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FECUNDACIGN Y DESARROLLO DEL EMBRION PREIMPLANTACION

FECUNDACION

Durante la fecundacion, dos células sexuales o
gametos se unen para iniciar una cascada de sefiales
que resulta en la conversién del oocito en un embrién
diploide capaz de formar un nuevo organismo, cuyas
caracteristicas genéticas son diferentes de las de sus
padres. La reproduccion sexual emergié durante la
evolucion de los seres vivos y se ha mantenido en la
mayoria de los metazoarios (organismos multice-
lulares). La razén de la predileccion evolutiva por la
reproduccién sexual no esta clara; sin embargo, se cree
que entre sus ventajas estdn el aumento de la veloci-
dad de adaptacion de las especies a las exigencias del
medio ambiente y el impedir la acumulacion irreversi-
ble de mutaciones perjudiciales.

ADQUISICION DE LA CAPACIDAD
FECUNDANTE DEL ESPERMATOZOIDE

Capacitacion

Sélo unos miles de espermatozoides llegan al sitio
de fertilizacién que se ubica en la ampolla tubérica. En
algunos animales como el cochino, el caballo y el pe-
rro, el semen ingresa en el dtero a través del canal cer-
vical y la unién uterotubdrica es la principal barrera
que seleccionan los espermatozoides que ascenderan
a la ampolla. Sin embargo, tanto en el hombre como
en la mayoria de los mamiferos euterianos, entre los
que se encuentran el ganado y los primates, el semen
es depositado en la vagina, y el canal cervical constitu-
ye el sitio anatomico de seleccion de los espermato-
zoides, asi como el lugar en el que se inicia su capaci-
tacion dentro del tracto genital femenino (Drobnis and
Overstreet, 1992) (ver cap. 1).

La liberacién progresiva de los espermatozoides
que se pueden depositar en las criptas del canal cervi-
cal de la mujer puede durar varios dias después del
coito y explicar los embarazos que ocurren hasta 5 dias
después de una relacién sexual (Hanson and Over-
street, 1981); esto permite sincronizar la ovulacién con
la presencia de espermatozoides en el oviducto. Apa-
rentemente también se produce un pequefio reservorio
en el istmo del oviducto (Smith and Yanagimachi, 1991),
que podria representar un grupo muy selecto de
espermatozoides que tienen mayor probabilidad de
fertilizar al oocito.

Reaccién acrosémica

El acrosoma es un organelo presente en la cabeza
del espermatozoide que rodea la porcién anterior del
nucleo y, aunque su forma y tamafio varia mucho de
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especie a especie, su estructura basica es similar en to-
dos los animales (Faecett, 1975). Consta de dos mem-
branas: la acrosomal externa, que se encuentra por
detrds de la membrana celular del espermatozoide, y
la acrosomal interna, que rodea el nticleo espermatico.
La matriz acrosémica es la parte interna y en los ma-
miferos se han encontrado més de 20 enzimas
hidroliticas (Allison and Hartree, 1970) (fig. 3-1). A
pesar de esta gran cantidad de enzimas, la hialuro-
nidasa y la acrosina han sido las mas estudiadas y pa-
recen ser las mas importantes (Srivastava et al., 1981;
Abou-Haila and Tulsiani, 2000). La acrosina se encuen-
tra en el interior del acrosoma en su forma inactiva,
denominada proacrosina, y, como se analizara mas
adelante, cumple una funcién primordial en la rela-
cion entre en el espermatozoide y la zona pelicida
(Tesarik et al., 1988).

Membrana
plasmatica

Membrana
acrosomal
interna

Membrana
nuclear

Matriz
acrosomica

Membrana
acrosomal
externa

Figura 3-1.
Estructura del acrosoma.

Algunos estudios sugieren que la acrosina y la
hialuronidasa se encuentran en dos fracciones en el
interior del acrosoma: una fraccién libre contenida en
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la matriz, y otra fraccién de moléculas que se encuen-
tran unidas a la membrana interna y permanecen alli,
incluso después que ha ocurrido la reaccién acrosémica
(Huang and Yanagimachi, 1985).

Los huevos de muchas especies estdn rodeados por
una cubierta glicoproteica que debe ser atravesada por
el espermatozoide antes de penetrar en el oocito. En el
caso de los mamiferos, estd cubierta es especialmente
gruesa y se denomina zona pelticida. Sélo los esperma-
tozoides que han llevado a cabo el proceso de exoci-
tosis, denominado reaccién acrosémica, lograran atra-
vesar la zona peltcida y fusionarse con la membrana
del oocito. Mediante esta reaccion ocurre la fusién de
la membrana acrosémica externa y la membrana celu-
lar del espermatozoide, lo que genera la aparicion de
fenestraciones entre ambas membranas, que permiten
la salida del contenido del acrosoma. Se ha sefialado
que los espermatozoides humanos capacitados expues-
tos a liquido folicular completan este proceso en aproxi-
madamente 3 minutos (Yanagimachi, 1994).

Sin embargo, la reaccion acrosémica es un proceso
gradual en los espermatozoides del eyaculado y no se
lleva a cabo de forma simultanea en todos ellos (Lee
and Storey, 1989). Se ha demostrado que los esperma-
tozoides en el tracto genital femenino pueden desa-
rrollar una falsa reaccién acrosémica como consecuen-
cia de sumuerte en la vagina, el titero y las trompas de
Falopio y que, en un ambiente adecuado como el ca-
nal endocervical, permanecen con el acrosoma intacto
incluso hasta 3 dias; de hecho, la mayoria de los esper-
matozoides viables presentes en el titero y en las trom-
pas presentan acrosomas intactos (Overstreet and
Cooper, 1979; Smith and Yanagimachi, 1989; Bryan,
1974).

A pesar de que algunos inician tempranamente la
reaccion acrosémica cuando estan en contacto con el
cumulus oophorus (Cummins and Yanagimachi, 1986),
la mayoria no lo hacen hasta que entran en contacto
con la zona peltcida (Crozet and Dumont, 1984; White
et al., 1990). La reaccién acrosémica inducida por la
zona peltcida es especie-especifica en el sentido de que
es mas eficiente en la misma especie (Uto et al., 1988).

No se han descrito todos los eventos que generan
la reaccion acrosémica. La glicoproteina ZP3 de la zona
pelticida parece ser el principal ligando fisiol6gico que
induce la reaccién acrosémica del espermatozoide (Van
Duin et al., 1994), aunque también se conocen otros
como la progesterona (Blackmore et al., 1990) y el
péptido atrial natriurético (Anderson et al., 1994), que
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estan presentes en el liquido folicular pero cuya fun-
cién no se ha precisado.

No estd caracterizado el receptor de la membrana
del espermatozoide que se une al ZP3; sin embargo,
hay varios candidatos probables entre los que desta-
can un receptor de ligandos que contiene manosa, cuya
expresion depende del tiempo transcurrido desde la
capacitacion (Benoff, 1997), y un receptor tirosina-qui-
nasa de 95 kDa, que induce cambios de pH en el cito-
plasma del espermatozoide (Burks et al., 1995).

Con respecto a las sefiales que se producen des-
pués de la unién de la ZP3 con su receptor, se han plan-
teado varios modelos. Algunos ensayos sugieren la
intervencion de una proteina G (proteina captadora de
nucleétidos de guanina) en la transduccién de la sefial
(Brandelli et al., 1996). Por otro lado, se sabe que el
calcio (Ca**) es necesario para la exocitosis y se ha su-
gerido que es importante como segundo mensajero en
la reaccién acrosémica (Breitbart and Spungin, 1997;
Tesarik et al., 1996).

Cuando la progesterona presente en el liquido
folicular es la que estimula la reaccién acrosémica, el
Ca**ingresaria a través de canales de calcio dependien-
tes de voltaje (Brandelli et al., 1996) o mediante cana-
les de cloro asociados a un receptor de progesterona
que causarian una salida de Cl- y un ingreso de Ca**
(Meizel, 1997; Blackmore et al., 1990). También se sabe
que la reaccioén acrosémica se puede llevar a cabo sin
Ca** en el medio extracelular si se utilizan estimu-
ladores del adenosin monofosfato ciclico (AMPc), que
actia como un segundo mensajero (De Jonge et al,,
1991; Anderson et al., 1992) y activa a la proteinquinasa
A (PKA) que resulta en fosforilaciéon de proteinas y
amplificacién de la sefial.

En estudios en los que se induce la reaccién acro-
somica exponiendo al espermatozoide a la zona
peltcida solubilizada, se obtiene la activacion de mul-
tiples vias de sefializacion celular como el AMPc de-
pendiente, el monofosfato de guanosina ciclico (GMPc)
dependiente, la dependiente del Ca** y la dependiente
de la fosfolipasa C (PLC), que culminan con la reac-
cién acrosémica (Bielfeld et al., 1994). Existe, por tan-
to, la posibilidad de que multiples vias de sefializa-
cién actten fisiolégicamente durante la activacion de
la reaccion acrosomica, lo que se ha intentado explicar
justificando la presencia de multiples ligandos capa-
ces de inducir este proceso en las secreciones de las
trompas de Falopio, el liquido folicular, el cumulus
oophorusy la zona pelicida.
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I PENETRACION DEL ESPERMATOZOIDE
EN EL CUMULUS OOPHORUS

Antes de unirse a la membrana celular del oocito
humano, el espermatozoide debe atravesar primero el
cumulus oophorus y luego, la zona peltcida.

En algunos animales, el oocito se desprende del
cumulus de células de la granulosa poco después de la
ovulacién, por lo que el espermatozoide s6lo debe atra-
vesar la zona peltcida (Yanagimachi, 1994) y es posi-
ble llevar a cabo una fertilizacién in vitro (FIV) sin la
presencia del cumulus oophorus (Cox, 1991; Mahade-
van and Trounson, 1985), lo cual sugiere que no es im-
prescindible para la fecundacién normal. Sin embar-
go, el cumulus mejora la tasa de fertilizacion durante
la FIV en el ratén y muchos factores presentes en su
matriz modifican la motilidad del espermatozoide
(Bradley and Garbers, 1983) o promueven la reaccién
acrosémica (Siiteri et al., 1988).

Algunas de las posibles funciones del cumulusson
las siguientes (Yanagimachi, 1994):

* Favorecer el encuentro del 6évulo y el espermato-
zoide porque aumenta varias veces el volumen del
oocito.

A: 6vulo maduro

@

* Evitar que los espermatozoides que han sufrido la
reaccion acrosémica se alejen del oocito porque los
orienta hacia su region central.

* Ayudar a prolongar el tiempo durante el cual el
oocito es fértil, al evitar el endurecimiento precoz
de la zona pelucida.

* Facilitar la entrada del espermatozoide en la zona
peltcida, al impedir que el oocito rote libremente
dentro de ésta, lo que permite una interaccién mas
estable entre el espermatozoide y la zona peltcida.

* Actuar como un filtro que permite la interaccién
del oocito con aquellos espermatozoides capaces
de penetrar el cumulus.

El cumulus oophorus esté constituido por células
de la granulosa y una matriz extracelular laxa com-
puesta principalmente por acido hialurénico polime-
rizado (fig. 3-2) (Virji et al., 1990), que es secretada por
las células de la granulosa durante el reinicio de la
meiosis en el oocito, lo que causa una rapida expan-
sién del cumulus poco antes de la ovulacion (Epipig,
1982). La disposicién radial de estas células en el oocito
maduro ha justificado el nombre de corona radiata que
se le da al grupo celular que se encuentra méas cercano
al oocito.

B: cumulus removido

Figura 3-2.
Cumulus oophorus

Tanto los espermatozoides no capacitados como
aquéllos que han completado la reaccién acrosémica
antes de contactar la matriz, se unen a la periferia del
cumulus sin lograr ingresar en la zona pelicida
(Cummins and Yanagimachi, 1986; Talbot, 1985), pero
solamente los espermatozoides capacitados con el
acrosoma intacto son los que pueden penetrar la ma-

triz del cumulus (Austin, 1960). Aunque se han sefia-
lado hallazgos experimentales que sugieren que el es-
permatozoide humano puede penetrar el cumulus sin
ser previamente capacitado, la rapidez con la que se
produce la capacitacion en ciertas condiciones in vitro
hace dudar de esta hipotesis (White et al., 1990; McMas-
ter et al., 1978). Por otro lado, puesto que el uso de
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inhibidores de la hialuronidasa, como la heparina
sodica, impiden la penetracién del espermatozoide en
el cumulus (Cummins and Yanagimachi, 1986), se ha
propuesto que, aparte de la reaccién acrosémica, ocu-
rren pequefias modificaciones de la membrana del es-
permatozoide que pueden cumplir una importante
funcién en la penetracién del cumulus oophorus.

Una vez que el espermatozoide comienza su pene-
tracion en el cumulus, cambia su patrén de movimien-
to, debido probablemente a la viscosidad de la matriz
extracelular, para hacerse mas lento y con una ampli-
tud del desplazamiento flagelar (Drobnis et al., 1988),
lo que parece indicar una considerable resistencia a su
paso. Se ha propuesto un efecto adicional sobre el
movimiento espermaético producto de la interaccion del
espermatozoide con los componentes quimicos del cu-
mulus, como el &cido hialurénico, que ocasiona la apa-
ricién de un desplazamiento més lineal y progresivo
(Tesarik et al., 1984; Tesarik et al., 1990a; Tesarik et al.,
1990b;). Por tanto, el espermatozoide atraviesa el
cumulus mediante un proceso que combina una ac-
cién mecdnica con una enzimética; sin embargo, se
considera que el factor mas importante en el desplaza-
miento es el movimiento flagelar y que la hialuronidasa
y otras enzimas del acrosoma no son indispensables y
solo facilitan dicho desplazamiento (Talbot, 1985; Cherr
et al., 1986; Talbot et al., 1985).

Resulta interesante el hecho de que la denudacion
del oocito, es decir, la pérdida completa del cumulus
oophorus, se puede verificar in vitro antes de la fecun-
dacién, puesto que la penetracion del espermatozoide
en la zona peltcida se produce posteriormente a la ac-
cién simultdnea de varios espermatozoides que dis-
gregan la matriz del cumulus; mientras que in vivo,
debido al escaso ntimero de espermatozoides que al-
canzan el tercio distal de la trompa, son muy pocos los
que rodean al oocito en el transcurso de la fecunda-
cion (Cummins and Yanagimachi, 1982; Shalgi and
Phillips, 1988), por lo que la dispersién del cumuluses
posterior a la fertilizacién.

PENETRACION DE
LA ZONA PELUCIDA

Como se explico en el capitulo 2, la zona peldcida
es una cobertura glicoproteica que rodea el oocito, la
cual no sélo es importante durante la fertilizacion sino
que ademds protege al embrién antes de la implanta-
cién, al mantener unidas las blastomeras antes de su
compactacion, evitando su disgregacion o su implan-
tacion en lugares ectépicos (Edwards, 1964). Por tan-
to, se consideran anecddticos los estudios de implan-
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taciéon y desarrollo de embriones que provienen de
oocitos carentes de zona peltdcida (Naito et al., 1992).
Como se analiza mas adelante, la zona cumple una
importante funcién en el control de la interaccién en-
tre el espermatozoide y el oocito al evitar la
polispermia, es decir, la fecundacién de un solo oocito
por més de un espermatozoide.

La zona pelicida varfa en su estructura y grosor
de una especie a otra (Katz et al., 1989), aunque en la
mayoria de los casos, presenta una capa densa que
ocupa la mitad interna y una capa mas laxa en su por-
cion externa (Familiari et al., 1992). La interacciéon de
la zona pelticida con el espermatozoide es un fenéme-
no complejo y especifico de cada especie que puede
ser dividido en dos grandes procesos: la fijacion pri-
maria, en la que el espermatozoide se une a la zona
pelicida con el cromosoma intacto; y la fijacion secun-
daria, en la que los espermatozoides se unen después
de haber completado la reaccién acrosémica (Mortillo
and Wassarman, 1991). El hecho de que el espermato-
zoide obtenido del epididimo se una de forma mas laxa
que el que ha sido capacitado (Inoue and Wolf, 1975),
hace suponer que los sitios de unién o receptores de la
zona peltcida presentes en la membrana del esperma-
tozoide aparecen o incrementan su niimero durante la
capacitacion.

La zona pelicida humana, como la del ratén y el
hamster, esta constituida por tres familias de glicopro-
teinas denominadas ZP1, ZP2 y ZP3, que acttian como
mediadoras de la unién con el espermatozoide por-
que éste presenta en su superficie moléculas afines a
las glicoproteinas ZP (O’Rand et al., 1985; Moller et
al., 1990; Shabanowitz and O'Rand, 1988; Jovine et al.,
2002). La glicoproteina ZP3 se une con gran afinidad a
la membrana del espermatozoide con el acrosoma in-
tacto, es decir, se une a la membrana plasmatica que
recubre la membrana acrosomal externa, mientras que
la ZP2 se une preferentemente a la membrana acroso-
mal interna, la cual resulta expuesta a los espermato-
zoides que han completado la reaccion acrosémica
(Mortillo and Wassarman, 1991; Wassarman, 2003; Kerr
et al., 2002).

En la superficie del espermatozoide se han encon-
trado sitios de unién con alta y baja afinidad para la
ZP3 (Thaler and Cardillo, 1996), que pueden desenca-
denar la reaccion acros6mica mediante un mecanismo
poco conocido que involucra varias proteinas trans-
ductoras de sefial como la proteina G, el inositol
trifosfato (IP3) y canales de calcio (Florman et al., 1984;
Florman et al., 2003). La glicoproteina ZP1 no parece
ser necesaria para la unién del espermatozoide a la
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zona y su contribucién mas importante pudiera ser
estructural. Se ha observado que oocitos de ratén sin
ZP1 pueden ser fertilizados in vivo e in vitro (Rankin
etal., 1999).

Se ha sefialado que varias moléculas del esperma-
tozoide son responsables de la unién con la zona pelu-
cida, entre éstas se destacan la proacrosina y la acrosina,
que son enzimas presentes en el acrosoma del esper-
matozoide y se unen con bastante afinidad a la zona
sin mediacion de su actividad enzimatica (Jones, 1991).
Es comprensible que estas enzimas, presentes en el in-
terior del acrosoma, se conviertan en sitios de unién
del espermatozoide con la zona una vez que éste ha
cumplido con la reaccién acrosémica, en la llamada fi-
jacién secundaria. Lo que todavia no se entiende bien
es el hecho de que también pueden actuar como sitios
de unién importantes del espermatozoide con el
acrosoma intacto, por lo que es muy probable que otras
moléculas presentes en la superficie de la membrana
plasmatica del espermatozoide, diferentes a las enzi-
mas acrosomicas, sean las responsables de esta fijacion
previa a la reaccién acrosémica o fijacién primaria.

Uno de los modelos propuestos consiste en que el
espermatozoide con acrosoma intacto se fija a la zona
mediante distintas moléculas de su superficie que se
unen a la glicoproteina ZP3, la cual también induce la
reaccion acrosémica. Después de completarse este pro-
ceso, se expone la membrana interna del acrosoma, y
la proacrosina y acrosina presentes en ella se fijan a la
glicoproteina ZP2 (Bleil et al., 1988; Mortillo and
Wassarman, 1991).

El espermatozoide atraviesa relativamente rapido
la zona pelticida aunque se observan diferencias entre
distintas especies; por ejemplo, el espermatozoide de
hamster tarda de 4 a 10 minutos en cruzar la zona (Yang
et al., 1972), mientras que el espermatozoide de raton
lo hace entre 15 y 26 minutos (Sato and Blandau, 1979).
En mamiferos euterianos no esta claro si las enzimas
acrosOmicas son primordiales para la penetracion en
la zona (fig 3-3).

Una hipétesis estrictamente mecénica sefiala que
el espermatozoide requiere de las enzimas acrosémicas
Unicamente para abrir un pequefio orificio o muesca,
denominada perforatorium, a través del cual contintia
su trayecto por la zona rompiendo las uniones cova-
lentes de las moléculas que la constituyen. Este perfo-
ratorium que tiene bordes definidos (Austin and Bi-
shop, 1958), casi como un trayecto de corte, depende
de la motilidad del espermatozoide y de la presencia
de una punta dura en su cabeza, que queda expuesta
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después de la reaccién acrosémica y que estd consti-
tuida por la membrana interna del acrosoma que se
encuentra reforzada en su parte posterior por una capa
de moléculas con enlaces disulfuro (Bedford, 1968;
Bedford, 1972). Una evidencia importante que apoya
esta teoria es que el uso de proteinasas, que inactivan
a las enzimas acrosémicas, inhiben la fijacion del es-
permatozoide a la zona peltcida; sin embargo, una vez
que éste se ha unido a la zona, la adicién de proteinasas
no impide la penetracion del espermatozoide hasta el
espacio perivitelino (Saling, 1981).

Figura 3-3.
Penetracion de la zona pelicida
por espermatozoides capacitados.

Tomado de Lennart Nilsson. The Miracle of Life, 1990.

Otra hipodtesis mas aceptada considera que la
motilidad del espermatozoide es necesaria pero no
suficiente para atravesar la zona peltdcida. En esta hi-
potesis enzimética, en un primer momento las proen-
zimas acrosémicas actiian como receptores para las
glicoproteinas de la zona, asegurando la unién del es-
permatozoide y posteriormente se convierten en
enzimas y degradan la zona por delante de la cabeza
del espermatozoide.

Un modelo de funcionamiento de las enzimas
acrosOmicas es el sistema proacrosina-acrosina. Segun
este modelo, existe una proenzima inactiva de la
acrosina, llamada proacrosina, que tiene gran afinidad
de unién por la zona y que, a pesar de ocurrir la reac-
cion acrosomica, parte de ella permanece unida a la
membrana interna (Srivasta et al., 1974; Kopekny and
Flechon, 1987), lo que permite que el espermatozoide
permanezca interactuando con la zona.
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La proacrosina liberada durante la reaccién acro-
sOmica se une a la zona por delante del espermatozoi-
dey por autocatalisis, se activa al transformarse en alfa-
acrosina (Topfer-Petersen and Cechova, 1990), que
hidroliza y suaviza la zona pelicida permitiendo al
espermatozoide introducir su cabeza en la sustancia
de la zona (Urch et al., 1985a; Urch et al., 1985b). La
alfa-acrosina sufre otra conversion autocatalitica trans-
formandose en beta-acrosina la cual hidroliza la zona
pero no tiene capacidad de unirse a ella (Eberspaecher
et al., 1991). Finalmente, la beta-acrosina se autode-
grada perdiendo su capacidad catalitica.

Segtin este modelo, el espermatozoide avanza len-
tamente en un ciclo que se repite, durante el cual la
proacrosina une el espermatozoide a la zona, se trans-
forma en acrosina degradando las glicoproteinas, con
lo que éste se desune de la zona momentdneamente y
avanza en la sustancia suave resultante de la hidroélisis
de la zona; luego se repite el ciclo nuevamente para
otro desplazamiento a través de ella.

Aunque varios espermatozoides se pueden unir al
complejo cumulus-oocito, normalmente uno sélo de
ellos logra fertilizarlo. La polispermia, que es la fecun-
dacion del oocito por mas de un espermatozoide, lle-
va ala formacién de un zigoto triploide (triploidia dian-
drica) que se transformard en una mola parcial (Vassila-
kos et al., 1977; Jacobs et al., 1978) y que puede explicar
15% a 20% de los abortos espontaneos (Lage et al., 1992;
McFadden et al., 1993; Jauniaux and Burton, 2005).

Se han sefialado dos mecanismos con el fin de evi-
tar la polispermia en animales:
* Bloqueo primario, que ocurre solamente en los co-
nejos y se produce debido a una rapida despola-
rizacién de la membrana del oocito que es transi-
toria y previene la fusioén de otro espermatozoide
(Yanagimachi, 1994).

Bloqueo secundario, que consiste en una modifi-
cacion estructural de la zona peltcida. En este me-
canismo la fusién del espermatozoide con la mem-
brana del oocito induce la llamada reaccion cortical,
que produce la liberacién de enzimas presentes en
granulos del citoplasma del oocito hacia el espacio
perivitelino; éstas acttian sobre la zona pelticida
provocando su endurecimiento e inhibiendo la
unién de los espermatozoides rezagados. La
exocitosis de dichos granulos es producida por el
influjo de calcio y su efecto sobre enzimas protein-
quinasas dependientes de calcio/calmodulina
(Abbot and Ducibella, 2001).
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El cambio estructural de la zona cortical parece de-
berse al clivaje proteolitico de la ZP2 y quizés a la
hidrélisis de los grupos oligosacdridos de la ZP3
(Wassarman, 2005; Wassarman, 1999; Hoodbhoy and
Dean, 2004). Se debe recordar que la unién del esper-
matozoide a la ZP estd mediada por los carbohidratos
de sus glicoproteinas (Kerr et al., 2004).

Se ha propuesto que la zona pelticida es una barre-
ra para la fecundacién entre especies animales dife-
rentes. Sin embargo, esto no es totalmente cierto pues-
to que determinadas especies evolutivamente cerca-
nas se pueden fecundar (Bedford, 1981). Hay variacio-
nes entre mamiferos con respecto a este punto y mien-
tras el espermatozoide de ratén es relativamente «pro-
miscuo» en su capacidad de unién a oocitos de otras
especies, el espermatozoide humano es muy especie-
especifico (Bedford, 1977).

FUSION DEL ESPERMATOZOIDE
CON LA MEMBRANA DEL OOCITO

Una vez que el espermatozoide traspasa la zona
peltcida, llega rdpidamente al espacio perivitelino y
establece contacto con la membrana del oocito (oolema).

En todos los animales, la fusién con el oolema co-
mienza en la membrana acrosomal interna (Yana-
gimachi, 1994); sin embargo, en los mamiferos eute-
rianos esto no ocurre asi y, a pesar de que éste es el
primer lugar de contacto con el oolema, el espermato-
zoide del mamifero literalmente se acuesta sobre la
membrana ovular y la regiéon o segmento ecuatorial
de la cabeza es el lugar que inicia la fusién (fig. 3-4)
(Phillips and Shalgi, 1982; Shalgi and Phillips, 1980;
Ward and Coffey, 1989).

Posteriormente a este punto de inicio, la fusién de
las membranas continta hacia la region posterior de
la cabeza y la pieza intermedia para luego incorporar
la cola dentro del oocito (Hirao and Hiraoka, 1987). La
membrana acrosomal interna nunca se llega a fusio-
nar con el oolema porque la parte anterior de la cabe-
za del espermatozoide ingresa en el oocito mediante
un mecanismo similar a la fagocitosis. Por otro lado,
los espermatozoides que no han completado la reac-
cién acrosdémica, mediante la cual se expone la mem-
brana interna del acrosoma, son incapaces de fusio-
narse con el oocito (Yanagimachi, 1984). Se ha propues-
to que la reaccién acrosémica modifica en alguna for-
ma la region ecuatorial del espermatozoide activando
proteinas fusogénicas o removiendo barreras mole-
culares que impiden la aposiciéon de las membranas
(Takano et al., 1993; Diaz-Perez and Meizel, 1992).
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Acrosoma
intacto

Vesicula
acrosomica

Unién del
espermatozoide

teina CD9, en los que no se produce fusién del es-
permatozoide con el oocito (Kaki et al., 2000; Zhu
et al., 2002).

El espermatozoide se puede fusionar en cualquier
lugar de la superficie del oocito excepto en una peque-
fa drea sobre el huso meiético, que representa el lugar
de extrusién del primer cuerpo polar (Johnson et al.,
1975; Ebensperger et al., 1984). Dicha 4rea esta des-
provista de las microvellosidades que recubren toda
la superficie del oocito (Ebensperger et al., 1984), lo
que hace suponer que en éstas se deben encontrar los
receptores para el espermatozoide. Una vez que entra
el espermatozoide, se libera de la cola, y la cabeza con
su carga genética busca el prontcleo del 6vulo con el
fin de que se unan las cargas genéticas (fig. 3-5).

a la zong pellcida

Figura 3-4.
Union del espermatozoide con el oolema.

Entre las proteinas responsables de esta fusion se

han sefialado (Kaki and Kudo, 2004) las siguientes:

La epididimaria DE/ «cysteine-rich secretory protein
1» (CRISP1), descubierta inicialmente en el epidi-
dimo de rata y luego en la superficie del espermato-
zoide que ha pasado por el epididimo. Esta protei-
na se ubica en la regién dorsal del acrosoma y, lue-
go dela reaccién acrosémica, migra hacia el segmen-
to ecuatorial (Cohen et al., 2000).

La familia de proteinas ADAM encontrada en el
espermatozoide, que incluye la fertilina oo (ADAM
1), la fertilina B (ADAM 2) y la ciritestina (ADAM
3) (Nishimura et al., 2001; Takahashi et al., 2001;
Takahashi et al, 2000) y se unen a sus receptores
putativos en el oocito.

Las integrinas (Chen et al., 1999; Almeida et al.,
1995), aunque en algunos estudios se ha demos-
trado que estas tiltimas no son indispensables para
la fusién (He et al., 2003).

La proteina transmembrana CD9, que parece te-
ner un papel muy importante, como lo demues-
tran estudios en ratones con deficiencia de la pro-

Figura 3-5.
Desprendimiento de la cola del espermatozoide
dentro del citoplasma del 6vulo.

Tomado de Lennart Nilsson. The Miracle of Life, 1990.
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Una vez que se ha producido la fusién con el oocito,
los organelos del espermatozoide entran en el ooplas-
ma pero la mayoria se degeneran; un ejemplo son las
mitocondrias, que se replican y desprenden de la pie-
za media después de la fusion, pero permanecen agre-
gadas en el citoplasma del oocito (Sutovsky et al., 1996),
para posteriormente ser destruidas selectivamente
mediante su fusién con proteosomas (Sutovsky et al.,
2000; Alcivar et al., 1989; Hiraoka and Hirao, 1988;
Szollosi, 1965). En consecuencia, solo se heredan las
mitocondrias de origen materno.

En la mayoria de los mamiferos, el centriolo del
espermatozoide es el responsable de la organizacion,
dentro del ooplasma, del &ster, que es una estructura
microtubular necesaria para el desplazamiento de los
prontcleos (Simerly et al., 1995). Una excepcion la cons-
tituye el raton, en el que la migracién de los pronticleos
depende exclusivamente de los centros maternos de
organizacion microtubular (Schatten, 1994).

Poco después de la fusién oocito-espermatozoide
la teca perinuclear, que rodea el niicleo del espermato-
zoide y estd constituida por al menos seis proteinas
(Sutovsky et al., 1997), es removida, se rompe la en-
voltura nuclear y la cromatina del espermatozoide se
descondensa (Terada et al., 2000).

ACTIVACION DEL OOCITO

Es el conjunto de sefiales iniciadas por la fusion
del 6vulo y el espermatozoide que transforman el
oocito en embrién. Algunas ocurren pocos segundos o
minutos después de la fusiéon de los gametos, mien-
tras que otras pueden aparecer en el curso de varias
horas (Williams, 2002).

Uno de los eventos més tempranos de la activa-
cion del oocito es el aumento del Ca** intracelular, que
sucede en todas las especies estudiadas hasta el pre-
sente y que puede ocurrir en la forma de una meseta
tnica o en forma de picos repetitivos que se inician en
el mismo lugar de la penetracion del espermatozoide
(Santella et al., 2004; Digonnet et al., 1997; Stricker,
1999). Poco después, el incremento del Ca** intracelular
se propaga en forma de oleada en todo el oocito (Degu-
chi et al., 2000).

Enlos animales invertebrados, la primera respuesta
del huevo al espermatozoide es un stibito cambio en el
potencial de membrana (Vm), denominado el poten-
cial de fertilizacién o activacién, y su principal fun-
cién es producir un bloqueo rapido para evitar la
polispermia durante los primeros minutos después de
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la fertilizacion (Gould and Stephano, 2003). No se co-
nocen por completo los mecanismos responsables de
la formacién de este potencial de fertilizaciéon en in-
vertebrados (Wilding et al., 1998); sin embargo, se sabe
que esta despolarizacion subita del potencial de mem-
brana activa canales de Ca** dependientes de voltaje
que conducen a una subita elevacion inicial del Ca**
en la corteza, llamado el «flash» cortical (Santella et
al., 2004).

Entre los vertebrados, sélo las ranas presentan un
bloqueo eléctrico a la polispermia, pero a diferencia
de los invertebrados, la despolarizaciéon no precede al
influjo de Ca**, sino que estimula el inositol 1,4,5-
trifosfato que a su vez produce un influjo de Cl- res-
ponsable del cambio en el potencial de membrana. En
los mamiferos, la respuesta electrofisiolégica del oocito
al espermatozoide consiste en hiperpolarizaciones pe-
riddicas de la membrana causadas por la activacion
de canales de potasio (K*) dependientes de Ca**. Di-
chas hiperpolarizaciones no tienen nada que ver con
el control de la polispermia (Stricker, 1999).

En mamiferos, el incremento de Ca** posterior a la
fusiéon espermatozoide-oocito se produce rapidamen-
te en cuestion de minutos. El Ca** aumenta desde un
nivel basal de 50-100 nmol/l a un pico de 600-1000
nmol/l, dependiendo de la especie (Miyazaki et al.,
1993). Esta elevacion inicial puede persistir por varios
minutos, como en el raton (Kline and Kline, 1992), o se
puede producir en varios incrementos de alta frecuen-
cia, como en el hamster (Miyazaki et al., 1992). Des-
pués de esta elevacion inicial, se producen oscilacio-
nes repetitivas de Ca** con una periodicidad de entre
2 y 30 minutos, que contintian por periodos variables
de hasta varias horas, y finalizan en el momento de la
formacién de los prontcleos (Jones et al., 1995). Estas
oscilaciones no se encuentran en la mayoria de los ani-
males inferiores y son indispensables para la activa-
cion del oocito de mamifero y la formacién de los
prontcleos (Kline and Kline, 1992).

Para explicar cémo el espermatozoide induce las
oscilaciones en el oocito, que generan su activacion, se
han planteado varias teorias. Una de ellas sefiala que
el espermatozoide actiia como una bomba capaz de
introducir Ca** en el interior del oocito a través de un
transporte activo (Swann and Parrington, 1999). Una
modificacién posterior de esta teoria, que recibié ma-
yor aceptacion, consider6 al espermatozoide como un
puente o conductor pasivo para el ingreso de Ca** en
el interior del oocito. Sin embargo, debido a que la ac-
tivacion del oocito se puede realizar en medios de cul-
tivo sin Ca** se descartaron ambas teorias.
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La posibilidad de inducir las oleadas de Ca** a tra-
vés de la unién entre ligandos presentes en la superfi-
cie del espermatozoide y receptores en la membrana
del oocito fue planteada basada en los estudios de fe-
cundacién en equinodermos (que incluye la estrella, el
erizo marino y el pepino de mar) en los cuales el es-
permatozoide estimula un receptor de la membrana
del huevo que esté asociado a una proteinquinasa, que
a su vez estimula a una fosfolipasa Cy (Carroll et al.,
1997; Giust et al., 2000). En mamiferos, aunque es po-
sible inducir las oleadas de Ca** al estimular recepto-
res de la membrana plasmatica (Williams et al., 1992;
Moore et al., 1993), el bloqueo mediante el uso de
anticuerpos contra dichos receptores no impide la ac-
tivacion del oocito en presencia del espermatozoide
(Williams et al., 1989).

Por todo lo anterior, la teoria de mayor aceptacion
hoy en dia plantea que el espermatozoide tiene una
molécula en su interior denominada factor esper-
matico, que es el responsable de la activacion del oocito
(Homa and Swann, 1994). Se ha propuesto denominar
a este factor oscilégeno, pues debe inducir en el oocito
la aparicién de las oscilaciones de Ca** caracteristicas
de la fertilizacién. Existen evidencias de que dicho fac-
tor espermdtico no es especie-especifico y tampoco
phylum-especifico, ya que extractos solubles esperma-
ticos de animales no mamiferos, como aves o anfibios,
inducen oscilaciones de Ca** al inyectarse en oocitos
de ratén (Dale et al., 1999; Howell et al., 2003).

Existen varios candidatos para ser el factor esper-
matico, pero en la mayoria de los casos, no cumplen
con todos los requerimientos necesarios para su con-
firmacién definitiva, por lo que se analizaran los dos
con mayores probabilidades:

PT32, «perinuclear theca protein 32 kDa». Es una
proteina de la teca que cuando se microinyecta en
oocitos porcinos, induce su activaciéon (Sutovsky
et al., 2001), por tanto no seria un factor soluble en
el citoplasma como se creia anteriormente; sin em-
bargo, se necesitan més estudios para comprobar
esta teoria (Kimura et al., 1998; Perry et al., 2000).

Fosfolipasa C{ (PLCJ). Es una proteina espermatica
de 74 kDa de la familia de la fosfolipasa C (PLC)
(Saunders et al., 2002) que se ha encontrado recien-
temente y se debe considerar como una nueva
isoforma de PLC exclusiva del espermatozoide.
Esta molécula es capaz de producir oscilaciones de
Ca* en el oocito idénticas a las que se registran
durante la fertilizacién (Kouchil et al., 2004). El uso
de anticuerpos en contra de la PLC{ inhibe la ferti-
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lizacién in vitro de mamiferos. Mas sorprendente
aun es el hecho de que la microinyeccién de PLC{
es capaz de activar el oocito de mamifero, inclu-
yendo el humano, provocar su transformacion en
embrion, e incluso su desarrollo hasta el estadio
de blastocisto (Saunders et al., 2002; Rogers et al.,
2004). Recientemente se ha encontrado la presen-
cia de la PLC{ en animales no mamiferos como las
aves, lo que sugiere que puede ser un mecanismo
de activaciéon del oocito comuin a todos los
vertebrados (Coward et al., 2005).

Para que el factor espermético desencadene las
oscilaciones del Ca** se requiere del segundo mensaje-
ro inositol 1,4,5-trifosfato (IP,), que se produce por la
hidrélisis del fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (PIP,) de-
bido a la accién de la enzima PLC. ElIP,actta sobre su
receptor, el IP,R, que esta presente en la membrana de
los organelos que contienen las reservas internas de
Ca** de la célula, como el reticulo endoplasmatico, y
provocan la liberacion de éste en el citoplasma
(Miyazaki et al., 1992; Schuster et al., 2002; Xu et al.,
1994).

Cuando el Ca** alcanza una concentracion critica,
el IP_R, que es un canal, se cierra y el ion reingresa en
el reservorio por accién de las ATPasas de Ca** pre-
sentes en la membrana del reticulo endoplasmatico
(Lechleiter et al., 1998). Ademds de producirse IP,, la
hidrolisis del PIP, también produce sn-1,2 diacilglicerol
(DAG), que es otro segundo mensajero cuya concen-
tracion se eleva después de la fertilizacion del oocito,
pero su mecanismo de accién atin no se comprende
bien (Eckberg and Szuts, 1993).

El incremento del Ca** genera todos los eventos
posteriores a la fusién del espermatozoide con el oocito.
Se dice que las oscilaciones de Ca** son un evento sufi-
ciente y necesario en el proceso de activacién (Santilla
et al., 2004). Una vez activado, el oocito reinicia la
meiosis 1II, lo que ocurre en el momento en el que la
cromatina del espermatozoide se descondensa en su
citoplasma (Williams, 2002). Como se mencioné en el
capitulo 2, el oocito sufre un segundo bloqueo duran-
te la meiosis en el estadio de metafase Il y al culminar
la meiosis, expulsa el segundo cuerpo polar y se trans-
forma en una célula haploide.

Es importante recordar que en la mayoria de las
especies, el oocito no completa su meiosis si no es fer-
tilizado. Existen, sin embargo, algunas excepciones
como en el caso del oocito de rata no fertilizado que
comuinmente expulsa espontdneamente el segundo
cuerpo polar después de 5 horas de cultivo pero sin
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formar prontcleos (Keefer and Schuetz, 1982), y el
oocito del hdmster dorado que se puede activar espon-
tdneamente al envejecer, formar pronticleos sin expul-
sar el cuerpo polar y aun alcanzar el estadio de dos
células (Yanagimachi and Chang, 1961).

La activacion del oocito no fertilizado se denomi-
na partenogénesis (del griego parthenos, que significa
virgen). Un ejemplo interesante de partenogénesis es-
pontanea es el teratoma ovarico humano que resulta
de la activacién de oocitos en el ovario (Linder et al.,
1975). La partenogénesis puede también ser inducida
in vitro mediante estimulos fisicos y mecanicos, la
mayoria de los cuales conduce a un incremento del Ca**
intracelular (Yanagimachi, 1994).

El oocito maduro permanece en metafase II antes
de la fertilizaciéon debido a la actividad del factor pro-
motor de maduracién (MPF) (Verlhac et al., 1993) que
estd constituido por dos subunidades, la quinasa
p34cdc2 y la ciclina Bl y es el responsable de inducir
en el oocito primario la ruptura de la envoltura nu-
clear, condensacion de cromatina y ensamblaje del huso
meiodtico (Williams, 2002). Durante el segundo bloqueo
del oocito en metafase II, el MPF permanece activo
debido a la presencia del factor citostatico que evita la
degradacion de la ciclina B1 y esta constituido por las
proteinas MOS (Colledge et al., 1994) y Emi 1 (Reimann
and Jackson, 2002).

Después de la fusién oocito-espermatozoide, la ele-
vacion del Ca** intracelular conduce a la inactivaciéon
del MPE debido ala degradacién de la ciclina B1 (Lorca
et al.,, 1993), y a la inactivacion del factor citostatico,
por la degradacion de la proteina MOS (Nishizawa et
al., 1993). Otra proteinquinasa importante en la regu-
lacién de la meiosis del oocito es la proteinquinasa ac-
tivada por mitégeno (MAP quinasa), que impide la
reorganizacioén de la envoltura nuclear y mantiene a la
cromatina condensada durante la transicién de meiosis
I'a meiosis II. Como es muy importante permitir la for-
macién de envoltura nuclear a fin de formar los
prontcleos masculino y femenino, la MAP quinasa se
debe desactivar poco después de la fusiéon espermato-
zoide-oocito. Esta inhibicién de la MAP quinasa es més
tardia que la inactivacion del MPF a fin de permitir
finalizar la meiosis II y expulsar el segundo cuerpo
polar (Moos et al., 1995).

El Ca** liberado durante la fertilizacién acttia so-
bre diversos efectores a fin de promover los cambios
que transformaran el oocito fertilizado en embrién. La
sefalizacion del Ca** en el oocito no se comprende bien
en oocitos de mamifero, y la mayoria de los estudios
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se han realizado en el sapo Xenopus laevis (Williams,
2002).

Una de las moléculas efectoras es la calmodulina,
que es una proteina que se activa al unirse al Ca** y
que a su vez, activa proteinquinasas dependientes de
calmodulina (CaMK) y fosfatasas. En oocitos de
Xenopus, esta molécula regula de forma indirecta la
liberacion de Ca** inducida por IP,, debido a que acti-
vala CaMKII que a su vez ejerce dos efectos: fosforila
al receptor de IP; inhibiendo la liberacion de Ca** des-
de los reservorios intracelulares (Matifat et al., 2001),
y activa la enzima que convierte el IP,en su forma in-
activa IP, (Hague et al., 1999). Se ha sefialado que en
oocitos de mamifero, la inhibicién experimental de la
CaMKII bloquea la exocitosis de los granulos corticales
y retrasa la formaciéon del segundo cuerpo polar
(Tatone et al., 2002; Abbot and Ducibella., 2001). Esta
enzima también podria inactivar el MPF al favorecer
indirectamente la degradacion de la ciclina B (Lorca et
al., 1993).

La segunda proteina es la calpaina, la cual se ubica
en la region que rodea al huso meiético del oocito de
mamifero (Malcov et al., 1997) y parece controlar el
ensamblaje y desincorporacién de los microtiubulos del
huso (Billger et al., 1988), ademas de regular proteinas
nucleares (Mellgren, 1991); sin embargo, su funcién
precisa no esta clara atn.

La proteinquinasa dependiente de Ca** (PKC), se
activa durante la fertilizacion (Gallicano et al., 1997) y
parece estar relacionada con la extrusion del segundo
cuerpo polar y la reaccién cortical (Abbott and
Ducibella, 2001). Finalmente, una fosfatasa de serina y
treonina, dependiente de Ca**y calmodulina, llamada
calcineurina, puede estar implicada en el control de la
transcripcion del genoma del zigoto (Crabtree, 2001).

EXPULSION DEL
SEGUNDO CUERPO POLAR

La activacion del oocito conlleva a la formacién del
segundo cuerpo polar para culminar la segunda divi-
sién meidtica (fig. 3-6). En este momento el oocito se
transforma en una célula haploide debido a que la mi-
tad de sus cromosomas son expulsados en el interior
del cuerpo polar. Como en otros casos de division ce-
lular, este proceso requiere la acciéon de los micro-
filamentos de actina (Le Guen et al., 1989), los cuales
se encuentran en la periferia del citoplasma del oocito,
en especial en la regién cercana al huso meiético. Es-
tos microfilamentos se encargan de mantener el huso
en la periferia del oocito y determinan el eje de divi-
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sion celular para la extrusion de los cuerpos polares
(Maro et al., 1986). Como se coment6 en el capitulo 2,
los cuerpos polares poseen muy escasa cantidad de
citoplasma debido a la citocinesis asimétrica.

Figura 3-6.
Liberacién del segundo cuerpo polar.

I DESCONDENSACION DEL NUCLEO
ESPERMATICO EN EL OOPLASMA

El ADN del espermatozoide de mamifero es el que
presenta la mayor condensacion o compactacion entre
todos los animales eucariéticos (Ward and Coffey, 1991)
(ver cap. 3). En la espermatogénesis, durante la trans-
formacion de espermatide a espermatozoide, se lleva
a cabo la compactacion de la cromatina, para lo cual se
sustituyen las histonas que acompafian a la cromatina
por proteinas de transicion y, finalmente, por prota-
minas, que son proteinas ricas en arginina, serina y
cisteina (Balhorn et al., 1997; Kistler et al., 1973).

Este reemplazo secuencial de proteinas coincide
con la represién de la actividad transcripcional en el
ntcleo espermatico (Ward and Coffey, 1991). Otra
modificacién exclusiva del niicleo espermético de ma-
miferos euterianos es la transformacién de los grupos
sulfidrilo de la protamina (-SH) en puentes disulfuro
(-S-S-), durante la maduracién en el epididimo (Bedford
and Calvin, 1974; Calvin and Bedford, 1971), lo que
parece conferir al nicleo una resistencia excepcional a
la ruptura mecénica o quimica (Yanagida et al., 1991

@

Katayose et al., 1992); y le otorga una rigidez que po-
dria facilitar el paso de la cabeza del espermatozoide a
través de la zona pelucida.

El primer cambio visible que ocurre en el ntcleo
espermatico luego de la fusién con el oocito, es la rup-
tura de la envoltura nuclear, la cual se inicia en el seg-
mento ecuatorial y prosigue hacia adelante y hacia
atras. Este proceso parece estar relacionado con la
fosforilacién de unas proteinas constituyentes de la
envoltura nuclear llamadas lamininas, debido a la ac-
cién de una proteinquinasa C (PKC) citosélica (Schatten
et al., 1985; Collas, 1998).

La duracién de la descondensacién de la cromatina
espermatica varia en cada especie; por ejemplo, en el
hamster dorado se inicia a los 20 minutos de la fusién
espermatozoide-oocito y se completa en los siguientes
40 minutos (Yanagimachi and Noda, 1970). Mientras
que en el humano, se produce después de una hora de
haber realizado la inseminacién in vitro (Tesarik and
Kopecny, 1989a), y es seguida por una recondensaciéon
parcial en los 60 minutos siguientes. Entre 120 y 170
minutos después de la inseminacién in vitro, se inicia
la formacién de los pronticleos (Lassalle and Testart,
1991). Los mecanismos responsables de este proceso
no son especie-especificos y el espermatozoide huma-
no se puede desarrollar hasta la etapa de prontcleo
masculino en el interior de oocitos de hamster (Yanagi-
machi and Noda, 1970) o de rana (Ohsumi et al., 1986).

No se conoce con exactitud la naturaleza del factor
que provoca la descondensacién del ntcleo esper-
matico, pero se sabe que se encuentra sélo en el cito-
plasma del oocito. En algunas especies como el conejo
y el ratén, sélo el oocito maduro tiene la capacidad
para realizarla (Berrios and Bedford, 1976; Szollosi et
al., 1990) mientras que en el hdmster, el oocito en esta-
dio de vesicula germinal (VG) es capaz de inducir la
ruptura del nicleo espermatico (Usui and Yanagi-
machi, 1976). En los mamiferos euterianos, en los cua-
les se encuentran enlaces disulfuro entre sus proteinas
nucleares, el primer paso para la descondensacién de
la cromatina consiste en la reduccién de dichos enla-
ces por accioén del glutation reducido, que es un
tripéptido que acttia como cofactor en algunas reac-
ciones redox, el cual abunda en el citoplasma del oocito
maduro (Perreault et al., 1988).

Después de esta reaccion, se produce el intercam-
bio de protamina por histona en la cromatina
espermatica que permite la descondensacién. Aparen-
temente, la protamina abandona la cromatina porque
es atraida por una proteina presente en el ooplasma,
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denominada nucleoplasmina, que interviene en el en-
samblaje de los nucleosomas a partir del ADN e his-
tonasy es liberada en grandes cantidades en el ooplas-
ma (citoplasma del oocito) por la ruptura de la vesicu-
la germinal (Ohsumi and Katagiri, 1991); este hecho
también explica la incapacidad de inducir desconden-
sacion de cromatina en oocitos inmaduros de algunas
especies. Una vez que la protamina es extraida de la
cromatina, la fraccion libre se une a la histona, la cual
es abundante en el citoplasma (Philpott and Leno,
1992). Si bien la activacién del oocito no es absoluta-
mente necesaria para la descondensacién del nticleo
espermaético, si lo es para la formacién del pronticleo
masculino (Wright and Longo, 1988; Clarke and Masui,
1987).

HERENCIA DEL
CENTROSOMA MASCULINO

Los cromosomas de la célula somaética se duplican
y se separan durante cada mitosis, mientras que cada
gameto contiene la mitad del complemento diploide,
es decir, es haploide. Durante la fertilizacion la fusiéon
de los prontcleos conduce a la formacién de un em-
brién diploide y a esta fusién se la denomina singamia.
La estructura microtubular que organiza a los cromo-
somas durante la divisién celular se denomina huso
mitético, el cual es generado por el centrosoma, que es
el mayor centro organizador de microttibulos presen-
te en todas las células animales. A partir de él, los nue-
vos microttbulos crecen hacia la periferia formando
una pequenia estructura con forma de estrella conoci-
da como aster (Bornens et al., 1990). La nucleacién o
desarrollo de los microttibulos a partir del centrosoma
posee una polaridad determinada.

Durante la interfase del desarrollo celular, el
centrosoma con frecuencia se localiza a un lado del
ntcleo, cerca de la superficie de la membrana nuclear
externa y en el interior presenta un par de estructuras
cilindricas perpendiculares entre si (en una configura-
cién con forma de L), denominadas centriolos, que pre-
sentan un patrén caracteristico de nueve tripletes de
microtibulos similar al que presenta el axonema de
los cilios y flagelos, pero sin el par de microtibulos
centrales que este ultimo presenta en su centro.

Tanto en interfase como en metafase, rodeando
cada par de centriolos, se encuentra una region del cito-
plasma que se tifie oscuro cuando se observa con un
microscopio electrénico, denominada material pericen-
triolar o matriz centrosomal. Esta es la parte del
centrosoma encargada de la regulaciéon de su funcién
y de polimerizaciéon de microtibulos durante las dis-
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tintas fases del ciclo de la célula. La composicién pro-
teica de la matriz centrosomal s6lo se conoce parcial-
mente (Kalt and Schiwa, 1993) e incluye una forma
especial de tubulina llamada gamma-tubulina, la cual
puede iniciar la formacién del microtibulo (Oakley et
al., 1990), y proteinas reguladoras como la centrina y
la pericentrina (Salisbury et al., 1984; Moudjou et al.,
1991).

El zigoto de mamifero presenta centriolos en los
polos del huso mitético (Le Guen and Crozet, 1989;
Sathananthan et al., 1991), los cuales se han observado
en embriones desde el estadio de una sola célula hasta
el de blastocisto. Si ambos gametos, oocito y esperma-
tozoide, presentaran sus centrosomas activos, el zigoto
entraria en la primera divisién celular con dos grupos
de centrosomas y cuatro centriolos, lo que resultaria
en la generacién de husos mitéticos anormales multi-
polares que provocarian aneuploidias y mosaicismos
en las blastomeras (Sluder et al., 1989). Por tanto, el
centrosoma de uno de los gametos es inhibido y, en la
mayoria de las especies animales, desde el erizo mari-
no hasta el ser humano, es el espermatozoide quien
aporta el centrosoma funcional al zigoto (Longo, 1963;
Szollosi and Hunter, 1973; Crozet, 1990; Long et al,,
1993; Schatten, 1994; Palermo et al., 1994). Una excep-
cion a esta regla parecen constituirla el raton y la rata,
pues sus oocitos pueden generar centros de organiza-
cioén de microtdbulos similares al centrosoma esper-
matico (Schatten et al., 1986) y, atin mads, el espermato-
zoide de rata no tiene centriolos (Woolley and Fawcett,
1973).

Los oocitos humanos maduros aparentemente ca-
recen de centriolos y de otros elementos del centrosoma
(Sathananthan et al., 1991; Sathananthan et al., 1996).
El huso meidtico responsable de la metafase II del
oocito de mamifero estd localizado en la periferia y es
anastral, es decir, carece de centriolos y dsteres (Navara
etal., 1994). No se sabe con exactitud cuando se inacti-
va el centrosoma del oocito; algunos proponen que las
estructuras del centriolo se pierden durante la madu-
racién de la oogonia. Sin embargo, debe persistir algu-
na estructura capaz de organizar microtibulos en el
gameto femenino ya que el oocito activado parteno-
genéticamente es capaz de clivaje embrionario (Ozil,
1990).

A diferencia del gameto femenino, el espermato-
zoide humano posee dos centriolos distintos
(Sathananthan et al., 1996). El proximal, que est4 loca-
lizado dentro de la pieza intermedia cerca de la placa
basal de la cabeza del espermatozoide, y el centriolo
distal, que es perpendicular al proximal y est4 alinea-
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do con el eje del flagelo; se cree que el centriolo distal
da origen al axonema del flagelo durante la esperma-
togénesis. Después de la fusién de los gametos huma-
nos, la cola del espermatozoide es incorporada dentro
del ooplasma y la region centriolar, y permanece en
contacto con el niicleo espermaético durante la descon-
densaciéon (Van Blerkom and Davis, 1995). Esta estre-
cha relacién se mantiene durante la formacion del
pronticleo masculino. El dster se forma durante la des-
condensacién del nicleo espermatico y se cree que,
posteriormente, traslada el prontcleo femenino hacia
el centro del zigoto. El centriolo espermético se dupli-
ca durante el estadio de prontcleos y, en el momento
de la singamia, se encuentran uno o dos centriolos ubi-
cados en los polos del primer huso mitético del em-
brién (Sathananthan et al., 1991; Sathananthan et al.,
1996; Simerly et al., 1995).

Se ha sefialado que con el uso de la inyeccién intra-
citoplasmética de espermatozoides (ICSI) en el trata-
miento de la infertilidad masculina, se podrian intro-
ducir en el oocito espermatozoides con centrosomas

anormales, particularmente en casos de astenozoos-
permia. Una posibilidad para el tratamiento de estos
casos podria ser la inyeccion conjunta del espermato-
zoide del paciente con colas espermaticas aisladas de
un donante (Palermo et al., 1997).

FORMACION DE
PRONUCLEOS Y SINGAMIA

La formacién de los pronticleos en el oocito huma-
no comienza entre los 120 y 170 minutos después de la
inseminacion in vitro (Lassalle and Testart, 1991), ge-
neralmente a las 12 horas son visibles en el zigoto
(Tesarik and Kopecny, 1989a), y entre 4 y 8 horas mas
tarde se pueden observar unidos en su centro (fig. 3-
7). Los zigotos masculino y femenino aparecen simul-
tdneamente y, en algunas especies, (Lasalle and Testart,
1991) como el raton y la rata (Austin, 1952), el prontcleo
masculino es mayor que el femenino, mientras que en
otras, como el hamster y el humano, son de igual ta-
mafio (Austin, 1956).

Figura 3-7.
Proceso de unién de los pronucleos (singamia).

Tomado de Lennart Nilsson. The Miracle of Life, 1990.

En el zigoto humano, no existe una forma precisa
de diferenciar cudl es el prontcleo de origen materno
o paterno (Gordon et al., 1989), pues aunque se ha se-
nalado que el femenino estd usualmente localizado mas
cerca del segundo cuerpo polar, esto no siempre se
cumple. En el interior de ambos pronticleos son visi-
bles granulos densos que tienen la funcién de formar
los nucléolos del embrién y se denominan cuerpos pre-
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cursores nucleolares. Estos no sélo son diferentes en-
tre distintas especies con respecto a su tamafio y mor-
fologia, sino que ademads presentan composiciéon
molecular desigual (Flechon and Kopecny, 1998). En
los zigotos humanos se le ha dado importancia a la
descripcion morfolégica de estos precursores nucleo-
lares con el fin de evaluar el potencial de desarrollo
del embrién (Tesarik and Greco, 1999).
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Cada prontcleo posee una crométide tinica de cada
cromosoma; con el fin de otorgar un complemento a
cada una de las dos blastomeras que provienen de la
primera mitosis del embrién, se debe realizar la
replicacién del ADN en la que cada cromosoma estara
constituido por dos cromatides unidas por sus
centromeros (la llamada fase S del ciclo celular). La sin-
tesis o replicaciéon del ADN se produce en el zigoto
dentro de cada pronticleo y ocurre casi simultdneamen-
te en el femenino y el masculino. En el ratén este pro-
ceso comienza 8 horas después de la fertilizacién cuan-
do ya es visible un nucléolo en el prontcleo y se com-
pleta en las siguientes 8 horas (Krishna and Generoso,
1977); mientras que en el humano, la sintesis de ADN
se inicia aproximadamente a las 12 horas de la fertili-
zacion (Tesarik and Kopecny, 1989b).

Los procesos que controlan la formacién de
prontcleos en el zigoto son los mismos que originan
la reconstitucion nuclear después de la mitosis de cé-
lulas somaticas (Collas, 1998). Se constituyen por la fu-
sion de vesiculas citoplasmaticas, inicialmente a la
cromatina y luego entre si (Vigers and Lohka, 1991;
Wilson and Newport, 1988). El citoesqueleto del oocito
y el aster espermético permiten que los prontcleos
masculino y femenino migren desde la periferia hacia
el centro del oocito fertilizado para luego fusionarse,
proceso que se denomina singamia (Longo, 1963;
Pickering et al., 1988).

DESARROLLO TEMPRANO DEL
EMBRION PREIMPLANTACION

El zigoto, con su nuevo potencial genético, comen-
zaré el desarrollo hacia un organismo multicelular; los
eventos iniciales en este proceso son el clivaje y la
gastrulacion. En el primero, se producen rapidas divi-
siones celulares que distribuyen el enorme citoplasma
del oocito fertilizado entre numerosas células hijas
nucleadas.

La gastrulacién en el embrién humano se produce
después de la implantacién y consiste en el dramético
desplazamiento de células de acuerdo a su respectivo
destino para formar las capas del disco germinativo
trilaminar (Gilbert, 1997).

Después de la fertilizacion, el zigoto se divide por
mitosis en varias células més pequefias denominadas
blastémeras (Sandler, 2000). El clivaje en los zigotos
de mamifero es uno de los mas lentos del reino animal
y se produce de 12 a 24 horas después de la fertiliza-
cién. Otra caracteristica tipica de mamiferos es la orien-
tacion tnica de las blastémeras entre si: en el primer
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clivaje es meridional, como en muchos embriones no
mamiferos; sin embargo, en el segundo, una de las
blastémeras se divide meridionalmente pero la otra lo
hace en sentido ecuatorial, lo que se denomina clivaje
rotacional (Gulyas, 1975) (fig. 3-8).

A diferencia de los mamiferos, el clivaje en equi-
nodermos y anfibios es radial, es decir, la primera di-
vision y la segunda son meridionales y, posteriormen-
te es ecuatorial. Aunque el clivaje de los nematodos es
rotacional como en los mamiferos, no se desarrolla
hasta blastocisto, que es una estructura caracteristica
de los mamiferos.

Este proceso es al principio sincrénico con la apa-
ricién de 2, 4, 6, 8, células, etc., aunque, a medida que
aumenta el niimero de blastémeras, puede desapare-
cer esta sincronizacion sin afectar el potencial del em-
brién y muchos poseen un ntimero impar de células,
fenémeno que es muy frecuente en embriones de ma-
mifero.

El mecanismo de mitosis en el embrién es similar
al que se verifica en las células somaticas; sin embar-
go, en estas ultimas, la multiplicaciéon solamente se
reinicia cuando las células hijas alcanzan el tamafio de
la que la origind. Por el contrario, durante el clivaje se
producen blastémeras cuyo volumen es la mitad del
de la célula madre.

La induccién de la mitosis en el zigoto se debe al
efecto del factor promotor de mitosis, «mitosis pro-
moting factor»: MPF, el cual regula el ciclo bifasico de
las blastémeras tempranas (Gerhart et al., 1984). En
efecto, las blastémeras presentan un ciclo de divisién
celular que consta de dos pasos: la fase de sintesis (S) y
la de mitosis (M); debido a que est4 abolido el periodo
de crecimiento entre divisiones celulares, es decir, las
fases G1 y G2 del ciclo celular. Por esta razoén, el tama-
fo de la blastomera en las divisiones tempranas es cada
vez menor.

La actividad del MPF también presenta un com-
portamiento bifdsico: es alta durante la fase S e inde-
tectable durante la mitosis (Newport and Kirschner,
1984). Como se menciond en el capitulo 2, el MPF cons-
ta de dos subunidades: la ciclina B y la quinasa depen-
diente de ciclina, «cyclin-dependent kinase»: cdc. La
mayor subunidad es la ciclina B y es la que demuestra
una variacioén periddica en su actividad durante el ci-
clo celular, acumuldndose durante la fase S y disminu-
yendo una vez que la célula se encuentra en mitosis
(Evans et al., 1983; Swenson et al., 1986, Minshull et
al., 1989).
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Figura 3-8.
Division del embrion en 2, 4, 6 y 8 células.

En las primeras etapas del desarrollo del embrién
preimplantacion, las blastémeras son totipotenciales,
es decir, que cada una es capaz de desarrollar cual-
quier tejido embrionario o extraembrionario del
conceptus. A medida que el clivaje progresa, aparecen
diferencias y especializaciones en las blastomeras, que
producen las llamadas lineas celulares, las cuales ori-
ginaran mas adelante un tejido o grupo de tejidos es-
pecifico (Edwards and Beard, 1997).

En mamiferos, durante el periodo de clivaje, el
zigoto permanece pocos dias en el oviducto, mientras
los cilios y el peristaltismo de la trompa lo empujan
hacia el tdtero. Aproximadamente en la tercera divi-
sién celular, cuando el embridon tiene de 6 a 8 células,
comienza el proceso de compactacién que genera la
formacion de una moérula de 16 a 32 células. En el hu-
mano, esto coincide con el cuarto dia del desarrollo
embrionario y con su paso hacia la cavidad uterina.

Es posible dividir al embrién preimplantaciéon en
un periodo precompactacién que se verifica en el ovi-
ducto y en un periodo postcompactacion, el cual ocu-
rre en la cavidad uterina, comienza con la moérula y
termina con el estadio de blastocisto (fig. 3-9). Duran-
te el periodo precompactacion, hasta que el embrién
adquiere 6 a 8 células, las blastémeras estan bien deli-
mitadas unas de otras, presentan forma esférica y se
mantienen unidas gracias a la zona pelticida. Durante
la compactacién, que se verifica en el cuarto dia del
desarrollo embrionario humano, las blastémeras esta-
blecen unién y aplanamiento entre si hasta el punto en
que no es posible diferenciar una de otra.

La morula posee de 16 a 32 células, algunas de las
cuales se comienzan a ubicar en el interior del embridn,
aisladas totalmente del espacio perivitelino por capas
de células externas, y dardn origen a la masa celular
interna del blastocisto (Pedersen et al., 1986). Se ha
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demostrado que el fenémeno de compactacién se
acompanfa de la polarizacion del citoplasma y de la
membrana celular de la blastémera. Cada célula del
embrion compactado presenta microvellosidades den-
sas en la superficie libre de contacto y ausencia de és-
tas en las zonas de contacto con las blastémeras veci-

Periodo precompactacion
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nas (Nikas et al., 1996), asi como polarizacién en el cito-
plasma. La comunicacién intercelular se verifica a tra-
vés de uniones estrechas que comienzan a aparecer en
el embrién de 8 células, pero no estan bien desarrolla-
das hasta el estadio de blastocisto temprano (Dale et
al., 1991).

Periodo postcompactacion

Oocito maduro Embrion de Embrion de Blastocisto
fertilizado 4 células 8 células (5 dias)
Trompa
de
Falopio
Qvario

Endometrio

Cuerpo del
ltero

Cuello del
utero

Vagina

Figura 3-9.
Estadios de crecimiento del embrién.

Se desconocen los factores que activan la compac-
tacion, aunque existen evidencias experimentales que
sugieren que puede estar involucrada en las modifica-
ciones postransduccionales de algunas proteinas como
la E-caderina. Esta se encuentra en el oocito y en todos
los estadios del desarrollo preimplantacion, distribui-
da uniformemente en la superficie de las blastomeras,
pero durante la compactacién se acumula en las regio-
nes de contacto intercelular (Elder and Dale, 2000).

En el humano, en el cuarto o quinto dia aparece el
blastocisto temprano, que resulta de la cavitacién de
la mérula debido al incremento en la actividad de la
bomba Na*-K* ATPasa, la cual conduce a un transpor-
te de sodio hacia el interior del embrién seguido del
paso de agua por ésmosis (Borland, 1997, Wiley, 1984).
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La forma del blastocisto varia de especie a especie
pero, en general, estd constituido principalmente por
una capa celular externa denominada trofoblasto que
rodea a una cavidad llamada blastocele en cuyo inte-
rior, adosado a la pared interna del trofoblasto, se de-
sarrolla un cimulo de células que daran origen al em-
brién y se denominan embrioblasto o masa celular in-
terna (Dyce et al., 1987). La presencia del embrioblasto
en el interior del blastocele permite que la masa de cé-
lulas que dara origen al embrién propiamente dicho
se desarrollen en un ambiente liquido especifico con
la presencia de proteinas que influyen en el crecimien-
to y diferenciacion celular (Tanaka et al., 1998). Las
células del trofoblasto daran origen a la placenta y a
los tejidos extraembrionarios.
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Es interesante el hecho de la presencia de mosai-
cismo cromosdémico en las células trofoectodérmicas
en muchos animales con complementos cromosémicos
2n, 4n 'y 8n. Se ha propuesto que la presencia de célu-
las tetraploides y multiploides se podria deber a que
replican ADN, pero no se llegan a dividir y son de gran
tamafo, cuya significacién es un misterio. En el hu-
mano, esto se puede relacionar con la formacion del
sincitiotrofoblasto.

Al final del quinto o principio del sexto dia, se pro-
duce la expansién del blastocisto por acumulacién ac-
tiva de liquido en el blastocele. La eclosiéon o ruptura
de la zona peltcida, que se analiza en el capitulo 4, es
un proceso mixto enzimatico y mecanico del embrién
que le permite abandonarla. Se cree que para que ocu-
rra es necesaria la intervencion de una proteasa simi-
lar a la tripsina, denominada estripsina, que esta pre-
sente en las células del trofoblasto y rompe la matriz
de la zona peldcida (Perona and Wassarman, 1986). El
endometrio también podria contribuir mediante la pre-
sencia de enzimas proteoliticas, pero no se conocen con
exactitud las bases moleculares de la eclosion.

La apoptosis, o muerte celular programada, inter-
viene en la regulacién del tipo y nimero de células del
embrion, se produce por primera vez en el blastocisto,
predominantemente en la masa celular interna (Hardy,
1997), y parece ser un mecanismo importante en su
desarrollo.

ACTIVACION DEL
GENOMA DEL ZIGOTO

La implantacion y el desarrollo exitoso del embrion
dependen de la capacidad que tenga de iniciar y regu-
lar la expresion de la nueva informacién genética he-
redada del padre y la madre. En la mayoria de las es-
pecies animales no mamiferos, las primeras divisiones
celulares del embrién estdn completamente controla-
das por proteinas y ARN mensajero (ARNm) almace-
nado en el oocito (Gilbert, 1997).

Debido a que durante el clivaje temprano el volu-
men de cada célula no sufre incrementos porque se
encuentra abolido el periodo de crecimiento entre las
divisiones celulares, se produce una disminucién pro-
gresiva de la proporcion entre el volumen del citoplas-
ma y el del nticleo, que, en animales inferiores como el
Xenopus o Drosophila, permite la activacion de cier-
tos genes del embrion que nunca se expresan antes de
la duodécima division y que se ha denominado transi-
ciéon mesoblastular (Newport and Kirschner, 1982;
Edgar et al., 1986).
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En los mamiferos, el genoma del zigoto transmiti-
do por mitosis a todas las nuevas células, tampoco fun-
ciona en los embriones tempranos, pero se activa més
precozmente que en los invertebrados y por mecanis-
mos diferentes. El genoma nuevo se debe activar a fin
de sustituir el ARN mensajero (ARNm) y las proteinas
derivadas del oocito por las derivadas exclusivamente
del embrién. Esta transiciéon desde la activacién del
genoma oocitario materno al genoma del embrion, se
conoce como la activaciéon del genoma del zigoto
(Schultz, 1993) e involucra tres pasos sucesivos (No-
thias et al., 1995):

* La detencion de la transcripcion de los genes ma-

ternos y la depleciéon del ARNm materno.

¢ El inicio de la transcripcion de los genes del em-

brién y la aparicion de ARNm de origen embrio-
nario con la aparicién de proteinas embrionarias.

El desarrollo de una estructura funcional del nu-
cleosoma denominada la region organizadora nu-
clear, «nuclear organizing region»: NOR.

La activacion del genoma del zigoto se produce en
distintos momentos del desarrollo embrionario de
acuerdo a la especie, como se sefiala en la tabla 3-1.

Tabla 3-1.
Momento de la activacion del genoma
embrionario en distintos animales.

Animal Estadio celular (células)
Conejo 1-2
Ratén 2
Vaca 4-8
Humano 4
Mosca Drosophila 4.000
Sapo Xenopus 5.000

(Elder and Dale, 2000).

En la mayoria de los casos, la activacion principal
del genoma esta precedida por una activacion tempra-
na con minima actividad transcripcional (Nothias et
al., 1995). Por ejemplo, en el ratén, la activacion del
genoma durante el estadio de dos células esta precedi-
da de poca actividad transcripcional en el estadio de
una célula. En el humano, se ha detectado la presencia
de transcritos muy tempranos de dos cromosomas de
origen paterno presentes en el cromosoma Y, el ZFY 'y
el SRY, los cuales aparecen durante el estadio de
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prontcleos, 20-24 horas después de la inseminacién in
vitro (Ao et al., 1994), a pesar de que la activacion del
genoma embrionario ocurre principalmente en el es-
tadio de cuatro células.

En mamiferos, este proceso parece depender del
tiempo transcurrido desde la fusién del espermatozoi-
de con el oocito y no del ciclo celular. Esto ha genera-
do la hipétesis del reloj del zigoto, segtin la cual se re-
trasa la activacion del nuevo genoma embrionario has-
ta que los genomas maternos y paternos se han repli-
cado y han sido remodelados, a fin de cambiar las ca-
racteristicas propias del periodo postmeiosis. Esto ase-
gura que los genes del embrién no se expresen hasta el
momento apropiado del desarrollo embrionario. Apa-
rentemente, la represion inicial del genoma del embrién
se debe a cambios en la estructura de la cromatina
(Adenot et al., 1997) y no a modificaciones atribuibles
al aparato de transcripcion; de tal forma que la estruc-
tura de la cromatina serfa la responsable del reloj de
activacion del zigoto (Nothias et al., 1995).

Los genes heredados por el embrién deben ser
modificados a fin de asegurar un apropiado funciona-
miento del genoma. Estas modificaciones, que se co-
nocen con el nombre de programacion epigenética,
involucran cambios bioquimicos sin alterar la secuen-
cia del gen y son muy importantes en el embrién
preimplantacion porque controlan el crecimiento y
desarrollo embrionario (De Rycke et al., 2002). El «im-
printing» genético es un tipo de modificacién
epigenética mediante la cual un gen es inactivado per-
manentemente (Surani et al., 1986).

En el embrion usualmente se expresan dos copias
o alelos, uno de origen materno y otro de origen pater-
no; sin embargo, en algunas ocasiones, es necesario que
uno soélo se exprese, para lo cual el otro alelo debe ser
inactivado. Un ejemplo lo constituye el gen que codifi-
ca al factor de crecimiento 2 similar a la insulina,
«insulin-like growth factor-2»: IGF2; en este caso s6lo
se debe expresar el alelo de origen paterno y se debe
inactivar al alelo de origen materno. Si ambos se ex-
presan por un «imprinting» inadecuado, existe un alto
riesgo de la aparicién de un tumor de origen embrio-
nario denominado nefroblastoma o tumor de Wilm'’s
(Niemitz and Feinberg, 2004). En humanos se han iden-
tificado unos 80 genes que requieren «imprinting» y
existen evidencias que sostienen que este proceso co-
mienza durante la gametogénesis y también se produ-
ce en el zigoto (Sapienza et al., 1987).

Las anormalidades de los cambios epigenéticos se
han relacionado con alteraciones del crecimiento fetal
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y malformaciones congénitas, como el sindrome de
Beckwith-Wiedemann (DeBaun et al., 2003), el sindro-
me de Angelman (Orstavik et al., 2003) y el retino-
blastoma (Moll et al., 2003). Aunque la incidencia de
enfermedades relacionadas con alteraciones del «im-
printing» en la poblacién general es menor de 1%, se
ha planteado la posibilidad de que las técnicas de re-
produccién asistida puedan favorecer su aparicion de-
bido a la induccién de estrés celular en el embrién
(Niemitz and Feinberg, 2004). En la actualidad, se tra-
baja activamente en el conocimiento del genoma del
embridn, lo que permitird discernir los mecanismos que
controlan la expresion de genes embrionarios (Adjaye
et al., 1998).

RESUMEN

Durante la fecundacién, dos células sexuales o
gametos se unen para iniciar una cascada de sefia-
les que resulta en la conversién del oocito en un
embrion diploide capaz de formar un nuevo orga-
nismo.

Tanto en el hombre como en la mayoria de los ma-
miferos euterianos, el semen es depositado en la
vagina, y el canal cervical constituye el sitio anat6-
mico de seleccion de los espermatozoides, asi como
el lugar en el que se inicia su capacitaciéon dentro
del tracto genital femenino. S6lo los esperma-
tozoides que han llevado a cabo el proceso de exo-
citosis, denominado reaccion acrosémica, lograran
atravesar la zona pelticida y fusionarse con la mem-
brana del oocito. Mediante esta reaccion, ocurre la
unién entre la membrana acrosémica externa y la
membrana celular del espermatozoide, lo que ge-
nera la aparicién de fenestraciones entre ambas que
permiten la salida del contenido del acrosoma; éste
es un proceso gradual en los espermatozoides del
eyaculado y no se lleva a cabo de forma simulta-
nea en todos.

El cumulus oophorus esta constituido por células
de la granulosa y una matriz extracelular laxa que
estd compuesta principalmente por dcido hialu-
rénico polimerizado y que es secretada por las cé-
lulas de la granulosa durante el reinicio de la
meiosis en el oocito. Su funcién es la de favorecer
la entrada de los espermatozoides de mejor cali-
dad dentro del oocito, lo cual se logra mediante un
proceso que combina una accién mecanica y una
enzimdtica.
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La zona pelicida varia en su estructura y su gro-
sor de una especie a otra aunque, en la mayoria de
los casos, presenta una capa densa que ocupa la
mitad interna y una capa mas laxa en su porcién
externa. La interaccion de ésta y el espermatozoi-
de es un fenémeno complejo y especifico de cada
especie que puede ser dividido en dos grandes pro-
cesos: la fijaciéon primaria, en la que el espermato-
zoide se une a la zona peltcida con el cromosoma
intacto; y la fijacién secundaria, en la que los
espermatozoides se unen después de haber com-
pletado la reaccién acrosémica.

El primer lugar de contacto del espermatozoide con
el oolema es la membrana acrosomal; sin embar-
go, éste se acuesta sobre la membrana ovular y la
region o segmento ecuatorial de la cabeza es el lu-
gar que inicia la fusion. Posteriormente a este pun-
to de inicio, continda hacia la regién posterior de
la cabeza y la pieza intermedia para luego incor-
porar la cola dentro del oocito.

La activacién del oocito es el conjunto de sefiales
iniciadas por la fusioén del 6vulo y el espermato-
zoide que lo transforman en embrién. Algunas ocu-
rren pocos segundos o minutos después de la fu-
sion de los gametos, mientras que otras pueden
aparecer en el curso de horas y uno de los eventos
mads tempranos de este proceso es el aumento del
calcio intracelular. Esta activacion conlleva la for-
macién del segundo cuerpo polar para culminar la
segunda division meidtica. En ese momento, el
oocito se transforma en una célula haploide debi-
do a que la mitad de sus cromosomas son expulsa-
dos en el interior del cuerpo polar.

El primer cambio visible que ocurre en el nicleo
espermético luego de la fusién con el oocito, es la
ruptura de la envoltura nuclear, la cual se inicia en
el segmento ecuatorial y prosigue hacia adelante y
hacia atrds, para completar la descondensacion de
la cromatina, que es indispnsable para la forma-
cién del pronticleo masculino. La formacién de los
prontcleos en el oocito humano comienza entre los
120 y 170 minutos después de la inseminacion in
vitro, generalmente a las 12 horas son visibles en el
zigoto y entre 4 y 8 horas més tarde se pueden ob-
servar unidos en su centro.

El zigoto, con su nuevo potencial genético, comen-
zaré el desarrollo hacia un organismo multicelular
y los eventos iniciales en este proceso son el clivaje,
mediante el cual se producen répidas divisiones
celulares que distribuyen el enorme citoplasma del
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oocito fertilizado entre numerosas células hijas
nucleadas, y la gastrulacién, que consiste en el dra-
matico desplazamiento de células de acuerdo a su
respectivo destino para formar las capas del disco
germinativo trilaminar.

Es posible dividir el embrién preimplantacién en
un periodo precompactacién que se verifica en el
oviducto y un periodo postcompactacion, el cual
ocurre en la cavidad uterina, comienza con la
morula y termina con el estadio de blastocisto.

La implantacién y el desarrollo exitoso del embrién
dependen de la capacidad que tenga de iniciar y
regular la expresion de la nueva informacién gené-
tica heredada del padre y de la madre. El genoma
nuevo se debe activar a fin de sustituir el ARN men-
sajero (ARNm) y las proteinas derivadas del oocito
por las derivadas exclusivamente del embrién. Esta
transicion desde la activacion del genoma oocitario
materno al genoma del embrion se conoce como la
activacion del genoma del zigoto.
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