualmente se admi-
te que existen una serie de elementos
que pueden ser comunes en la
apoptosis y se han sefialado como:
inductores, reguladores y efectores.

Los inductores son aquellas sefia-
les que inducen a la célula a entrar en
apoptosis y pueden provenir desde
dentro de la célula o desde el exterior.
Algunos inductores poseen la capaci-
dad de unirse a receptores en la mem-
brana celular (proteinas o péptidos) y
otros se unen a receptores en el cito-
plasma (esteroides). Factores externos
como radiacion ultravioleta o sustan-
cias quimicas pueden actuar como
potentes inductores de apoptosis.

Dentro de los reguladores existen
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genes que codifican para proteinas que
pueden inhibir o promover la muerte
celular. Los genes de la familia Bcl-2
son los que estdn mejor estudiados.
Estos genes codifican para proteinas
que pueden inhibir o permitir la
apoptosis. La proporcién en que se
expresan unas proteinas respecto de
otras puede determinar que la célula
muera o no.

Los efectores son los responsables,
en dltima instancia, de los cambios
estructurales que conducen a la muer-
te celular programada. Estos cambios
son bastante parecidos en los distin-
tos tipos de células. Los efectores son
principalmente enzimas (endonu-
cleasas y proteasas). Se cree que la
activacion de endonucleasas depen-
dientes de calcio y magnesio, son las
responsables de la fragmentacion del
ADN y de los cambios que ocurren en
el ndcleo de la célula. Entre las
proteasas mds estudiadas se encuen-
tran las caspasas, que son considera-
das como las moléculas efectoras mas
importantes de la apoptosis. Cabe des-
tacar que las caspasas estdn inactivas
en las celulas sanas. En muchos casos
la activacion de un tipo de caspasa pro-
duce la activacién de otras, generan-
do una "cascada irreversible de
caspasas" que amplifican notablemen-
te la sefial.

Apoptosis durante el
desarrollo embrionario

La formacién de un embriéon ma-
mifero compatible con la vida, desde
el estado unicelular (cigoto fertiliza-
do) hasta estructura multicelular dife-
renciada, requiere la generacién de una
poblacién celular, lo que involucra
procesos de division, diferenciacién y
muerte celular, todos regulados por
factores de crecimiento (péptidos).

La apoptosis juega un papel impor-
tante en los organismos, manteniendo
un control sobre el nimero de células
de los tejidos, tanto durante el desa-
rrollo embrionario como en algunos
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sistemas del adulto. De esta forma se
pueden eliminar células que tienen
funciones transitorias durante determi-
nadas etapas del desarrollo. Algunos
ejemplos notables de muerte celular
programada durante el desarrollo
embrionario se pueden ver en el Cua-
dro 1.

Como ha sido sefialado, la muerte
celular en el embrién ocurre por
apoptosis y sirve para eliminar célu-
las no deseadas durante el desarrollo.
La mayor cantidad de células
apoptosicas se presentan en el macizo
celular interno (MCI) del blastocisto
en las diferentes especies. Ademads
durante el desarrollo del embrién la
apoptosis juega un papel crucial en la
formacion de la cavidad amnidtica.

Diagnéstico
de apoptosis
en embriones
mamiferos

En los ultimos afios la reproduccion
ha evolucionado aceleradamente, ca-
racterizandose por el desarrollo de una
serie de técnicas que contribuyen a
aumentar en forma rdpida la capaci-
dad reproductiva y el mejoramiento
genético. Siendo una de ellas la pro-
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duccién de embriones in vitro. Esta
técnica hace posible que 6vulos no fe-
cundados puedan ser madurados, fer-
tilizados y desarrollados bajo condi-
ciones de laboratorio. Por este medio
se producen grandes cantidades de
embriones para programas de transfe-
rencia embrionaria.

Los embriones mamiferos se carac-
terizan por la gran variabilidad
morfolégica y diferente potencial de
desarrollo, lo que podria verse refle-
jado en porcentajes variables de im-
plantacion y de prefiez. Se ha obser-
vado que después de la fertilizacién in
vitro, un significativo nimero de em-
briones presentan retraso del desarro-
llo. Embriones normales y embriones
con atraso del desarrollo contienen
diferente porcentaje de células con sig-
nos de apoptosis, aunque la presencia
de estas también se presentan in vivo,
lo que confirmaria la presencia de
apoptosis en el desarrollo normal. La
incidencia de la muerte celular aparen-
temente esta correlacionada con la ca-
lidad embrionaria. Por ejemplo del to-
tal de células en un blastocisto de bue-
na calidad morfolégica, el porcentaje
de células muertas es menos de 10% y
en uno de mala calidad es de 30%
aproximadamente.



Desde mediados de la década de los
setenta se han hecho descripciones
estructurales de células muertas en
embriones preimplantados de diferen-
tes especies incluyendo ratén, vaca,
mono y humano. Estas descripciones
se han basado en tinciones celulares
que usan marcadores fluorescentes
especificos y se caracterizan por tefiir
la membrana nuclear, la cromatina
condensada, vacuolas citoplasmaticas,
nucleos y citoplasmas fragmentados.

Cambios en
la membrana

En el embrion, la integridad de la
membrana celular se mantiene hasta
las ultimas fases de la apoptosis, sin
embargo tempranamente durante este
proceso ocurre aislamiento de las cé-
lulas apoptdsicas de sus vecinas y
redistribucién de fosfolipidos en la
membrana celular. En las células sa-
nas los fosfolipidos (fosfatidilserina)
estan distribuidos asimétricamente y
confinados en la capa interna de la
membrana plasmatica. En las células
apoptésicas, la fosfatidilserina se
transloca a la capa externa de la mem-
brana donde la proteina anticoagulante
Annexin V se puede fijar por su alta
afinidad. Al tefiir estas células presen-
tan fluorescencia y también se puede
determinar mediante citometria de flu-
jo.

Vacuolas
citoplasmaticas

En las células apoptosicas se pre-
sentan vacuolas transldcidas, frecuen-
temente asociadas con condensacién
citoplasmatica. Estas vacuolas pueden
ser observadas con microscopia elec-
trénica o con microscopia dptica.

Condensacion
de cromatina

Uno de los primeros cambios
morfoldgicos indicativos de la
apoptosis es la condensacién de
cromatina dentro de la membrana nu-
clear. Este proceso ha sido detectado
en embriones marcando el ADN con

un polinucleétido especifico
fluorocromado como es el propidio
iodado (PI) o el 4,6 diamino-2-
fenilanido (DAPI). Por lo tanto em-
briones con cromatina condensada te-
fiidos con PI o DAPI pueden ser ob-
servados usando microscopia de fluo-
rescencia.

Fragmentacion nuclear

En embriones con retraso de creci-
miento se pueden observar nicleos
condensados o fragmentados con el
mismo procedimiento de marcacién de
ADN, aunque también se ha encontra-
do que embriones sanos presentan 7-
8% de nicleos fragmentados.

Fragmentaciéon de ADN

Otra caracteristica de apoptosis es
la degradacién del ADN en fragmen-
tos, teniendo un pequefio nimero de
células en el embrién es imposible usar
técnicas electroforéticas para observar
el ADN fragmentado. El desarrollo de
la técnica de TUNEL (dUTP-final
TdT-mediada) posibilita evaluar la
fragmentacion nuclear in situ. Esta téc-
nica se basa en la incorporacién de un
oligonucleotido marcado con fluores-
cencia, permitiendo la localizacién y
cuantificacién de nicleos fragmenta-
dos.

Fragmentacion
citoplasmatica y
formacion de
cuerpos apoptosicos

Se han evidenciado grados diversos
de fragmentacién citoplasmadtica en
embriones con retraso del desarrollo.
Larevision de la estructura de embrio-
nes muestra cuerpos apoptosicos. La
tincién de TUNEL y el uso de la
microscopia fluorescente es una herra-
mienta util en la determinacion de este
tipo de fragmentacion.

Fagocitosis

La degeneracion celular resulta en
la formacién de restos extracelulares
y la presencia de mitocondrias y re-
manentes nucleares que confirman el

origen celular. Con microscopia focal
se pueden observar blastémeros
fagocitados por células adyacentes y
vacuolas autofédgicas a nivel estructu-
ral con microscopia electrénica.

Algunos factores
asociados con
apoptosis en
embriones
producidos in vitro

Eliminacion de células
con inapropiado
potencial de desarrollo

Una de las funciones de la apoptosis
durante el desarrollo es eliminar célu-
las que no seran requeridas. Células
del MCI del blastocisto temprano pue-
den regenerarse en células del
trofoectodermo, aunque estas mismas
del blastocisto tardio no lo pueden rea-
lizar. La muerte celular es el mecanis-
mo por el cual el blastocisto elimina
células del MCI que atin tienen el po-
tencial para formar trofoectodermo,
esto podria reducir el riesgo de una
inapropiada expresién ectopica del
trofoectodermo durante la diferencia-
cién de la capa germinal.

Anormalidades
cromosomicas
y nucleares

Los embriones mamiferos presen-
tan una alta incidencia de anormalida-
des nucleares y cromosdmicas, ademas
un gran porcentaje de embriones pre-
sentan células diploides mientras que
otras tienen un complemento
cromosémico anormal. Es posible que
por medio del proceso de apoptosis se
eliminen estas células anormales.

Escasez de factores

de crecimiento

La falta de factores del crecimien-
to puede ser un factor en el inicio de

la apoptosis. En el embrién los facto-
res de crecimiento maternos y
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embrionarios juegan un papel clave en
el desarrollo. Esto se ha observado en
embriones cultivados en medios suple-
mentados con factores del crecimien-
to (TGF-a y IGF-I), mostrando una
mejora en el desarrollo. Esto nos hace
pensar que dicha suplementacién
incrementa el nimero celular y dismi-
nuye el nimero de células apoptdsicas
en el embrion.

Cultivo subéptimo

La muerte celular embrionaria no
es exclusiva de embriones producidos
invitro. Se ha encontrado que més del
80% de embriones normales, que han
sido removidos del tracto reproductor
presentan uno o mds nicleos fragmen-
tados, variando entre 1-3% en células
del trofoectodermo y de 10-20% en el
MCI.

ogAADE ANTIPA

Manipulacion

Cualquier embrién sometido a ma-
nipulacién, biseccién, biopsia, trans-
ferencia nuclear, inyeccién intra-
citoplasmatica o cualquier otro mane-
jo como tranferencia, cultivo, refrige-
racion y congelacion ha sufrido dafio
fisico y muerte en algunas de sus cé-
lulas.

Comentario final

La muerte celular programada o
apoptosis resulta ser un fenémeno fi-
siolégico fundamental durante el de-
sarrollo embrionario, ya que permite
un adecuado balance del nimero ce-
lular del organismo en crecimiento, asi
como la regresién de estructuras que
han perdido funcién o que no son ne-
cesarias. El estudio de la apoptosis
durante el desarrollo temprano de em-
briones producidos in vitro resulta una
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herramienta de gran proyeccion para
evaluar la viabilidad de embriones
potencialmente transferibles.
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