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RESUMEN

Durante tres décadas, el andlisis de embriones y ovocitos humanos
ha consistido principalmente, en su evaluacion morfologica o
citogenética, paulatinamente se han incorporado técnicas molecu-
lares como FISH y PCR. Sin embargo, el desarrollo de nuevos
métodos de amplificacion de RNA, usando células individuales, ha
permitido analizar la expresion génica en ovocitos, complejos
ciimulo-ovocito y embriones de preimplantacion. Estas técnicas
revolucionardn el estudio de la biologia reproductiva humana y la
reproduccion asistida, permitiendo un andlisis objetivo y poderoso
de los complejos procesos e interacciones del inicio de la vida,
explicando las causas de la infertilidad humana y generando
nuevas terapéuticas para ésta.

Palabras clave:
Embrion humano, expresion génica, genomica funcional,
ovocito, RNA, transcriptoma

Introduccion

D esde el desarrollo de la fertilizacion in vitro en la déca-
da de los setentas y el nacimiento del primer nifio por
fertilizaciéon in vitro en 1978, la reproduccién asistida ha
requerido la clasificacion de los embriones; ésta se ha dado
principalmente a nivel morfoldgico y hoy en dia sigue siendo
la mas utilizada. No obstante, se ha requerido la incorpora-
cion de otras técnicas que permitan acceder al estatus
fisiolégico y la capacidad de desarrollo e implantacion del
embrion. Con este fin se han incorporado técnicas molecu-
lares como hibridacioén fluorescente in situ (FISH) e hibrida-
cion gendmica comparativa (CGH), y otras basadas en la
reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (RT-PCRy PCR
en tiempo real). Recientemente se ha incorporado el uso de
microarreglos de cDNA u oligonucleétidos y el andlisis serial
de expresioén génica (SAGE).
Sin embargo, el andlisis de expresion génica a gran escala
en pocas células o células individuales, como embriones y
ovocitos representa unadificultad técnica dificil de sortear. Esto
se debe a que la cantidad de RNA necesario para hibridizar los
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microarreglos, es generalmente de 50-200 mg y una célula
contiene aproximadamente 10-30 pg; con esta consideracion, el
numero necesario de células requerido para ser usada en
microarreglos sin amplificacion de RNA es 1.6 x 10°a 2 x 107;
haciendo necesario pasos previos de amplificacion ala hibrida-
cion. Porlo tanto, es hasta tres décadas después del inicio de
la fertilizacion in vitro que hemos podido comenzar a estudiar
los programas de expresion génica de embriones y gametos
humanos a nivel individual.

Expresion génica en ovocitos y embriones

Aunque existen informes desde la década de los noventas de
la expresién génica en embriones humanos, sélo se estu-
diaron en ellos los genes individuales y se requirié hacer
grupos de embriones y ovocitos para su analisis. Para utilizar
células individuales, trabajos pioneros construyeron biblio-
tecas de cDNA de ovocitos y embriones humanos individua-
les’ utilizando la tecnologia SMART® para la amplificacion de
mRNAs. Esta técnica consiste en la sintesis de cDNAy en la
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amplificacién en un solo tubo evitando la pérdida de material,
con lo cual permitié su combinacion con otras técnicas como
el SAGE para estudiar la expresion génica de ovocitos en
diferentes etapas de maduracion.?

Bermudezetal.®informaron en elaio 2002 el primer estudio
de expresion génica en ovocitos individuales y pool de estos a
gran escala, utilizando microarreglos de 8,500 Expressed Se-
quence Tags (EST) y amplificacion linear de RNA previa a la
hibridacion.® Encontraron 1361 transcritos constantes entodos
los ovocitos de los cuales 406 habian sido confirmados de
manera independientemente con otros métodos. Adicionalmen-
te, validaron la expresion en ovocitos individuales contra grupos
de ovocitos, encontrandola relativamente igual. Sin embargo, los
ovocitos usados en este trabajo fueron descartados de un
programa de fertilizacion in vitro por fallas en la fertilizacion, lo
cual podria no reflejar el programa de desarrollo normal.

Dobson et al,* utilizando un microarreglo de cDNA de
aproximadamente 29,778 genes independientes, columnas
de purificaciéon y amplificacién lineal de RNA, realizaron un
seguimiento completo del desarrollo humano preimplanta-
cion utilizando ovocitos inmaduros, maduros y embriones de
1 dia (2 células), de 2 dias (3 y 4 células) y de 3 dias (8
células);* informaron 1,896 genes con expresion diferencial.
Demostraron que, a diferencia de lo que se creia, la mayoriade
los genes durante el desarrollo embrionario estan regulados a
labajay que gran parte de los genes con expresion diferencial
son de funcién desconocida.

Con particular importancia para la infertilidad y los pro-
gramas de fertilizacion in vitro, encontraron que el programa
transcripcional esta bien establecido en el dia 3, incluso en
embriones con arresto prematuro, probando que un fallo en
la activacion del genoma no esta relacionado con pérdida
embrionaria temprana. Los datos encontrados en este estu-
dio son de particular relevancia por provenir de ovocitos y
embriones sin fallos previos en ciclos de reproduccion asis-
tida (enfermedad tubarica, factor masculino o ovocitos de
programas de donacion), probablemente reflejando un pro-
grama transcripcional del embrién y ovocito “fisioldgico”.

Li et al,® con un microarreglos casero de 9,600 cDNAy una
estrategia de amplificacion diferente, basada en PCR, repor-
taron la presencia de 184, 29 y 65 genes en ovocitos, embrio-
nesde 4y 8células respectivamente.® Encontraron genes como
la isoenzima B (cardiaca) de la lactacto deshidrogenasa y
proteinas SUMO (small ubiquitin like modifiers) en todos los
ovocitos y embriones, expresion validada por RT-PCR.

Assouy cols,®apesarde no haber usado célulasindividua-
les, han conseguido ampliar nuestro conocimiento, informando
los programas transcripcionales involucrados en la madura-
cion ovocitaria (producida con hormonas FSH y LH humanas
recombinantes), con el estudio de grupos de ovocitos inmadu-
ros, madurosy las células de cumulos independientes, utilizan-
do por primera vez un microarreglo de oligonucleétidos con
cobertura del genoma completo (Affymetrix®), ya que contiene
aproximadamente 39,000 genes probados o predichos. Obtu-
vieron una expresion de 10,869 genes en vesicula germinal,
9,682 en metafase |, 5,633 en metafase Iy 10,610 en células
del cumulus. Entre estos se encuentran genes especificos de
células germinales femeninas de mamiferos como DAZL, VASA
o STELLA, ademas de genes relacionados con la meiosis,
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como MPF, ciclinasy “checkpoints” del huso, confirmando los
resultados anteriores de expresion génica con otras metodolo-
gias. De manerainteresante se encontrd que genes expresa-
dos en células germinales masculinas también se encuentran
en ovocitos en todas las etapas de maduracion como son
AURKC, SOX30 y SPAG16. También se encontr6 sobreex-
presion de factores de crecimiento y sus receptores (IL-4,
FGF9, FG14, APRIL), factores antiapoptéticos (BCL2LI0, BNIPI
ysurvivina), factores de transcripcion (SOX15,0TX2y FOXR1)
y el transportador de glucosa (SLC5A11).

Kocabas et al,” utilizando microarreglos de genoma com-
pleto (Affymetrix®) y una combinacion de amplificacion con
tecnologia SMART II® basada en PCR y promotores T7,
estudiaron el transcriptoma de ovocitos de pacientes jove-
nes, reproductivamente sanas con ciclos ovulatorios regula-
res y con factor masculino como causa de la infertilidad,
tratando de generar con ello datos basales de la expresion
en ovocitos. Encontraron 5,331 transcritos regulados al alza
y 7,074 a la baja comparados con células somaticas; es
interesante su hallazgo de mas 1,430 genes regulados al
alza con funcion desconocida y la existencia de un gran
numero de genes comunes entre ovocitos y células embrio-
narias humanas, sugiriendo que éstas ultimas son capaces
de diferenciarse en ovocitos.”

Perspectivas

Considerando el contexto actual donde gran parte de los
esfuerzos en reproduccién estan involucrados con la trans-
ferencia somatica nuclear terapéutica en humanos, con
todas las implicaciones éticas y sociales que conlleva; es
necesario volver a tratar de dilucidar el desarrollo humano
preimplantacion normal y de entender cuales son los proce-
sos que lo componen y como se interrelacionan. En este
contexto, los estudios de la expresién génica nos han permi-
tido (con resultados propios) encontrar un nuevo papel del
espermatozoide en el desarrollo del embrién humano,®
desempenando un papel mas alla del genoma paterno y
siendo una posible explicacién en casos de infertilidad
idiopatica masculina.

La promesa futura de la reproduccion asistida de “trans-
ferir un embrién Unico” que se desarrolle normalmente, solo
podra llegar encontrando los biomarcadores del potencial de
desarrollo que permitan correlacionar morfologia con expre-
sion génica en el embrion normal y anormal, descubrir y
modificar los genes necesarios para la implantacion e invo-
lucrar los demas actores del desarrollo embrionario humano
como son el proteoma, el metaboloma y los microRNAs.
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