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R E S U M E N 

En la fertilizaciqn, la fusión del espermatozoide con 

el Ovulo, se requiere la presencia de calcio en el medio de 

incubación. En mó.ltiples procesos celulares en los que 

interviene el calcio, 1 a calmodul ina < CaM > ha mostr·ado ser· 1 a 

mediadora de las acciones del ión. El interés de este trabajo 

fue el de conocer·: si en el mecanismo de fusión de las 

membr·anas plasmaticas de los gametos la Cal'! media una función, 

suger· ida per·o aun desconocida, del calcio. En el presente 

trabajo fue estudiada la localización de la calmodulina por 

inmunofluorescencia indirecta= 1> en los óvulos del hamster con 

zona peló.cida o carentes de ella, 2> en los espermatozozoides 

del cuyo durante su capacitación y reacción acrosomal, in 

)titee, en el medio MCM-PL y 3) en los gametos durante su 

coincubaciOn en el medio MCM-PL con Ca y K. Se valoro, el 

efecto de la trifluor·oper·azina, inhibidor de la calmodulina, y 

del anticuerpo anticalmodulina sobr·e la 1 a pr·esenc i a 

fer·ti l izaciOn. Se produjo la superovulación en la hamster, por 

tratamiento hormonal. Los Ovules se liberaron de las células 

de la granulosa por tratamiento con hialuronidasa y de la zona 

pelúcida con tripsina o de manera mecanica. La fertilización 

se valoro en óvulos vivos, por· micr·oscopia de contraste de 



fases y en óvulos fijados, poi" tincion del DNA, con el r·eactivo 

de Hoechst 33258. En óvulos fijados, 

calmodulina fue obser·vada 0 1> en la pel"ifel"ia de las células, 

2 > fol"mando un entr·amado apar·entemente en el inter·iol", 3) en el 

cuel"po polar' y 4) bol"deando el sitio en el que se libel"6 éste 

al timo. En gener·al, los ovules pequef'los (de diamet r· o) 

pl"esentaban menos calmodulina. La mayo,... tincion pel"ifér· ica, 

que pl"esental"on los óvulos desnudados de manel"a mecánica , los 

que no fuel"on per·meabilizados y los tef'lidos in ~i:.'.c, sug i er-·e la 

pl"esencia de CaM en el extel"iOI" de la célula. La pl"esencia de 

CaM en la r·egion postacl"O!liomal de los espel"matozoides con 

l"eaccion acl"osomal fue conf ir-·mada. 

distl"ibucion de la CaM en el ovulo, 

Se observo un cambio de 

hasta las 3 h de . la 

fel"tilizacion. Los anticuel"pos ant.i-CaM, 

inhibiel"on la fel"tilizacion. 

pel"o no la TFP, 



INTRODUCCION 

la fertilización 

la fertilización ha sido un tema de gran interés para 

tos cientificos por más de un siglo, por su papel fundamental 

en ta preservación de las especies Cll. Durante los óltimos 30 

aftas , grandes avanc~s han sido logrados en el conocimient o de 

la fisiotogia , morfologia 

involucradas en este proceso. 

y bioquimica de las células 

la fertilización es definida 

como la fusión del óvulo con el espermatozoide a nivel de sus 

membranas plasmáticas C21 , 

singamia <31. 

y para otros , comprende hasta la 

los 

desarrollo 

estudios clásicos de la fertilización y el 

embrionario temprano , han predominant eme nte 

involucrado la utilización de gametos de animales que e xhiben 

fertilización e xterna. Consecuentemente , mucha de la suma 

total de nuestro conocimiento acerca de estos procesos se 

deriva de ta investigación en dichos a nimales , particul armente 

la realizada en invertebrados marinos. En éstos , tanto l os 

óvulos como los espermatozoides son ideales para su análisis 

por dos razones principales La primera es que la fecundación y 

el subsecuente desarrollo del huevo fácilmente ocurren en el 

laboratorio después de la interacción de los gametos en el agua 

de mar. La segunda , es la gran cantidad de gametos de ambos 
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sexos, que puede ser obtenida fac i litando las investigaciones a 

niveles bioquimico y molecular. Estas ventajas fundamenta n el 

gran progreso que se ha hecho en el entendimiento de los 

procesos que tienen lugar· antes, durante y después de la 

fertilización <41. Mientras que los estudios en invertebrados 

continuan para ser en muchas formas un modelo de selección para 

la i nvest. i gac i ón, 

conocimiento de 

Desafortunadamente , 

el 

la 

interés ha naturalmente girado hacia el 

fertilización en los mamiferos. 

mientr·as algunos pr·ocesos básicos 

involucrados en la fertilización de estos dos grupos parecen en 

muchas formas similares entre si , en otros procesos existen 

disparidades fundamentales que evitan la simple extrapolación 

de ,..·esul tados. 

Por la inaccesibilidad a los gametos de los mamíferos 

en su medio ambiente natural , muchos investigadores han 

enfocado su atención al estudio de la fertilización bajo 

condiciones io ~itcc. Los primeros ensayos para lograr la 

fertilización de óvulos de mamiferos io ~itcc . datan de 1878 

< Shen k, citado en 4 J . La e v idencia inobjetable de la 

ocurrenc ia de la fer tilización iD ~itcc fue c onseguida en 

ó vu los de conejo por Chang en 1959 y con ello el estudio de los 

mec a ni s mos de la s r eaccion es que t ienen lugar e n ella , fue 

c onsider ablemente f aci l itado ; además s e han hecho pr og r esos 

adi c ionales c on el uso de medios de cultivo definidos (5 1. 

As i _. algunos factores necesarios par a las di versas etapas del 

proceso ha n podido ser identificados . En la actualidad , l a 
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fertil1zaciOn de los Ovules de mamiferos in ~itcg ha sido 

extendida a otras muchas especies tales como el hámster, ratón, 

rata .. cuy o y al ser hur11ano entr·e ot.r·os <6). 

Preparación del espermatozoide de los mamiferos para la 

fertilización 

Maduración del esper·matozoi de. El esperrnatozo i de 

testicular de los mamiferos no tiene la capacidad de penetrar a 

los Ovules. Su potencialidad fertilizante la va adqui ri e ndo 

confor·rlle pasa a tr·avés del ep ididirno. Este proceso 

aparentemente es ónico de los rnamiferos y es referido como 

Maduración epididimal del espermatozoide (71 . 

Capacitación. Aón después de su maduración epididirí1a l , 

el espermatozoide de los mamíferos requier e de una fase 

adic i onal de maduración dentro del tracto reproductor femenino, 

antes de ser capaz de fertilizar Ovules C12 l. Este f enOroeno 

fue descrito por Chang y por Austin en 1951 de r11aner·a 

independiente Ccitado en 4 y 7) y fue referido posteriormente 

como capac1taciOn <Austin , 1952 ; citado en 7 >. Actualmente la 

capacitaciOro se define como los cambios f1siolOgicos y 

estructurales q u e debe ~ ocurr1rle al espermatozoide , par·a que 

éste sea c apaz de sufrir la reacción acrosomal <RA l, pr·oceso 

necesario para que el espermatozoide pueda f•rt.ilizar al gameto 

femenino ( 2 J. 
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la capac i t.ac 2 On oc:ur·r ·a 

cor , la.s especies. Por· ot.r ·a parte , 

alguna necesidad de capacitación de los espermatozoides de los 

i T1 v er t.ebr ados c:on fer·t i 11 ::ac i On exter·na. En éstos, la RA 

oc:L1r·r ·e e n f or·rr.a i nstan tar.ea cuando el espermatozoide hace 

con la gelatina del óvulo 11 ) . Asi , la capacitación 

p;;.· ece ser · una adapta.e i Or1 asociada con la fert.i l izaci6n 

:i rit.@r·na .. Es un p!"·oceso r ·ever·sible ( 15 ) c:u y a secuela es la 

,..·eacc10,.., acrosoma i . Las o ases mol ecul ar·es de la capa.e: i tac i On 

no esta,., bi e n estab l ec idas . pero ~ a y v arias lineas de eviden cia 

CfLle e l pr·oceso de capac: i tac l ón i nvol uc:r·a entr·e 

ot.r·a!: . mod:f:i caciones 11101 ecul ar·es a ni v el de 1 a membr·ana 

p l asr11át i ca Lm i r .cr·ement. o de 1 a per·nseabi 1 idad al iOn calc:io , 

r1 ecesario par-·a la r ·eaccicm acr-·osomal 19 ) . 

La r eac ción acrosoma l . El acr-·osorna. de l esper-·matozoide 

u n or -:iarse i o C: Ltbr e l a r ·egiOn anter· ior· del nócleo y su 

DI' i g e r es : sosoma l ( l El esper matozoide capacitado para 

es dec ir-· , suf r ir la 

Est.e pr oceso i nvo 1 u cr·a • 1 ) la 

" ::ir r11c. c: ; e• d io rut • ·1 t l p 1 es : i t 1 os de f us i ó r . o r- 191 n an dose v esículas 

r11J; tas Ci E· e x tE'r n a y la rJJErubraria 

Esto p,.. oo u ce a su v ez , la f or·mación 

d E· 1 ét S n·sembr ar.as . Esta reacc1ón es 

2 ) i .. v esicul aciór1 

~ 1i ber ac 1~n DE I con teni do ac: rosoma l, 
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c:ompuesto de una variedad de enziroas hidrol itic:as inc:luyendo 

pr·otei nasas, 

pueden ser 

glicosidasas, y fosf atasas. Algunas de éstas 

c:oroponentes integrales de la membrana ac:rosomal 

interna y ac:tuar como receptores del espermatozoide que se unen 

a la zona pelócida del óvulo ( 11 ); 3) la exposición de la 

membrana acrosomal interna del espermatozoide con sus enzimas 

asociadas 4> a nivel del segmento ecuatorial del ac:rosoma, la 

r efusión de la membrana plasmAtic:a y la membrana acrosomal 

externa residual, para mantener una membrana limitante continua 

después de la RA (1). El segmento ecuatorial del acrosoma al 

parecer esta excluido de los eventos de fusión de membranas en 

la RA, sin embargo, sus propiedades de reconocimiento cambian 

una vez que la RA ha ocurrido (8,15). 

La interacción del óvulo con el espermatozoide 

El Ampula del oviducto es el sitio donde ocurre la 

fertiliz a ción io ~i~c. de los ovocitos recientemente ovulados 

rodeados en general por las células del 

asociadas al fluido folicular <7,12>. 

cumulus oophorus y 

Aun que ha sido propuesto que tanto las células del 

cumu l us c omo el fluido asociado , juegan un papel especifico en 

la c a pdc it.ación deo 1 esper·matozo i de (3), hay evidencias 

obt. er . idas e n r;1uchas especies , de estudios io ~i~c e io ~it~c. 

que sugieren que ni los fluidos ni las investimentas del óvulo 

son factoreos esenciales para la aparición de la reacción 
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acrosomal, secuela de la capacitación <3>. 

Penetr·ación de la zona pelócida. Una vez que el 

espermatozoide ha sufrido la r·eaccc ión acr·osomal es, 

teór· i camente , competente para penetrar la zona pelóc i da. La 

zona pelt'.lcida de los ó v ulos de los ma miferos es una capa 

acelular , relativamente gruesa , compuesta de tres familias de 

glicoproteinas • ZP 1, ZP 2 y ZP 3 113 , 14>. La especificidad de 

especie en la fertilización de óvulos nati v os intactos resid e 

primeramente en la zona pelócida C1 5 l . Las evidencias indican , 

que la penetración de la zona pelócida es precedida por 

interacciones , entr·e moléculas de la superficie del 

espermatozoide y receptores especificas para ellos en la z ona 

pelt'.lcida C3l. En estas interacciones participan , al rt1enos en 

parte , var· ios residuos de azúcares incluyendo a la N-

acetilglucosamina y a la fucosa C20l. Algunos espermatozoi des , 

como los del cuyo y el del hombre , nunca se unen o penet r·a ·,., 1 a 

zona pelt'.lcida de óvulos het.erólogos C?,13). 

La fusión de las membranas plasmáticas de los gametos y 

la i ncorporación del espermatozoide al Ov ulo. Bajo condiciones 

naturales el espermatozoide que se fusiona con la membran a 

plasmática del Ovulo sufrió la reacción acrosomal antes de la 

pen etr·ac i ón de la zona pelócida . Además todas l d s evidencias 

experimentales iü demuestr·an gue sólo a quellos 

espermatozoides que e xpresan la reacción acrosomal son c a paces 



7 

de fertilizar a los óvulos liberados de la zona (6,7,10 , 15). 

Los mecanismos por los cuales la reacción acrosomal hace 

capaces a los espermatozoides para fusionarse con la membrana 

plasmática de los ovocitos son desconocidos. Lo que parece 

cierto es, que la membrana plasmática del segmento ecuatorial y 

de la región postacrosomal del esperr11atozoi de cambian 

como resultado de la RA. Se ha observado que 

emergen zonas libres de particulas en la membrana plasmática 

sobre estas regione~ 181. La formación de estas áreas libres 

de particulas posiblemente permita a la membrana del 

espermatozoide fusionarse con el oolema 110,151. 

Los Ovules de los mamiferos están cubiertos por 

numerosas microvellosidades excepto en la región que cubre el 

huso meiótico y la fusión del espermatozoide raramente ocurre 

aqui < 3). 

El contacto inicial Ovulo-espermatozoide involucra una 

asociación las microvellosidades y 1 a cabeza del 

espermatozoide 121). La identificación de la región especifica 

de la cabeza espermática donde la fusión con el Ov ulo es 

iniciada , ha sido tema de discusión sin tener hasta ahora 

definiti vos. Algunos estudios estructurales 

tempranos sugieren que la región postacrosomal es el sitio en 

cuestión 131 mientras que Bedfo~d (8) segr11ent. o 

ecuator ial. El hecho de que la mayoria , sino es que todos , los 

espermatozoides que atraviesan la zona pelúcida en un Ovulo 
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intacto retienen al segmento ecuatorial, han hecho a este 

segmento un candidato atractivo para la tarea especializada de 

fusión con el óvulo. Otros autor· es sugier·en , c:¡ue ambas 

regiones son capaces de par ticipar e r, el r ., _ _,r.oc.ir11iento del 

óvulo, dependiendo de especies y ci rc~ns l ~ nci as . 

Una vez c:¡ue la s e i n icia ~ la i ncor·por·ac i ón 

completa d o: l esper matoziode procede bastan te rápido y, al menos 

en el ratón , en poco tiernpo <diez minutos> la cabeza de\ 

espermatozoide se encuentra en el c i top l asr;1a del óvul o . El 

flagelo es i ncor·por·ado en un peri o do de v arias hor as 

(3,7,8,19>. En la incorporación del esper matozoide partici pan 

las microvellosidades del óvulo (15>. 

Bloqueo de la polispermia. La fusi ón del espermatozoide 

fer·ti l izante con la rnerobr·ana del ó vulo dispara en éste una 

compleja serie de respuestas , las cuales incluyen en tr e otras, 

a la reacción cortical. Esta consiste en la e xo c itosis d e lus 

gránulos corticales adosados a la cara inter na de 

plasmática del ó vu lo. Su cor.ter. ido e s descar· ga d o • ' ;,sp a ,. 10 

periviteli no s igui en do a la fusió n e nt r e las membranas de l o s 

gránulos y del ó v ulo. La s interac ciones que OCLlrren entre e \ 

material de los g r ánul os corticales y la zona pel L ~ 1d a y/ o 1 a 

r11embrana plasmáti c a del óvulo son importantes e n t a pre v e nc ión 

de l a p o lisper r11ia \ 16 , 17> . Co mo c onsecuenc ia de la re acc1ó 11 

cortical se o ri ginan cambios e n la zona pelúci da, los cuales s e 

denominan en conJ u n to como r eacción de l a zon a 1 e; ) • 
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pelócida puede volverse imper·meable a mas itsper·matozoides 

ademas de endur·ecer·se y/o vol ver· se mas r·esistente a agentes 

liticos. Se sugier·e que el pr· iml!!r cambio es debido a la acción 

de una enzima tipo tripsina, y el óltimo a la acción de una 

ovoper·ox idasa, las cuales son liberadas de los gránulos 

corticales. Por· otr·a parte, se ha demostrado que alteraciones 

en la r;1embrana plasmática del óvulo , como car¡¡bios en sus 

propiedades electricas, pL1eden evitar la fusión de 

espermatozoides adicionales; y que dichas alteraciones pueden 

ser el resultado de la acción del 

cor·ticales. 

material de los gránulos 

El grado de polispermia esta relacionada a la 

concentración de espermatozoidl!!s y refleja móltiples fusiones 

sincrónicas (3). Uno de los mecomismos que se ha suger· ido par·a 

la entrada del espermatozoide a través de la zona pelócida es 

la hidrólisis enzimática de la zona por una en z ima (acr·os ina) 

que lleva unida el espermatozoide con RA en 1 a rr1 emb rana 

acrosomal interna. Este agente litico es referido como li sin a 

de la zona ( 15). Al parecer la movilidad hiperac t ivada del 

espermatozoide que ha sufrido la RA también es un fac tor 

determinante en la penetración de la zona pelócida <7,18>. 

La descondensaci6n del nócleo esper·matico, la formación 

de los pronócleos y la singamia. Previo a la descondensación da 

la cabeza espermática ocurra el rompimiento de su envoltura. 

La descondensación de la cr·or11atina espermática , altamente 
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empaquetada, involucra la ruptura de puentes disulfuro de sus 

proteinas. En el hAmster, Yanagimachi <7> ha reportado que la 

d&scondensaciOn de la cabeza del espermatozoide puede ser 

detectada, 30 a 40 minutos después del contacto inicial entr e 

los gametos. El flagelo y sus componentes se desintegran 

posteriormente 1m el citoplasma del óvulo. 

Los puntos fina 1 es de mayor· contr·ol durante la 

fertilización involucran la completa descondensación de la 

c romatina de ambos gametos y la for·mación de los pr·onócleos 

respectivos. Sin estos eventos, la unión final de los genomas , 

de ambas células, no ocur·re. El contr·ol de la for·mación 

pr·onucl11ar es poco corropr·endido, aunque no parece ser especifico 

de especies; al menos en algunos casos, la penetr·ac ion 

heteroespecifica es pr·oseguida hasta la for·mación de los 

pronóc 1 eos < 15 >. 

Los estadios iniciales de la formación pronuclear 

ocurr·en en la región cor·tical del óvulo. El pronacleo 

espermático desarr·ol 1 o COTi frecuencia for·ma una 

protuberancia en la periferia del óvulo. Inicialmente , el 

pr·onócleo del óvulo está también local izado en la periferia , 

debido a la r·eciente ter·minaciOn de la segunda división 

meiótica y la extrusión del segundo cuer·po polar·. 

pronócleos gradualmente migran hacia el centro del óvulo donde , 

justo antes de la primera división mitótica , las en volturas de 

los pronócleos se rompen y la cromatina deri v ada del Ovulo se 

mezcla con la del espermatozoide. Con esta unión , denominada 
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11 singamia",, el espermatozoide completa su tar·ea y el proceso 

entero de la fertilización finaliza. 
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ANTECEDENTES 

El ión calcio y la calmodulina 

El ión calcio desencadena procesos biológicos tan 

diver·sos como la contracción muscular· , la secrecón hormonal 

<28)' la maduración de las células y participa la división 

mitótica y meiótica <22) ; la endo y exocitosis y la movilidad 

de cilios y flagelos <48>. Este ión se cuenta entre los 

segundos mensajeros en las células de los seres vivos <22>. 

Esta bien establecido que el ión calcio se ve 

involucrado en varios procesos relativos a la fertilización 

Asi, regula la movilidad de los espermatozoides ( 23-26). 

(23,48). En la inducción de la reacción acrosomal, su 

particípación es indispensable <24>. Yanagimachi y otros 

investigadores han demostrado que el calcio es necesario para 

la penetración del espermatozoide a través de la zona pelócida 

( 29). También se ha comunicado que durante la interacción de 

los gametos para su fusión y en la penetración del Ovulo por el 

esperrr1at.ozoi de , la presencia del calcio en el medio de 

incubación , es un requisito <23,25,26). Por otra parte , en 

sistemas de fertilización in ~it~c se ha observado . que e r. 

ausencia de calcio aunque no se lleva a cabo la penetración de 

los óvulos libres de la zona pelócida, por espermatozoides con 
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reacción acrosomal, si ocurre una unión, no necesariamente la 

fusion, entre los gametos <23,29,59>. 

El ión calcio por si mismo es inactivo, para lograr su 

actividad las células han desarr·ollado un elaborado sistema de 

proteinas especializadas en unirse al calcio, para regular la 

concentración celular del iOn y controlar sus efectos (23,27). 

Una de estas proteinas es la calmodulina o proteina moduladora 

de calcio y es una de las tres mas importantes receptoras de 

calcio, en función de su concentración en las células <22>. La 

calmodulina es una pequeha proteina (16,790 daltons> ubicua, 

acidica (pl 3.9-4.3), ter·moestab 1 e cuya secuencia de 

aminoácidos se ha conservado casi perfectamente a través de la 

evolución <23,27,28,30>. 

La calmodulina como proteina receptora de calcio tiene 

la propiedad de unir 4 iones calcio y for·mar un complejo, que 

resulta en un cambio conformacional de la calmodulina. El 

complejo calcio-calmodulina activa a una gran variedad de 

enzimas como a las cinasas fosforilasas, varias proteinas 

cinasas y fosfatasas de proteinas; a la ATPasa-Ca-Mg, adenilato 

ciclasa, 

( 30 ' 31 ) • 

aunado a 

fosfodiester·asa de nuleótidos cicl icos y otras mas 

La amplia distribución filogenética de la calmodulina 

la diversidad de enzimas reguladas por el complejo 

calcio-calmodulina , han permitido proponer a esta proteina como 

el primer modulador de las acciones de l as sehales del calcio 

( 31 ) . 

Ha sido sugerida la part1 c 1pación de la calmodulina 
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como un factor acoplante de la acción del calcio, en los 

eventos relativos a la fertilización 

fusión de los gametos, etc.>. 

Cr·eacción acrosomal, 

En el espermatozoide, aislado de una gran variedad de 

especies Cdel hombr·e, conejo, hamster·, gallo y erizo de mar 

(32) , se ha determinado la existencia de calmodulina ( 38, 49). 

Por técnicas inmunocitoc¡uimicas se ha mostrado la presencia de 

calmodulina , tanto en el flagelo como en la cabeza de dicha 

célula <32-34,49-51,65) y la mayor cantidad par·ece estar 

concentrada en el acrosoma C32J ; el 99/. de la actividad de 

calmodulina se pr·esentó asociada a la cabeza del esper·matozoide 

del erizo de mar C32l. 

La calmodulina se localiza en las siguientes regiones 

espermáticas = en el acr·osoma C32,33, 49,65l, en una banda en la 

porción poster·ior del segmento ecuatorial ( 32,33,50,58) en la 

punta del flagelo (491 y en la unión de este con la cabeza 

(49 , 65). Ademas, evidencias r·ecientes indican que e l 

r·e gión espermatozoide tiene localizada calmodulina en la 

postacr·osoma l ( 34,581. El espermatozoide que ha sufrido la 

reacción acrosomal , no presenta calmodulina en la región de la 

cabeza que perdió el acrosoma, las otras regiones del 

espermatozoide si la conservan, tales como la r·egión posterior 

del segmento ecuatorial , la región postacrosomal y la pieza 

media < 34, 65 J • 

La participación de la calmodulina en la reacción 

acrosomal, proceso dependiente de calcio, ha sido sugerida por 
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la inhibición que ocurre, de esta r·eacc i ón, cuando lo& 

espermatozoides son tr·atados con dr·og.a& .ant.agonist.as de l.a 

calmodulina, como son la trifluoroperazina , W-5 y W-7, (30,35-

37,52,60> y por· la presencia de calmodulina en el acr-osoma. 

Por ot.ra parte, la localización de calmodulina cer-c.a de la 

región posterior del segmento ecuatorial y la zona 

postacrosomal, sitios de reconocimiento del óvulo, sugiere un 

papel potencial para la calmodulina en la fusión óvulo­

espermatozoide (32,34,53 , 58), pr-oceso dependiente de calcio. 

También .hay evidencias que establecen la presenc i a de 

calmodulina en los óvulos de diferen tes especies ' de la 

estrella de mar <40,551, erizo (38,39,541 , anfibios <461 y 

mamiferos <44,45> entre otras <47,56). 

En algunos estudios se han valorado los niveles de 

calmodulina en los óvulos antes, también dur-ante y después <42 1 

de que han sido fertilizados. Asi mismo se ha determinad o l a 

activación de algunas enzimas con posible func i ón en la 

maduración del óvulo y en la fertilización. Por- ejemplo, la 

fosfodiesterasa de nucleótidos ciclicos <451, la cual s e 

comprobó que en los óvulos del ratón tiene un papel importante 

en la reanudación de la meiosis. Por· otra parte, la NAO cinasa 

(431, proteina dependiente de calmodulina se mostró que es 

activada una vez que el óvulo ha sido fertilizado. Arrobas 

enzimas fueron inhibidas por drogas antagonistas de la 

calmodulina (43,47>, en presencia de calcio, lo cual hace 

pensar su dependencia del complejo calcio-calmodulina. Por 
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otra part•, se ha demostrado que la calmodulina esté presente 

entr·e la cara interna de la membrana plasr11Atica y la memb.r·ana 

de los gr·Anulos corticales del óvulo del erizo de rroar <41>, y 

se ha deter·mir1ado que est• involucrada en el proceso de 

exocitosis de los granules, 

sensibilidad al calcio. 

confir· iendole a la célula 

La calmodulina ha sido implicada en la regulación del 

rompimiento de la vesicula ger·minal de los óvulos en la pr·ofase 

de la meiosis (54,57). Adicionalmente, la calmodulina ha sido 

involucrada en el control de la activación de los óvulos del 

erizo de mar y de los anélidos <54,56,61), al ser fertilizados. 

En el caso de los Ovulas del erizo, la activación del óvulo ha 

sido valorada por la exocitosis cortical; mientras que en los 

de los anélidos, el criterio para la activación del óvulo fue 

el inicio de contracciones ameboideas car·acteristicas (54,61 >. 

En adición, también ha sido reportado, en óvulos de los 

anfibios, que la inyección del complejo calcio-calmodulina 

libera a los Ovules del bloqueo en la profase I de la meiosis y 

por tanto se c6nsideró, que en los óvulos de estas especies la 

calmodulina puede ser el receptor del calcio intracelular, 

involucrado en la activación del Ovulo, en respuesta a la 

transducción del mensaje hormonal (40,41,44-47 , 63). 

Aunque se ha determinado la presencia de calmodulina en 

Ovulas de diferentes especies y se ha detectado la presencia de 

CaM en los granulas corticales de cortezas aisladas de óvulos 

de erizo de mar, en la actualidad no existe evidencia alguna 
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que establezca la localización de esta proteina en el gameto 

femenino intacto, ni dur·ante su interacción y fusión con el 

espermatozoide, en 1 a f er·t i 1 i zac i ón. 

De acuerdo a los antecedentes mencionados, 

siguientes objetivos• 

se pl antear·on los 

1. - Confirroar la localización, descrita, de la calmodulina en 

los espermatozoides con reacción acrosomal, 

mantiene estable. 

y determinar si se 

2.- Establecer si existe calmodulina en la superficie externa 

del ovocito. 

3.- Localizar· la calmodulina en el interior del ovocito. 

4.- Determinar que efecto produce el bloqueo de la calmodulina 

tanto del espermatozoide, como de la calmodulina externa del 

ovocito Csi se presentara), o el de la calmodulina en ambos 

gametos , sobre la capacidad de interacción, fusión y , o 

en la fertilización. 

5.- Describir los cambios en la localización de la calmodulina 

en ambos gametos , durante la fertilización. 
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MATERIALES Y METDDOS 

Reactivos 

Los r ea~tivos que se utilizaron para la r eal iz ación de 

este trabajo fueron de grado anali t ico y de las sigu i entes 

casas comerciales • NaCl, Na2HP04, CaC12 , NaHC03, KCl, MgC12, de 

J.T. Baker de Mé x ico ; acetona, cloroformo y cloruro de amonio, 

de Merk ; Tritón X-100 de BDH Chemical Ltd., USA; piruvato de 

sodio, ácido láctico, albúmina, sigmacote, aceite de parafi n a , 

ácido citrico, glicerol, paraformaldehido, la hormon a 

gonadotropina coriónica de orina de mujer· embarazada, l a s 

enzimas • hialuronidasa y tripsina; el inhibidor de tri psina , el 

reactivo fluorescente de Hoechst 33258 , la trifluoroperaz ina , 

el EGTA , de Sigma Chemical Co. , USA. La hormona gon adotrop ina 

coriónica de suero de yegua prehada <Folligon) 

laboratorios Intervet de México. 

de los 

Los anticuerpos ant icalmodulina, las IgGs de suero 

preinmune de borrego e IgGs de conejo antiborrego, fueron 

donadas por el biólogo Enrique Hernández y el 5uero normal de 

conejo por la Maestra en Ciencias Leticia Moreno Fierros 
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<producidos en el laboratorio de la doctora Adela Mójica>. El 

anticuerpo de conejo antiborrego acoplado a fluoresceina, fue 

obtl!!nido de los laboratorios Cappel, USA. 

Obtención de los espermatozoides 

Para la obtención de los espermatozoides se siguió la 

técnica de Mójica y Valdes-Ruiz (66). Básicamente consiste en • 

la extracción de los conducto deferentes de cuyos <cavia spl 

adultos sanos, de un peso mayor de 600 g. , los cuales fuer·on 

sacrificados por dislocación cervical. A tr·avés de una 

incisión abdominal, se localizaron a los testiculos, los cuales 

se extrajeron unidos al epididimo y a los conductos deferentes. 

Del lumen de los conductos deferentes disecados, se vaciaron 

los espermatozoides mediante la inyección de 2 mi de solución 

de NaCl <0.154 MI precalentada a 37 C. El producto de cada 

conducto se recibió en un tubo por separado. 

Selección de las muestras y lavado de los espermatozoides 

gota , 

Para la selección de las muestras se tomó una pequefta 

de cada una de las suspensiones celulares y se las 

obser·vó al 

Ger-·many l . 

adecuadas .; 

microscopio de luz <Carl Zeiss, Mod. Docuval; 

Sólo se utilizaron muestras con caracteristicas 

con una concentración celular y movilidad buenas; 
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con escaso por·centaje de esper·matozoides inmóviles <muertos> y 

una baja cont.arr1inación < < 1X > de otro tipo celular· , en gener-al 

leucocitos. Para el lavado de los espermatozoides, las 

muestras seleccionadas se centrifugaron y 1 os paquetes 

celulares se resuspendieron en NaCl <1 ml de NaCl/paquete 

celular> , se centrifugaron a 2500 rpm durante 4 minutos, el 

lavado se repitió una vez más. 

Cuantificación de los espermatozoides 

En la suspensión celular-, para el segundo lavado , las 

muestras se reunieron y de ella se e xtrajeron 50 microlitros 

que se diluyeron con 1 mi de tritón X- 100 al 0.1 X <plv) en PBS 

<Na2HP04 5.7 mM , NaCl 132 mM , KH2P04 4.2 mM, pH 7. 2 >. La 

mezcla se agitó en vórt.e x por 30 segundos y el conteo celular 

se r·ea 1 izó en una cárflara de Neubauer·, 

concentración de espermatozoides. 

para determinar !a 

Incubación para la capacitación de los espermatozoides 

Los espermatozoides fueron incubados en la solución 

capacit.ante , llamada medio minimo de cultivo modificado 1661 

MCM-PL CNaC1 105.08 mM, CaC1 2-2H20 1. 75 r11M, NaHC03 25.07 mM, 

KCl 2.8 mM , piruvato de sodio 0 .25 mM , acido láctico 20 mM , pH 

7. 8). La incubación se realizó a una concentración de 35 

mi llones de células por mililitro de medio y durante el tiempo 
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necea.ario háata obser·var· esp•rmatozoides con reaccion 

acr·osoma 1 , que fue tomada como criterio de la capacitacion. 

Eatas muestra& con reaccion acrosomal fueron utilizadas para la 

inseminacion d• los ovulas. 

Superovulacion del hámsti¡;r· 

Para la obtencion de un gran nómero de ovules, se 

indujo la superovulacion por tratamiento hormonal, en hembras 

vírgenes de hámster de 4 a 5 semanas de nacidas <tiescc;r:.ic;et.U5 

aur:.at.us > • El esquema de tratamiento hormonal consistio• de una 

primera inyeccion subcutanea, de 50 UI de gonadotropina 

corionica de suero de yegua pref'lada <PMSG> para inducir el 

desarrollo y maduracion de un nómero mayor· de fol iculos y, 56 

horas después de la inyeccion de la primera horr11ona, 
~~r 

se le 

administró al animal, por la misma via, 50 UI de gonadotropina 

cor·iónica de orina de . mujer· embarazada <hGC), que induce a la 

ovulación, a los foliculos que alcanzaron la maduracion. Entre 

20 y 22 hor·as después de la segunda inyección se sacrificó al 

anirr1al bajo an•stesia con el or·oformo. 

Obtención de los óvulos del hamster 

Los óvulos se extr·ajer·on del árnpul a del oviducto. Para 

el lo , el animal fue colocado en posicion dor·sal sobre la mesa y 

se le practicó una incisión en el mósculo cutáneo, a tr·avés de 
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ella se localizaron a los ovarios, que se extr·ajer·on unidos al 

oviducto y al ater·o. El explante se 1 impiO del exceso da grasa 

y se coloco en una caja de Petri que contenta MCM-PLA más K, 

medio suplementado con albomina <6 1119./1111 de MCM-PL> 

precalentado a 37 C. En seguida, el explante se coloco en un 

portaobjetos con medio y se procediO a localizar el ampula del 

oviducto bajo el microscopio ester·eoscOpico <Stereo St.ar ZOOM 

de AO Scientific Instruments >. El ámpula del oviducto se 

observa como la región mas hinchada, irrigada y transparente 

del oviducto. Con unas agujas se pinchó el ámpula del ov iduc t o 

para permitir· la sal ida de una masa densa c:¡ue es expulsada por 

la presión interna. La masa nebulosa está constituida por los 

óvulos , rodeados por una gran cantidad de células del cumulus 

oophorus. Los ovocitos con células del cumulus fueron 

colectados, con una pipeta Pasteur alargada de punta muy f ina, 

y colocados en una pequel'la gota de MCM-PLA más K conten i d a en 

un portaobjetos excavado. Previam•nt.e las pipetas y los 

portaobjetos se siliconizaron con Sigmacote y se enjuagaron 

exhaustivamente. 

Cuando los Ovules se utilizaron para la 

inmunolocalizaciOn de la calmodulina, se tr·abajaron a 

temperatura ambiente o a 37 C. Para los ensayos de 

fer-ti 1 izaciOn los ovocito• estuvieron todo el tiltfllPO a 37 C. 
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Liber·ación de los óvulos de sus envolturas 

Los óvulos se sometieron a un tratamiento en:. _rnatico 

para liberarlos de las envolturas que los rodean. Primero, se 

incubaron dur·ante 3 minutos con hialur·onidasa al 0.1S'Y. (en MCM-

PLA más K >, enzima que actóa sobre el acido hialurOnico, que 

En une a las células del cumulus, provocando su disgregación. 

seguida, los ovocitos con zona pelócida se tr-ansfir·ieron varias 

veces <3 O 4> a gotas consecutivas de MCM-PLA mas K, para 

eliminar los r-esiduos de enzima y las células r-estantes del 

cumulus. Cuando se juzgó conveniente, algunos Ovulas con zona 

pelócida se fijar·on en par·aformaldehido al 4'.Y. en DPBS <NaCl B. O 

g., KCl 0.2 g., KH2P04 0.2 g., MgC12-6H20 0.1g., CaC12 0.1 g., 

Na2HP04 1.15 g., pH 7. 4 >. Los óvulos separados de la primer-a 

capa y lavados, se sometier-on a un tr-atamiento con tr-ipsina a l 

O.!'Y. <en MCM-PLA más K> por- apr-oximadamente 1 mi nuto , par- a 

disolver- a la zona pelócida. Durante este tr-atarniento 1 as 

células se obser-varon continuamente, 

de que la zona pelócida se disolvió, 

e inmediatamente después 

fuer-on tr-ansfer-idos a una 

nueva gota de MCM-PLA más K, que contenia inhibidor de tr-ipsina 

al O.!'Y. en MCM-PLA. 

Los óvulos libres de sus envolturas se transfir-ieron S 

veces consecutivas a MCM-PLA más K limpio, 

tripsina y, al inhibidor de tr-ipsina. 

para eliminar a la 

En algunos exper-imentos los óvulos fuer-on libar-ados de 
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la zona pelOcida MecAnicamente, con la ayuda de una pipeta 

Pasteur· alar·9ada, cuyo diametl"o <apl"ox. 

al del ovulo con zona pelOcida. 

100 mi Cl"as >, era menor· 

Fel"tilizacion heter6lo9a in ~itcg 

Para la pl"eparacion de espermatozoides con reacción 

acr·osoma 1 , las células se incubaron en el medio MCM-PL, 

suplementedo con potasio (2.8 mM> hasta que en la suspensión se 

observaron, al micr·oscopio de luz, espermatozoides carentes de 

acrosoma y con movimiento hiperactivado, en un 10% de la 

población total. En se9uida, se tomaron 10 mi crol i tr·os de 1 a 

suspensión de espel"matozoides y se adicionaron a los óvulos sin 

zona pelOcida, mantenidos en MCM-PLA mas K, bajo aceite de 

parafina, a 37 C en atmósfera de 5'Y. C02-air·e, en una incubadora 

<Imperial I I, Lab-line Inc. 111.). Los óvulos inseminados se 

re9r·esar·on a la incubador·a, donde &e mantuvieron por· los 

per· iodos de tiempo seleccionados < 15 minutos, 2,3,4 y 17 

horas>. Excepto en las interacciones de 15 min, una hora 

después de iniciada la inseminación, 1 os ovul os se 1 avar·on 3 

veces en MCM-PLA mas K para eliminar el exceso de 

espermatozoides y a aquéllos que no se hubier·an unido 

fuertemente y se continuo la incubación. Al término de ésta, 

los Ovu los se 1 avar·on nuevamente 3 6 4 veces en MCM-PLA mas K, 

antes de ser observados. 



Valoración de la fer·tilizaciOn heter·Ologa 

La valoración en Ovulas vivos. La fertilización en 

éstos se determir10 por· micr·oscopia de contraste de fases ( Zeiss 

universal) utilizando un objetivo 40X. La fertilización se 

considero positiva cuando en el citoplasma del gameto femenino 

se observaron nócleos esper·maticos. 

La valor·aciOn en Ovulas fijados. En los Ovulas fijados 

la fertilización se determinó mediante su tinciOn con el 

reactivo de Hoechst 33258, fluorocromo c¡ue reacciona 

especificamente con el DNA nuclear. 

Para la tinciOn , las células fijadas en 

parafor·maldehido < 4% l en DPBS, se lavaron y per·meab i l izaron 

como se describira para la inmunotinciOn d~ calmodulina. Los 

Ovulas permeabilizados se incubar·on en 50 microlitros de l. 

reactivo de Hoechst <1-10 microgramos de Hoechst/ml de DPBS > 

dur·ante 10 min, en atmósfera hómeda a temperatura ambiente. Al 

término de la incubación los gametos se lavaron 

exhaustivamente, en agua bidestilada, por· tr·ansferencia a 

varias gotas sucesivas. 

Para la valoración de la fertilización, las células se 

depositaron en un portaobjetos, c¡ue cor.tenia 15 microlitros de 

una solución de citrato-fosfato Cacido citrico 0.1 M y Na2HP04 

0.2 M, pH 5.Sl. La observación se real izo en un micr·o!icopio 

Zeiss universal ec¡uipado con iluminación de epif luorescencia. 
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El r·eactivo de Hoechst fluoresce a 365 nm, se uti l iz6 un filtro 

de excitación ultravioleta. Los Ovules fertilizados mostraban 

nocleos espermaticos brillantes intactos o •n descor1densaciOn. 

Las fotografias &e tomaron uti l izar1do una pel icula Tri X-pan 

ASA 400. 

Tratamiento de los garnetos con trifluoroperazina < TFP > 

Los esper-·matozoides se obtuvier·on y capacitaron, 

s iguiendo la metodología anteriormente descr· ita y los Ovules 

f uer o n liberados de la zona pelocida con tripsina. Previo a la 

éstos se mezcla de los gametos, para su interacciOn, 

preincubaron por separado en MCM-PLA mas K, adicionado de 

trifluoroperazina C1 O 10 micromolar, concentraciones finales>, 

a 37 e durante 10 min. En seguida, l as células sin lavar se 

mezclar-·on, diez micr·olitr·os de la suspensiOn de esper·matozoides 

se ad it: ior1aron a los Ovul os. Los Ovulas inseminados se 

i ncubar on, bajo las con d i ciones ya descritas, durante 15 17 

h or-·as. Al final de la i ncubación , 

t r·ansf e r-· enc ia a MCM-PLA mas K, 

mic r oscopio de con traste de fases , 

los huevos se lavar o n por· 

y se observaron e n el 

par·a hacer la valoración de 

la f erti l i zación. Un contr-·ol, de gametos sin tratam i ento , fue 

c orr ido paralelarnen t e, con cada e xper i mento. 
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Tratamiento de los óvulos con anticuerpos antica.lmodulina o con 

inmunoglobulinas G de suero de borrego, no in111Une 

Los óvulos se incubaron a 37 C durante 60 minutos en el 

medio MCM-PLA mas K, que contenía ' a> los anticuerpos 

anticalmodulina diluidos 1<4 en el medio MCM-PLA mas K, b) las 

IgGs de suero de borr·ego no inmune <diluidas 1<10 en PBS> en 40 

microlitros de MCM-PLA mas K, y c> en el medio MCM-PLA mas K, 

sin ninguna adición. 

Para la inseminación, cada lote difer·ente de óvulos fue 

aNadido de 10 microlitros de la suspensión de espermatozoides 

con reacción acrosomal y la incubación se continuó durante 15-

17 horas, bajo las condiciones anteriormente descritas. La 

valoración de la fer·ti 1 ización se real izo por micr·oscopia de 

contraste de fases. 

Tratamiento de los gametos con EGTA 

Esper·matozoides capacitados y con reacción acr·osomal y 

óvulos carentes de zona pelócida, por· tr·ata.miento con tripsina, 

fueron tratados por separ·ado con 17 mM de EGTA, durante 10 

minutos y luego mezclados para que interaccionaran. La mezcla 

de gametos se incubo durante 2 6 3 horas, bajo las condiciones 

ya mencionadas. Al término de la. incubación, la.s células se 

l avar·on por transferencia a MCM-PLA mas K e cuatr·o veces>. En 
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ellas se valoro la fer·tilizaciOn por microscopia de contraste 

de fases. 

InmunolocalizaciOn de la ~almodulina en los gametos 

Pa,..a localiza,.. la calmodulina en los gametos se utilizó 

la técnica de inmunofluorescencia indi,..ecta <IFI>. Como p,..ime,.. 

a n ticuerpo, 

p,..oducido 

se uso un anticue,..po policlonal anticalmodulina, 

en bo,..,..ego po,.. inmunizaciOn con calmodulina 

pu,..if icada de testiculo de bovino. Como segundo anti cuer·po se 

uti 1 izar·on IgGs de conejo antibo,..,..ego, acopladas a 

f 1 uor·escei na. 

DetecciOn de la calmodulina < IFI > en los 

espe,..matozoides 

A dife,..entes tiempos de iniciada la inc:ubac:iOn en el 

medio MCM-PL, se tomaron muest,..as alicuotas <0.3 ml> de la 

suspensiOn de esper·matozoides y se fijaron <minimo 1 hor·a>, por· 

la adición de 0.6 ml de paraformaldehido al 4X en DPBS. Como 

control de espermatozoides no capacitados, también se fijó una 

alicuota de 0.3 ml de células suspendidas en NaCl 

inmediatamente después de la obtención de los gametos. Después 

de l a fijación, las células fueron sometidas a 4 lavados por 

centrifugación 2500 ,..pm durante 4 minutos. Los residuos de 

pa,..aformaldehido se neutr·al izar·on por· tratamiento de las 



29 

células 110 min>, en una solución de NH4Cl 0.05 H en DPBS. Los 

gametos se 1 avar·on nuevamente en DPBS, 3-4 veces, como se 

indicó. Para la permeabilización , el paquete de 

esper·rr1atozoides se resuspendió en acetona fria 1-20 CJ dur·an t e 

7 minutos , incluida la centrifugación La acetona se desechó 

y los paquetes celular·es se lavar·on en DPBS , 3 veces. Después 

del óltimo lavado, cada muestr·a fue tr·atada por· 1 hora en un a 

solución de albómina sérica bovina, fracc i ó n V 11 mg /ml d e 

DPBS> , a 37 c. para bloquear los sitios antigéni cos 

inespecif i cos. La muestra se centrifugó, se desechó e l 

sobrenadar.te y las células sin lavar fuer on tratadas c on e l 

anticuerpo anticalmodulina , durante una hora a 37 C, o t oda l a 

noche a 4 C. El anticuer·po se af'ladió di luido 1 :4 en DPBS . Las 

células se lavaron, 3-4 veces por· centr· ifugación. Los paquetes 

celular-es fuer·on incubados por· 

anticuerpo , diluido 1 : 5 en DPBS , 

1 hora a 37 C con el segundo 

por· hor·a a 37 C. Las 

muestras se centrifugaron, el sobrenadante fue desec had o y las 

cél u las se lavaron 3-4 veces e n DPBS . Las pasti l las se 

r esuspen dieron en 0.1 ml de agua bidest i lada. De e sta 

suspensión se tomar on 10 micr·ol itr·os y se colocar·o n sobr·e un 

portaobjetos que contenta 15 microlitros de una so l ución d e 

g l icerol- PBS 19 : 1) pH 8.5. 

c ubr·eobjetos 

transparente. 

y se sellar on 

Sobr·e 1 a gota se col ocO u n 

sus extremos con b a r·n iz 

Los controles se hicieron omitiendo, del tratamiento , 

la i ncubación con el anticuerpo anticalmodulina. 



30 

Las células se examinaron en un micr·oscopio Zeiss 

equipado con ilurninación de epifluorescencia. 

Detección de la calmodulina <IFI> en los óvulos 

La inmunodetección de calmodulina se realizó en óvulos 

sin zona pelócida as1 como en Ovulas a los que no les fue 

retirada la zona. Algunas muestr·as se fijar·on, otras se 

fijaron y permeabilizaron y otras, 

inmunotef'lidas, es decir Ovulas vivos. 

sin fijación , fueron 

Las células se manejaron 

en suspensión, en pequef'los velamenes de solución contenida en 

la excavación de un portaobjetos. 

Los Ovules se f i jar·on por· tratamiento en 

par·afor·maldehido al 4'Y. en DPBS, durante 12 horas minimo. Las 

muestras fijadas fueron sometidas a 4 lavados en DPBS, filtrado 

por· Mi 11 ipore. El lavado del fijador se efectuó por 

tr·ansfer·encias sucesivas de los Ovules, mediante una pipeta 

Pasteur· de punta al ar·gada. El par·af orma 1 deh ido residual se 

neutr·a 1 i zO, por· tr·atamiento, durante 10 min con una solución de 

NH4C1 0.05 M en DPBS. En seguida , los gametos se lavaron 3 

veces en la solución de DPBS. Todo el tr·atamiento anterior· se 

011.i t. iO cuando 1 os óvulos no fueron fijados. Para la 

permeabilización de los óvulos , éstos fueron tratados dur·ante 7 

minutos exactos con acetona fria , 

óvulos se lavaron 3 veces en DPBS. 

a -20 C. De inmediato los 

Previo a la inmunotinción, 

todas las preparaciones recibieron el tratamiento para el 
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bloqueo de determinantes antigénicos inespecificos. Para ello, 

los óvulos se t..-·ansfirieron a DPBS con albómina <1 mg/ml de 

DPBS > y se incubaron po..-· 1 hora a 37 C, en camara hómeda. Para 

la inmunotinción, 1 os óvulos después del t..-· atamiento con 1 a 

albóroina , sin lavar fueron transferidos a otro portaobjetos , 

que contenia al anticuerpo anticalrooduli na (diluido en 3 

velamenes de DPBS, y se dejaron interaccion a..-· po..-· 1 hora a 37 C 

o por 15 horas a 4 C, en camara hameda. La s células se lavaron 

3 veces en DPBS. Se les ahadió el segundo anticuerpo diluido 

1 , 5 en DPBS , y se i n cubaron 1 ho..-·a a 3 7 C, en camara húmeda. 

Las células se lavaron 4 veces en DPBS y se montaron e nt r e 

porta y cubre suspendidos en 15 microl i tros de glicerol. 

Los controles se hicieron omitiendo , del tratamien t o , 

la incubación con el anticuerpo anticalmodulina. 

Las células se examinaron en un microscopio Zeiss 

equipado con iluminación de epifluorescencia. 

En seguida se sehalan algunas diferencias e n el p r oc eso 

de detección por IFI de CaM en los óvulos vivos <cél u las que n o 

se fijaron ni se pe..-·meabiliza..-·on ) ' ll se utilizó MCM-PLA más K 

en lugar del DPBS , 2> un control adicional fue inclu i do , en el 

c u al el ant i cuer po anticalmodul ina fue s ubstituido por IgGs de 

suer o de borrego preinmune ( 1 , 10), y 3> las muest r a s se 

obser varon sin cubr eobjet os . Quince ho..-·as después de 1 a 

inmunotinción se realizó la observación de estas células , 

durante este tiempo , las células se mantuvieron a 4 C. 
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RESULTADOS 

El bloqueo de sitios antig&nicos no especif icos para el 

anticuerpo anticalmodulina 

En la detección de calmodulina en los óvulos por la técnica 

de inmunofluorescencia indirecta <IFI>, el control obligado, la 

tinción sólo con el segundo anticuerpo acoplado a fluoresceina, 

dió positivo <Fig. la). 

Para evitar la unión inespecifica del 

anticuer·po se ensayaron 3 tr·atamientos de bloqueo. 

segundo 

Tanto el 

bloqueo con albomina sér· ica de bovino, o con suer·o nor·ma 1 de 

conejo , asi como con IgGs de conejo anti IgGs de borrego , evitó 

la fluorescencia inespecif ica en las muestras, al ser tr·atadas 

con sólo el segundo anticuerpo <Fig. lb). En los experimentos 

que se descr· iben a continuación uti 1 izamos la albómina, para el 

bloqueo. Su selección fue en razón de su capacidad para 

bloquear y su accesibilidad. 

Para la inmunolocalización de la calmodulina en los 

espermatozo ides del cuyo, también se encontró la albúmi na 

apropiada para el bloqueo de los sitios inespecif icos. 



Fig. 1. 8laqu•a d• &itiaa antig&nica& na wspwcificas p•r• •l 
•nticu•r-pa anticalrnadulin•. •> Ovula r.1:1 fwr tiliz.ada t•l'lid1:1 p1:1r 
IFI, en •l pr-ac&&a se ,arnitio •\ blaqu•a y •l tr.at.arni•nta can •l 
primer anticuerpo <IgG& .antiC.aMl y sola fu& tr.at.ada con al 
a•gunda anticu&r-po <.acoplada .a fluar-e&c•in.a>, b > ~oa c v ulcG 
fu•ran blaqu•ada& can .albórnina como &• indica e n Métcdcilió y 
tel'ridaa par- IFI can &0\a el &•gundo .anticuitr·po. 
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Localización de la calmodulina en los óvulos sin zona pelócida, 

o desnudos 

A los óvulos que fueron liberados de la zona pelócida 

CZP> por tratamiento enzimático, se les denomina ~á óvulos DTrip 

y a los que lo fueron por tratamiento mecánico, de aqui en 

adelant e los r·eferir·emos como óvulos DMec. Previo a la 

inmunotinci ó n de ambos grupos de óvulos, éstos fueron fijados, 

permeabilizados y bloqueados con albómina (véase Métodos>. 

Al Preparaciones de óvulos C DTr· ip >. Notamos que la 

cantidad de calmodulina y su distribución era dependiente del 

t a mafto del óvulo. 

Los óvulos pequeftos, de 67 a 84 micras de diámetro, 

mostrar on fluorescencia ténue difusa y en algunas regiones más 

localizada, como parches CFig. 2a y b). 

Los ó vul os con un diámetro inter·medio, de 92 a 100 

micras , mostraron un alto contenido de calmodulina CFig 2c-fl, 

la fluorescencia fue intensa en toda la célula. Se la detectó 

concentrada bordeando la región en la gue se liberó el primer 

cuer po polar CFig. 2cl El cuerpo polar mismo mostró la mayor 

fluorescencia <Fig. 2d ). Ader11ás , se observó un entramado 

rugoso desorganizado cuy a localización especifica Cintra o 

e xtr·acel u lar J no pudo ser definida CFig. 2el. Por· otra parte 

en las que la tambi én s e presentaron r egiones , en 1 os óvu l os .. 

concei1tr·ac1ón de calrr1odu l ina era rnenc.r <Fig. 2f). En algunas 



Fig. 2. Di•tribuciOn d11 calmgdulina 11n Ovulg• ng f11rtilizadg&, 
lib11radg• d11 la zgna p11lccid.a cgn trip•ina. La CaM •11 d11t11ctO 
pgr IFI . .a) y b> Ovu\g& d11 diAm11trg p11qu11ho <67-Q4 micras> 
mu11str.an pgca ca\mgdulina y una diatribuciOn difuaa d11 la 
miam.a. e> a fl Ovu\ga d11 diAm11trg int11r11111dig (92-100 micraa>. 
La cgnc11ntr.aciOn d11 CaM 11n eatga 11a mayor, la f\ugr11sc11ncia 11a 
int11na.a 11n tgda la c9\ul.a. el La f111cha a11hala 11\ sitig d11 
l ib11raciOn d11l cu11r·pg pglar, dgnd11 CaM a11 gba11rva conc11ntrada 
bgrd11andg la r119iOn. d > La f111eh.a a11hal.a al cu11rpg polar. 11> y 
f) E•tgs Ovulgs mu11atran a la CaM distribuida fgrrn.;andg un 
11ntram.adg cgn puntgs finga y 9ru11ags. 
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células, la calmodulina se observó en forma de punteado, tanto 

fino como grueso <Fig. 2e>. El numero de células examinadas fue 

de 215. 

Bl Preparaciones de óvulos <DMec). Sólo se tiene 

registro de óvulos cuyo diámetro iba de 100 a 142 micras. 

Estas células mostr·aron un menor· contenido de calmodul ina, 

fluorescencia menos intensa y más estructurada <Fig. 3a-cl, que 

la mostrada por los óvulos DTrip de diámetro similar. Si n 

embargo , la fluorescencia en la periferi a f ue más intensa en 

los óvulos liber~dos de la zona pelócida de manera mecánica . 

La fluor·escencia bordeaba la perif e r· ia de la célula como u n 

punteado grueso, que p r oducia a t ramos una fluoresc e nc i a 

continua <Fig . 3a y b >. Es importante mene i onar· que no todos 

los óvulos DMec presentaron fluorescenc i a en el cuerpo pol ar 

<Fig. 3a), en otros fue aparente <Fig. 3b). El sitio d e 

liberación del primer cuerpo polar también mostró fluorescencia 

in t ensa <Fig. 3c) . Igual que en los óvul os DTr·ip s e 

presentaron r·egiones en las cuales la fluor·escenc i a era menor 

<Fig. 3 a y el. El nómer o de células examinadas fue de 77 . 

Localización de la calmodulina en óvulos sin zona pelócida no 

permeabilizados 

Debido a que los óvulos sin ZP <DTrip y DMecl mostraron 

fluorescencia localizada en la periferia , decidimos investigar 

si la calmodulina revelada era un componente externo del óvulo. 



Fig. 3. Oi&tribuci6n de la calmodulina e n Ovulo& no 
fertilizado& , liberado& de la zona pel~cida de manera mec~nica. 
L~ CaM &Q detQctó por IFI. al, bl y el Ovulo& de di~metro 
grande 1100-142 micra&! , en e&ta& preparacione& IDMecl l~ 

fluore~cencia en lo& Ovulo&, fue meno& inten~a, m~s 

estructurada y m~s aparente una fluore&cencia bordeando a l~~ 

c~l u las , comp~rad~ con la pre&entada por los ó v ulo& DTrip I Fig. 
2>. Nótese l~ fluore&cencia inten&a en el cuerpo polar Cbl y a 
la CaM bordeando la región donde&~ liberó el cuerpo pelar Ccl. 



Pal"a ello, los óvulos se fijal"on, pel"o se omitió la 

pel"meabilización de los mismos, pal"a i111pedil" la entl"ada del 

anticuel"po a la célula y asegul"al" 9ue sólo l"eaccional"a con la 

supel"ficie externa. 

Figul"a 4. 

Los r·esultados obtenidos se muestl"an en la 

Los óvulos DTl"ip no pel"roeabilizados, mostl"al"on a la 

calmodulina distl"ibuida de manel"a muy similar' <Fig. 4 a y b>, a 

la obser·vada en los células DTl"ip per·meabil i z adas <Fig. 2 a-f). 

Asi, las pl"epal"aciones DTl"ip no pel"meabilizadas mostl"al"on 

fluo!"escencia intensa y difusa,asi mi s mo l"egiones con meno!" 

fluor·escencia. El sitio de liberación del pl"imel" cuel"po polar' 

con fluor·escencia all"ededol" del mismo <F ig. 4a y b>. Ta mbién 

los óvulos DTrip no pel"meabi l izados pl"esental"on un entr·amado 

aun9ue en ellos el 

óvulos permeabilizados. 

45. 

punteado fue menos apal"ente, 9ue en los 

El nómer·o de óvulos obser·vados fue de 

En las pl"epal"aciones de óvulos DMec, no 

permeabilizados, la distribución de calmoduli na fue difel"ente a 

la obser·vada en los óvulos DMec per·meabilizados. El ha l o 

perifél"ico de calmodulina fue muy intenso y continuo, en 

ocasiones se pl"esentó tan intenso o mas 9ue en las células 

pel"meabilizadas <Fig. 4c >. Cuando algunas células fue,...on 

obsel"vadas a mayor profundidad focal, se pudo distinguir· un 

entl"amado pélido y difuso, apal"entemente intl"acelulal" <Fig. 4d) 

y difel"ente al mostl"ado por· las células permeabi 1 izadas. Los 

óvulos obser·vados fuel"on 38. 



Fig. 4. Di•tribuciOn d& la calmeduli n a &n Ovule• no 
f&rtilizadc• , &n le• qu& •& cmitiO la p&rm&abilizaciOn. La 
tinciOn dlW CaM IIFI> .,.. r&~liz6 &n Ovule• &n le• qulW la zen ~ 

p&lócida •li! di•clviO con trip•ina al y bl y &n ctre• qu Q fu&r~~ 

dli!•nudade• m&c~nicam&nt& el y di. En al y bl lcá 6vu lo~ 

mu&~tran flucr&~c&ncia int&n•a y •u di~tribuci6n &• ~imilar a 
ta pr!Wá&ntada por lo• Ov ule• p&rm&abilizadc• IFig. 2c-f l. En el 
y d 1 .,.. r1H J&átr• li!l mi•me> Ov~1to t&t"ride para calr11edul ina , a dcá 
pl~ no~ focal&•• n6t&•& la fluer&•c&ncia int&n•a qu& berdwa a l~ 

c~luta , formando un hato p&rif~rico. 
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Cuando se c:ompar-ar-on los óvulos DTr-ip sin per-meabilizar 

c:ontra los óvulos DMec: también sin per·meabilizar, los pr·i meros 

en general, mostraron una distribuc:ión mas difusa de la 

c:almodul ina y una mayor- .fluor·esc:enc:ia. Esta c:omparac:ión se 

hizo en óvulos c:uyo tamaho promedio fue de 100 mic:ras. 

Detec:ción de la c:almodulina en óvulos vivos 

La fluor esc:enc:ia observada en los óvulos sin 

permeabilizar, podría atribuirse a la entrada de algo del 

antic:uerpo a la c:élula, por· posibles or·ific:ios producidos por 

la ac:c:ión del fijador. O bien, a la presenc:ia de c:almodulina 

en la superficie externa del óvulo. Otra forma de abordar el 

problema consistió, en la inmunotinc:ión de los óvulos <DTrip y 

DMec: > i.D. :lli.:llc y c:omo c:ontr·ol se inc:luyó el tratamiento de los 

óvulos c:on IgGs de suer·o nor·mal de borrego en lugar del 

antic:ue~po antic:almodulina. 

En gener·al, los óvulos <DTrip) tehidos i.o. :lli.:llc 

mostraron fluoresc:encia tenue <Fig. 5a-d) alrededor de la 

c:élula formando el 

mostraron entramado, 

halo. La mayoria de estos óvulos no 

c:uando éste se 11 egó a obser·var su 

loc:alizac:i ón parec:eria ser externa <Fig. 5b) 

Los óvulos <DMec:> tef'lidos i.n :lli.:llC también mostraron el 

halo fluoresc:ente, mas intenso que los desnudados c:on tripsina 

<Fig. 5e y f). 

En estos óvulos tef'lidos i.D. :lli.:llC, el sitio de 1 iber·ación 



Fig. 5. DatacciOn da la calmcdulina a n Ovule& vive& . En al , 
bl, el y dl Ov ule¡¡ libaradcli da la zcna pal~cida par 
tratamiantc can tripliina. En al y fl ¡¡les Ovule¡¡ sa \a¡¡ r&tirO 
la zcma palócida da m¡¡nar·¡¡ macanic:a. Tcdca \gs Ovu\g¡¡ tal'lidcli 
in-~i~g p¡¡ra C¡¡M mcstrArcn f\ucra&cancia muy t&nua fcrmiindc un 
hale P"r i f lllr· i c:o. 
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del pr· imer cuerpo polar· no pudo ser r·econocido, ya que no se 

presentó calmodulina concentrada alrededor de una zona definida 

La tinción .in ~.i~Q diO fluorescencia menos intensa 

(Fig. Sa-fl, que la tinción en óvulos fijados y no 

permeabilizados <Fig. 4a-dl. 

Es muy importante hacer notar que la fluorescencia, de 

las células tehidas .in ~.i~g. se disipaba en cuestión de 

minutos, de manera tal, que se habla e xtinguido después de que 

la célula fue fotogr3fiada <exposición de 1.5 minl. Por otra 

par· te, se observó que por el mar·caje .in :.'..i:.'.Q con los 

anti cuer·pos <anticalmodulina y segundo anti cuer·po >, 

porcentaje bajo (10Xl de las células sufrió hinchamiento, 

r·ecuper·ar·on su tamaho normal <Fig. Sdl. 

un 

y no 

En 1 a prepar·ac i ón centro 1 , en la que el anticuerpo 

anticalmodulina fue substituido por lgGs inespecificas, la 

adición del segundo anticuerpo no pr·odujo fluor·escenc i a <Fi g . 

?a y b >. Esto indica que las lgGs normales no rec onocieron 

ningón sitio antigénico sobre el Ovulo, ni en su int.er·ior· , si 

es que penetraron. Sin emba,.·go, 1 as lgGs de suero nor· mal de 

borrego provocaron el hinchamiento y la destrucción de u n 

porcentaje alto <BOY.l de Ovules. 
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Detección de calmodulina en la zona pelócida 

Debido a que los óvulos tertidos in :i!i:i!Q también 

most r ar·on r·eacción con el anticuerpo anticalmodulina <IFI> , 

quisimos conocer si en la ZP podría distinguirse algo de la 

calmodulina del óvulo, si en éste fuera externa. Para ello, la 

inmunotinciOn se realizó en tres tipos de preparaciones de 

OvuloS' al fijados y permeabilizados, bl fijados y no 

permeabilizados y cl en células vivas. 

La fijación, a los gametos con ZP <grupos a y bl les 

produje algón tipo de alteración. Los células se adherían 

fuertemente a la superficie del portaobjetos y en algunos casos 

el óvulo era desprendido de su ZP, al ser transferido mediante 

suc ción suave. Durante la permeabilización (óvulos del grupo 

al , la ZP fue disuelta en la mayoría de las células tratadas. 

Por inmunotinción, 1 as p,-·eparac i enes con ZP fijadas, 

per meabilizadas <Fig. 6al o sin permeabilizar <Fig. 6b y c l 

mostraron una muy intensa fluorescencia. Esta era aparente 

tanto en el Ovulo como en su ZP, como se obser·va en la Fig. 

6c, donde el ovulo fue roto, a pr·opósito, por presión entre las 

laminillas 

Pa,-·a la inmunotinciOn in :i!i:i!Q de los óvulos con ZP 

<grupo el, se utilizaron IgGs anticalmodulina, y en el control 

éstas se subst i tuyer·on por IgGs de sue,-·o normal de bor·r·ego. 

La técnica de IFI en los óvulos vivos, utilizando 



F i g . 6 . o ... t. .. c:¡: ion d .. l a c;¡¡¡l medul in• &m l• zen• p&il tl¡:id• . '-• 
t i n ¡:ion d&i CaM <I F I> &'1 r¡¡¡¡¡\izo &in ovule& &in \e& qu&i l• zen • 
pelO¡: i d• n e fue ¡¡\~minada. En •> un ovule fijilde y 
per m .. abilizade. En b ) y¡:) ovule& fi j adc& &in le& q u&i &&i cmitie 
la p .. r m¡¡abiliz¡¡¡:ion. En d> y ¡¡) evule& t&iftide& para CaM iD 
~i~g. l..e& Ov u\c& fij¡¡¡de& y p&irm&iabili z •de& Cal e le& fijade& y 
ne p&irmeabilizade& <by¡:) mc&traren flucr&i&c;enc;ia muy in t &in&• 
tanto en l• ZP c;cmc en el ovule mi&mc. En bl y e;) &e mue&tra el 
mi&me Ovule , en e;) ¡¡\ Ovule fu¡¡ rete a prepO&ite. En le& 
Ovule& t.eflidcs iri __ ~i~g Cd y el , 1• zen• pelOc;ida me&trO 
flucre&c;enc;ia mu y tenue , p&irc en el Ov ule fue muy inten&a . 



Fig. 7. Sub&tituc:iOn dli ?iia lgGs iin t ic;¡¡\mgdu l i nlll pgr \¡¡s lgGs 
ncrm¡¡ l li5 dur¡¡nte el triitlllmilintg iD-~i~g dli l g¡¡ Ovul g¡¡ pc¡r· lF l. 
Loa t.inc:iOn lólit rlioalizó en Ovules n e¡ fertiliz;adgs libliradoa de li! 
zen.a pelOc:idoa con tripsinoa , <A y b>, o bien, lin o vule• ¡¡ los 
quli ne¡ ali lli& eliminó dic:hoa r•gión , (e; y dl . En ¡¡) y e; ) 

•ic:rosc:opi;a da c:ont.roast• da f¡¡s•s• en bl y dl mi c:grs c:op i ¡¡ d s 
flugrasc:•nc:ioa. El trat.oamianto d• le¡¡¡ Ovu\gs con lgGa ngr·m•la• 
ne¡ prgdujc flugra¡¡c;anc:ia. 
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anticalmodulina como primer anticuerpo dio resultados muy 

diferentes, a los obtenidos en los Ovulas fijados. La ZP 

presento una fluorescencia muy tenue <Fig. 6d y e> 9ue podria 

ser el r·ef 1 ejo de 1 a mostr·ada por el Ovulo. Este, se obser·vO 

intensamente f 1 uor·escente , al igual 9ue en las preparaciones 

con ZP , fijadas (Fig. 6a-c >. 

condiciones causó hinchamiento, 

La inmunotinciOn bajo estas 

tanto de l óvulo como de la ZP. 

En la Fig . 

perivitelino. 

6d, el óvulo esta hinchado y cancela el espac io 

La Fig. 6e muestr·a un óvulo en el 9ue la ZP esta 

distendida en u n .r·egión. 

La tinciOn por· IFI de los óvulos control, 1 os tr·atados 

con IgGs inespecif icas como pri mer anticuerpo, no pr·odujo 

fluorescencia en las células. Ni en el ovoc ito ni en la zona 

pelócida <Fig. 7c y d). La incubación con las lgGs normales 

causo en los Ovulas con ZP un mayor hinchamiento CFig. 7c), 9ue 

el producido por el anticuerpo anticalmodulina <Figs. 6d y e >. 

Los óvulos no se rompier·on , pero no r ecuper·aron su t a mal'lo 

normal <Fig. 7c y d>. 

Localización de la calmodulina en los espermatozoides durante 

su capacitación y reacción acrosomal 

Hemos sel'lalado como uno de los objetivos de este 

estudio , el conocer la participación de la CaM en la 

fertilización, proceso dependiente de calcio. Si la CaM eata 

implicada en el pr·oceso, seria de esperar·se su pr·esencia en las 
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r·egiones del espermatozoide, que son reconocidas por el Ovulo, 

dur·ante la fusiOn de los gametos. En el trabajo real izado en 

el mismo laboratorio, Mójica y Trejo <34> observaron la 

presencia transitor·ia de CaM en la región ecuatorial, y en los 

espermarozoides con reacción acr·osomal la CaM fue observada en 

la zona postacrosomal, cuando la RA fue producida de manera 

sincr·ónica, por diferentes tratamientos. Aqui la capacitaciOn 

de los espermatozoides se r·eal izO por incubaciOn en el medio 

minimo de cultivo <MCM>. En este medio la presentaciOn de la 

reacción acr·osomal es gr·adual, conforme se van capacitando los 

espermatozoides pier·den su acrosoma y se alcanza el porcentaje 

max imo de r·eacciOn acrosomal a las 2-3 horas de iniciada la 

incubación <25>. 

Para localizar a la CaM en los espermatozoides, fueron 

fijadas muestr·as a 1 o l ar·go de la i ncubac iOn y la CaM fue 

revelad a por IFI. Los patrones de distr· ibuciOn de la CaM aqui 

obser·vados se comparan con los comunicados por· Mójica y Tr·ejo 

< T ab 1 a 1 >. La CaM se pr·esentó : 1 > en el acrosoma aparentemente 

intacto, también cuando éste se observo con traido <Fig. la y c 

r·espect i vamente, 2> en la región postacr·osoma l , de 

esper·matozoides con acrosoma no totalmente estr·ucturado ( Fig. 

1b> o sin acrosoma <Fig. le y f), 3> en la regiOn del nócleo 

donde previamente se encontraba el acrosoma, en gener·al como 

fluorescencia palida <Fig. le-gl y en algunos de éstos se 

distinguia un anillo, situado probablemente en la región 

ecuatorial < Fig. ld,e y g>. La CaM estuvo presente en el 



Tablo 1. Potrooes de la immlocotizociái de la <Dmodulino % en los 
espermatozoides del cuyo <bonte sucopocitociOO y reacción ocrosomol 

Tiempo 
de 

inbociÓn 
en 

MCM 
(min) 

CMrol * 90. 8 0.65 0.97 0.97 3.6 3.0 

1-3 84.6 1.9 8.6 4.6 

15 84.0 6.9 2.4 6.7 

30 75.5 6.5 5.0 5.5 6.1 

135 6.9 27.9 46.7 8.1 10.1 

150 14.4 16.9 1.6 55.7 3.2 5.5 

* Control : Espermatazoides no cq)ocitodos suspendidos en ~ 

Tabt<"I 1. Par-a perrri tt ir ~ a C ct p .=:tclt.di.:.1. ór1 y E'.-.p res ióri gr·aduc. l Je 
1t:\ rPcricrión a c:rosci ·r1al ti e los esper r.iat0zo.L de s~ éstos~~ 
"'ant uvi eror• en ir•cubac::ic'Jn en e l H1edio HC~ .. ~e to1i.aro" ri1ue- st..1 ca:. 
a11 c u nt:is de 0. 3 ml . SE' fijar or1 C?T1 p ar·.:).for111aldehidu .:.l •l'I. e11 

DPBS p a ra e" tratamiP.nto por IFI. 



41 

flagelo de todas las células, independientemente del patrón que 

mostraran en la cabeza. En el flagelo, la r·egión que mostró 

mayor· concentr·ación de Cal1 fue la pieza media <Fig. 1a-f >. 

En los espermatozoides no capacitados <contr·ol> 

suspendidos en solución de NaCl <véase Métodos>, el 917. de las 

células presentó CaM en el acrosoma, apar·entemente intacto, y 

en el flagelo. El 97. de las células r·estantes mostraron 

diferentes patrones, ver figuras de la Tabla 1. Las células 

cuantificadas fueron 307. 

A los pocos minutos <1-3) de inic iada la incubación en 

el medio capacitante, los espermatozoides conser·vaban patr·ones 

de di str ibuc i ón de CaM si mi 1 ares a los mostr·ados por 1 o s 

gametos no capacitados. 

Después de 15 minutos <6 30 min> de iniciada la 

incubación, un 237. de las células mostraban fluorescencia en la 

región postacrosomal <Fig. 1b, e-g >. Para l os tiempos 

sel"lalados se contaron 212 y 132 espermatozoides , 

respectivamente. 

La suspensión de células que se mantuvieron e n 

incubación durante 135 y 150 min pr·esentaron un elevado nórner·o 

de espermatozoides con reacción acrosornal. El patrón de los 

esper-matozoides con RA se caracter-izó por presentar 

fluorescencia sobr·e el nacleo, en su parte media infer· ior <Fig. 

1e >. Este patrón fue observado en un 46. 77. y 55. 7'Y. par·a los 

tiempos sel"lalados, respectivamente. La difer-encia en los 

por-centajes dados en la Tabla 1, con r-espect.o al 100%, 
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correspondió a otros patrones no mostrados, tales c:omo : en 

espermatozoide5 sin ac:rosoma, fluoresc:enc:ia difusa en todo el 

nocleo, o c:on fluor·esc:enc:ia en la región c:¡ue c:or·respondiO al 

ac:r·osoma y c:on un an i l 1 o en 1 a reg i On ecuator i a 1 , etc:. , el 

porcentaje de éstos fue bajo. Las células valoradas fueron 197 

y 124 para las muestras incubadas 135 y 150 min., 

respectivamente. 

Fer·ti 1 izac:iOn heterOloga in :it.i.tc:c 

Hasta ac:¡ui hemos descrito la loc:alizac:iOn de la 

calmodulina en ambos gametos. Se hizo énfasis principalmente en 

los datos r·elativos al Ovulo, ya c:¡ue en la liter·atur·a no existe 

ninguna c:omunic:ac:iOn. Del espermatozoide, nos i nter·asaba 

c:or·roborar la presencia de c:almodul ina en los sitios c:¡ue 

r·ec:onoc:en al Ovulo, segón lo encontrado por· Tr·ejo 8. Mójic:a (34> 

y Camat in i ( 50 l. Nuestro i roter·és en c:onoc:er· 1 a 1oc:a1 i z ac: i On de 

la c:almodulina, en ambos gametos durante su inter·ac:c:iOn, nos 

llevó a adaptar· un método de fer·tilizac:ión heterólcga <6> , a 

las condiciones de nuestro laboratorio. 

La inc:ubac:ión de los gametos durante 2 horas, en el 

medio MCM-PLA suplementado c:on 2.8 mM de KCl <véase Métodos>, 

ya fue un tiempo suficiente para reconocer c:¡ue la fertilización 

~e habia efectuado. El por·c:entaje de Ovules penetr·ados se 

incrementó con el tiempo, a las 17 horas de iniciada la 

interacción fue de 80 a 90X. La fertilización de los óvulos 



Ftg. B. Fertilización heterOloga in vitre. La co-incubaciOn ae 
realizo con Ovulas desnudos del hAmster y eaperaatozoides del 
cuyo con reacciOn acros0111al en al lllll!dio l1ctt aupleiaentado con 
potasio y albO•ina. a> Ovulo fertilizado 17 horas 
powtinstt1ainaciOn. Nótese la pres.ancia de 2 pronacleos 
acitrc•ndose al c1mtro del Ovulo. b) Ovulo polisp&r•ico de 17 
horas postinseminaciOn. 
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fu& independiente del prcc:edimientc empl&•dc p•r• quit•rl&& l• 

zen• p&lóc::id<lt. Adema& , tcdc& \ Cli Ovule& f&rtiliz•dc& 

pr·&&&nt<1tron pe\ Íiip&rmi<lt y lll•t • Fue m.ayer· c:cn el .aumente en el 

tiempo de inter•c:c:iOn. 

L.a v.al c r.ac:iOn de 1.a fertiliz.ac:iOn da le• Ovule• , qua ii& 

daj.arcn 

cc:.a&ien.almenta p.ar.a det&rmin.ar 1.a f&rti\iz.ac:i On en le& Ovule& 

c::en un man er tiempc dw int&r•c:c:iOn. En \• Fig. 8.a •& mua&tr.a wn 

Ovule de 17 her•& de fartiliz.ac:iOn, 

de& p rcnOc:l&e& .ac:erc:ando&& .al c:entre da\ Ovule, y en 1.a Fig. 8b 

&& mua&tr• un Ovule pe\i&pt:irmic:c. 

Dur.ante \.a fa r t i \iz.ac:iOn un pcrc:ant .aj& .a\te <50Xl da 

\e& Ovu\e& •a d•h.arcn, 

ra.a\izO pcr 17 her ••· Fue •p•ranta qua une• •ufri ~ron 

hinc:h.amiantc y ctrc& •a rempiaren, 

En&\ m•n&jc da le• Ovule& fertiliz.adc& , dur.ant& \ .a 

fij.ac:iOn y 

Vi•u.a\iz.ac:iOn da 1.a fartiliz.ac:iOn c::cn el r&•c:tivc Heec:h&t 33258 

Ovule& ne fertiliz.ade• <c: cntrc\ l. ~Cli OVU\C& de&nudc& 

del 

me i o& i & , flucra&c::ante muy 
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\.a periferi.a, par deb.aja del &itia en que fue 

liber.ade el primer c:uerpc pal.ar <Fig. 9.a> c:art1a 

pr·ev i .amente de&c:r i t .c ( 26). El fluarac:reme r·e.ac;c; i cmQ 

e&pecific;amente c;cn el DNA &in me&tr.ar uniQn en ninguna ctr.a 

regiOn de la c:&lula • 

A> La& Ovule& mantenida& en i nter•c;c i On ccm le& 

e&perm¡¡tezcide& dur•nte 15 minute&, ne& permitier·cn h.acer l il 

c;cmpar•ciOn entre 1.a c:rcm.atin.a del Ovule y l.a perteneciente a 

Alii, e n l .a F i g. 9b, 

tiempc de inc;ub•ciOn , ¡¡9 ebliervan nomer·c&c& 

e&per·rt1at.ezei de&, v .aric& de elle& c:en re¡¡c;c:iOn .ac;re&emal , 

i nter.ac:c;icnande c;en la membrana pl••m~tica del Ovula, 1 illi 

c;.abeza& &e ebservan c;cnden&ad.a& flucre&c:ente& , 

Ov ule m~li fluere&c:ente y de maycr t am.aftc . 

y el ncclee del 

BI En l•• c&lul.ali fijad.a& de&pu&& de :Z her.a& de 

i nter·ac:c; i Qn, •e pude eb&ervar el inicie de la de&c:en den&•c:iQn 

de la crem.atin• de le• e&perm•tezeide& intern•liz•de&. En 

gener·•l , er•n muche& le& e&perm•tezeide& que &e •dher1 •n al 

Ovu 1 e < F i g. 9c ) • Sin embar go, e& pe&ible diiitingu ir a •qu&llc& 

que empiez.an de&cenden••dc& , ya que &u flucre&cenci.a 

Mient.r•• c¡ue la c:rematina del 

Ovul e y • n e pedia &er difer enc;iada de l a c¡ue c;erre&pcndi• ¡¡ un 

,¡ oc; 1 ec e&per·r11at i ca en de&c:enden&.ac; i On. 
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C l Cu.;;inde les; g01metes; fuer· en i ncub01de• par· un per· i edc 

de ti&mpe m~s; preleng01de (3 her01•l CFig. 9d> , 101 fluer&•cenci.;;i 

de le• n~clee• es;perm~tice• intern.;;iliz.;;ides; fue menes; intens;.;;i y 

m~s; difus;.;;i, que l.;;i cbs;&1rv01d.;;i en elles; .;;i 101& 2 hera~ de 

En es;tes; Ovules; l i1 pcl is;per·mi.;;i er·il m.;;iyer qui;i i;in 

D> En les; 9.;;imi;ites; cc-incub01dc• pcr 4 heril& 

quw a CF ig. 9w> . 

ebs;wrv.;;id01 i;in les; Ovules; fij.;;idcs; a \.;;is; 4 her01s; , les; 

l.;;i cu01l pedria .;;itribuirs;i;i, ne &Ol e .;;i l .;;i 

dw&cendens;01ciOn dw 101 cremiltina dw1 ws;pwrm.;;itczcid&1 &i nc t.;;imbi~n 

.;;i \.;;i pwnwtr.;;icicn dw etres; , s;up\i;imwnt.;;iric•. L.;;i figur.;;i 9f muws;tra 

un Ovule fi;irtiliz.;;ide di;i 4 heril& di;i intwrilcciOn , 

.;;ip.;;irwnti;is; un prcnOcli;ie y un n~clwc. 

prcn~cli;ic mil&culinc 

prcbabli;imi;inti;i 

es;pwrm.;;itczc i dw. 

.;;iqui mcs;tr·.;;idc e cr· r i;is;p en d il 

( 3) .. 

d¡¡¡ l 

E> Di;is;pu~s; di;i 17 heril• di;i inti;ir.;;icciOn di;i le• gilm&1tc• , 

p&1•&1 a \¡is; dificultild&1& pilril s;u miln&1jc , 

pudimcs; 1levilr algunas; d&1 i;is;tcs; Ovules; h.;;is;t.;;i lil ~ltim• fa•&1 d&1 

tr.;;it.;;imii;inte ccn el fluerecremc. Come s;i;i pu&1d&1 cbs;i;irv.;;ir· < F i 9. 

99 y h) . 

•in f 1 ucr·w•c&1nc i .;;i y nOcli;ies; &1&pwr m~t ices; muy 

d&&c c;mdwna.;;ides;. 

P.;;ira c.;;id.;;i pi;iriede dw in&i;imin.;;iciOn fuw nec&s;.;;iric h.;;icwr 
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experimentgs pgr sepilradc y cada une fue repetida pcr le mengs 

3 vec;es. 

Efec::tc de la ausencia de calc::ic e de petasie , 

fer-tiliz acicn 

les ien es calcie y petasie (25,26,64). Ceme centre les 

e b i en en il 1 

med i e supl ilmentadc ccn EGTA, para quillar el calcic. 

cal c ic sgbre 

la fertili~acicn, 

y cen reacc;icn ac::res emal se prilinc::ubar en durantil 10 minutes p~r 

cen EGTA a una c::cncentracicn fi~~1 17 mM , 

10 v•c•s l• d•t calc::ie en el medie. 

10 micr clitrcr de la suspensicn de espermatezcides c::en les 

evul t:1s y se dejari::m int~·accion•r> 17 ~· as. 

lil mgyilidild de letii 

centr·el. Durante CQn letii QVU\Ctii , 

espermatt:1zcides se unieren al gamete femening, 

cvulQtii de un mi•mc experimente. Pcr etra parte , el tratamientc 

ct:1n el 

de l Ctii QVUl es. El EGTA inhibic la fertilizacicn dil les 12 







Fig. 9. Ovutos tef'lidos con el r·eactivo de Hoechst 33259 par-a 
revelar los patrones de distribución y descondensaciOn de 
cr-D111atina. a> Ovulo control, no fertilizado; b) Ovulo no 
fer-tilizado, 15 min postinseminaciOn, se indican ta era.atina 
masculina <•> y la femenina <f>. c) Ovulo, fertilizado da 2 
hor·as d• ca-incubación. Nótese el inicio de la descondensaciOn 
da tas cabezas esper·111i\ticas. d) Ovulo fer·tilizado 3 horas 
despu~ de la inseminación, es aparente la presencia de mas de 
espermatozoides hinchados en el citoplasaa del Ovulo. •>y f) 
Ovulas fert i 1 izados 4 horas postinseainacitm. En e> Ovulo con 
un nO.er-o 111ayor- d• esper-matozoides descondensados que d>. En f) 
un Ovulo 4 horas postinseminaciOn que presenta un pronücleo y 
f') es el mismo Ovulo obser-vado a 1Dayor· au.-.ento. g> Ovulo de 17 
horas post i nse111i nac ion y h > obser-vado a •ayer· au•ento. 

Fig. 10. InmunolocalizaciOn de la callrlOdulina a lo lar·go de la 
co-incubaciOn Ovulo-espermatozoide. a> y e> LocalizaciOn de CaM 
en Ovulas 15 min y 2 hor-as después de la inseiainaciOn. b) y d ) 
los •iSllKJs Ovulas Ca y c> en contr·aste de fases. e> y g> Ovul a s 
a las 3 y 4 horas postinseminaciOn. Nótese un caJnbio en el 
patr-On de fluor-@Scencia con respecto a las figur- as a> y e>. f) 
y h> Ovulos contr-ol, no fertilizados, 2 y 17 horas 
postinsenlinaciOn, respectivamente. 
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ovule& ( :z 

la fertilización tambiDn fua nula 

cu.ande la 

madie c:za ovule&, :Z axparimante&)¡ aun cu.ande la au&ancia da 

pet.a&ie ca&i ne alteró la mevilidild da le& a&parm.atezeida&, y 

la adha&ión al ovule ecurria¡ .aunque ne tan fuartamanta, ya qua 

d a&puD& ~a 3 ó 4 \avade& .algune& ovule& && eb&arv.ab.an libra& da 

&&parmatezeida&. 

Inmunelecaliz.ación da 1.a calmedulina an le& gamate& durante lil 

f i;ir· ti 1 i z ; ,e; i c:m 

·-· di&tribución d& la calmedulinil an le& ovule& 

.n-.aminade& &li dati;ir·minó an mua&tr·a& qua fueren fijada& il le& 

15 min, 2,3 y 4 her.a& da iniciada la interacción. En 1 e& 

Ovule& manti;inide& a n intaraccien cen le& a&parmatezeid&& per 17 

her· a& .. ne fua pe&ibl& realizar la inmunetincien para 

c.almedulin.a , dabide .a &u labilidad. 

~• inmunetinción CIFII p.ar.a c.almedulin.a, d& le& Ovule& 

fij.ade& .a le& 15 minute& da in&amin.ación, preduje fluera&canci.a 

an la c;Qlu l.a , &irrii 1 .ar· • le& evule5- ne 

far-ti 1 iz.ade& , fer·m.ande un antr.am.ade an ali.a y un h.ale 

di&centinue il &u .alradader. El &itie da libar.ación dal pr i rroar 

cu&rpe pel.ar mc&tró un.a m.aycr ccncantr.ación da c.almcdulin~ 

: Fig. 10i 1 . 



4B 

En intwraccienaren cen &\ 

6vu\o, ne &e di&tingui6 fluere&cencia en \a parte del f\agele 

que sebre&alia de\ Ovule I Fig. 10a y b), pere en &&te misme 

e&per·mato:zeide se pude dis.tinguir· una banda fluer·escentw , qui:z.11 

de la región ecuaterial y un punte f\uerescente en \a unión de\ 

flagele con la cabe:za <Fig. lOal. 

En la• 

la fluere&cencia siguió cubriende a toda 

CQlu\a, y &1 ha le pwrifQrice ne fu& tan d&f inide <Fig. 10c). 

formó un wntramade y en 

alguna& r wgienws li& presentó m.lis cencwntrada. En la figura 

lOd , que corrwspendw al mismo 6vu\o de \a Fig. 10c , 

\a de\ óvu\o. En e\\o& ne && distingue 

fluer&&cencia ni aun en lo& flagelo& que sebre&alwn IFig. 10c). 

En genwr·ai, en ie& 6vuie& inswminades hasta per des 

hor·ali , 

unido& a wiio& fue difici\ de distinguir. 

En les Ovules co-incubade& ccn 

durante 3 herali, 

lOe l . Aparentemente esta& c~lulas centenian una cantidad menor 

de calmedulina . o bien ~sta &e cencentró en rwgiene& en las que 

se obser v ó fluore&cenc i a muy br·iilante. Sin erribar·go, no es 

pe&ible di&tinguir &i el Ovulo sufrió realmente una p~rdida, un 



e bien un• r-edi&tr-ibucion. 

4'i 

un• di&tr-ibucic:m en un ~r-&• 

En e&t•& célul•• &e eb&er-vo 

le& Ovule& de 15 min y 2 her-•& de in&emin¡¡ciOn. 

Alge muy net•bl& ¡¡ l•& 3 her-•& de inter-•ccion de le& 

fue 1• pr-e&enci¡¡ evidente de c•lmedulin• en 

T•mbién , 

ovule mi:11;;tr-•b• inten•• , 

ii& di•tingui• &1 

r&gion •nt&r-ier- d& \¡¡ c¡¡bez¡¡ •in •crcacm¡¡ ¡;¡e v&i•n grumc& mu y 

br-ill•nte& CFig. 10 &), pr-cb¡¡bl&m&nt& c¡¡\mc dulin • del ovu l a. 

En célul•& fij•d•& 

in&emin•ciOn, l• fluar-&&cenci¡¡ di&minuyo cen&ider•blemente , Y• 

h•le •unque &i el punt&•de fine <F ig . 

10g). En l• mi&m• figur-• puede •pr-eci•r-&& que el ovu l e e -.to\ 

muy hinch•de. 

en 1• u n ion d&1 

eat& cen l • c•bez¡¡, 

•lgunc• &1 xt r-ern•d•rrien t&1 

cenc&mtr·•d•. 

En 1 • f igur-¡¡ 10f y h, a& mu&&tr-•n 2 ovule& que a& 



so 

r·&lip&ct i v 1m&nt&, &1n un m&die dlit L..a 

indilitinguib\& dit \.a prilli&ntild.a per leli ovuleli ;ent.r·e\ ne 

Ef&cte d& \.a trif\uereper.azin.a 1iebr&1 \e¡¡ &lip&rmiltezeid&li y &n 

\.a int&1r.accion ovule-&11ip&1rm.atezeid&1. 

L..a trif\uerep&1r.azinil il lilli 2 cgnc&1nt r i1cicn&li &nli.ay.adilli 

<1 o 10 micrcmclilrl, ilcelero &1n pcccli minute¡¡ , 1.a pr&li&nt•c i On 

&11ip&1rm.atczideli cilpiicit.adcli, quil hilbiiin inici•dc 1.a rililccion. 

Tr&1int.a minutcli d&11ipu~li de 1.a •dicion d& 1• drcgil ( 1 

micr·cmcl aar l, liil cblier·vc un i ncr&1m&1ntc ditl 20% dit 1 il r·&1i1cc i or1 

ilcrclicmaa\ ccn r&11ip&1ctc ¡¡\ ccntr·c\. 

&1ip&1rm.atczcid&11i liin aacrclicm• y ccn mcvimi&1ntc hip&r•ctivaadc fuit 

ebli&rvaadil il leli pece¡¡ minute¡¡ dit \il ildicion dil 1• drcgil , iln 

cempaarilcion cen &1\ centre\ . 

Pcr et.,..·• piir·t.&1, lcli gilm&1tcli pr&1t.roatoadcli 110 minl ccn 

triflucrcp&1rilzin• y pu&11itc& • int&raaccicnoar &n pr&&&nci• d& 1• 

drcgil , li& fusicn.ar·cn. El pcrc&1ntilj&1 dit fert ilizoacion fu& 

liimi l •r· •1 cbtenidc iln lali incubiicicnilli ccntrel , c;cn gil rt1&1tcli 

liin pr&1traatilmi&1ntc & incub.ac;ion iln aauli&1ncii1 d&I ilntoagcnilita dit 

c;¡¡lmcdu\inil <Taab\aa 2>. 

micrelicepic dit luz , \¡¡ her• dit inii:iild.a \ii interilci:ion &1n 

pres&nciaa d& lil dl'"·cgil &1n tedcs lcli Cillieli li& vi&1rcn muchcli 



:s 1 

eaper-motto:zciide& 1.midc:i& il lcia óvulo&. Ad•maa, ocur·r· i ó 1 il 

dr-cigot nc:i cotuaó ningunot otltar-otción otpotr-anta il lot fc:ir-mot da\ 

óvulc:i, otcn deapuea da 17 horota da incubitción. 

Titbla 2. Efectci de lit tr-ifluc:ir-operitzinit 
fertili:zitción heter-ólc:igit in ~it~g 

TFP Ncmero de óvulo& 
< micr-cmel ar l 

o 17 

25 15 

o 31 25 

10 17 13 

TFP 

Fer-tilización 
(%) 

e;o 

ªº 
76 

Lo& ••p•r-mitto:zoide& fueren incubotdoa en MCM-PL, cen 2.a mM de 
K, it 37 C, ha&tit gu• ae obaervó reitcción acr-oaomit\ (2-2 .5 
hor-it&l. 5& lea itl'litdió lit TFP CS ó 10 micr·c:imolotr, 
cc:incentrotciónea f initl&&l y lit drc:igot &e dejó itCtuar- durotnte 10 
minutc:i&. Unot itlicuotit (10 micrc:ilitrc:ial de la &u&pen&ión de 
eapermittc:i:zoide& &e vitció it lit auapenaión de Ovul o &, trittitde& 
pitrotlelitment• pc:ir •I mi&mo tiempc:i y cen lit mi&mit concentración 
de TFP. Lea gotmetc:i& •• dejitron interacciónitr pc:ir 17 hc:irit& en 
pr-eaenciot de lit dr-egit. Lit ferti\i:Zitción &e valc:iró pc:ir- lit 
tQcnicot d• micreacc:ipiil d• contrit&te de fa&&&. 

auere de bc:ir-r-ego, no inmune, &obre lit fer-tili:zotción 

reforzó lit pc:iaibiliditd de lit preaenciot de 



lga 

~ 

OvulQli. 

CQn&ideramg¡¡ que, &i al ahadir ~1 antic:uer-pg antic:a\mgdulina 

gcurrie~a una interac:c:ian &lip&c:ific:a, e&tg pgdr·ia b\gquear la 

fu&ian da loli gametoli, lii la c:almodulina participara en dic:ho 

Alii, un d•tg pgsitivo de inhibic:ian aer1a una 

indic:ac:ian ma& en apgyg a la loc:alizac:ian extern• de la 

c:almgdulina. 

Lg¡¡ ovulo& f uar·gn i nc:ubadow. 60 mi n en lit 1 madi g MCM-PLA 

ah•didgw. de • a> antic:uerpQli antic:almcdulina, b> IgGli de w.u~ro 

de borrego ng inmune y e:> al tercer lcte liin ninguna adic:ion 

extr•. En aeguida fuergn inseminado& , ain c:ambiar el medig de 

inc:ubac:ion da lga ovuloli. 

En el c:gntr-ol ain •ntic:uerpow., la penetr•c:iOn fue del 

90% , 29 delga 32 ovuloa examin•dga fueren fer·tilizadcw.. Pcr 

el tratamiento c:gn antic:almcdulin•, w.Olc el 7.4% de low. Ovuloli 

fuer·gn penetrada&, 2 de 27 ovulcli examinado&. Cuandg \ga ovulaa 

fuer·gn tratadga c:an liUlill"Q 

fertilizac:ion fue inhibid• 100%, 

de bgrrega ng inmu n e , 

en 22 óvuiQli examinade&. 

l • 

Lea 

Ovulo& pravenian de 4 experimente&. 

La pre&enc:ia de lcli antic:uerpcli <antic:•lmcdulina e IgG• 

de liUer·o 

primer-ali, 

ngr·mal de bgrregal afec:targn negativamente 1• 

maw. le& •egundg¡¡ que le• 

la gb&ervac:ion fue realizada una hgr·a de&pu&a de 

iniciada la in&eminac:iOn. En prelienc:ia de lga dga tipg¡¡ de 

antic:uer·pgs hube unión da \g¡¡ espermat.gzoidea al Ovu\g. Una 

eb&ervac: i On int•r&liant.e fue, qu• •n las 



antir;almgdul ina, lga adheridg& al cvu\g 

interar;r;icn. 

el 

y ng eran 

Mientra& que en \g& cvulg& tratadg& r;gn la& IgG& 

lavadg &eparaba de lg& cvulg& a tgdg& lg& 

•&permatgzgi de&. El tr·at.ami entg r;gn 1 Q& .ant ir;uerpg& pr·cdujc 

hinr;hamientg en l.a m.aycri.a de le& ovule& de&de la primera hgra 

de inr;ub.ar;ion, .algung& de le& r;u.ale& &e rcmpiergn. 



DISC:USION 

E&ta bien e&t.ablecide que el c.alcie p.articip• en 

•lgune& prece&e& rel•tive& • l• fertiliz•ciOn <23,32,33,65> y 

&eh• &ugeride un pilpel petenci.al de 1.a c.almedulin.a en ella& 

( 32 -34,41 , 49,50,65). 

l• c•ntid.ad de c•lmadulin.a pre&ente en le& g•metc•• en el Ov u l a 

<3S,40 , 42.43 , 4S-4?> y en le& e&perm.atezeide & <3S,3S , 49) ; p c r 

g•mete& invelucr.ad.a& en le& pr·ece&e& depen d i e n te& del c•li::ia. 

L• pre&enci• y cencentr•ciOn de c•lmcdulin.a e n Ovu >a& 

en 1 e& de 1 a& 

de m.ar (3S , 39) y r•t.On <4Sl. 

A&i , 

de&cripciOn hech.a en e&te tr.ab.aja de 1.a lec.aliz.aciOn d e 1 .a 

c.almedul in• en el g.ameta femenino e& 1.a primar.a en a&te 91:mer c . 

L1:1c.ali;¡.aciOn de 1.a c.almedulin.a en le& Ovule& de&nudc& fij.adc& y 

perme.ab i 1 i ;¡,-¡de& 

En 1 e& Ovu 1 e& del harn&ter no sa pre&entO un p.atr·On 

definido de loc.aliz.aciOn de 1.a c.alrnodulin.a <Fig.2-4>. L• 
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( epitel ici 

inte&tir1.al > exisoten c:empenente& del c:iteesoqueletci, en c:uy.a 

e&truc:tur.ac:iOn p.artic:ip.a 1.a c:.almcidulin.a CG?l. P.ar.a explic:.ar 1.a 

di&tribuc:iOn hemeg&ne.a de C.aM que &e eb&ervO en lci& Ovulci& de 

.al que en lci& Ovule& 

\ CI quil 

b) que en l.a& 

mic:revelle&id.ade& de le& Ovulci& peque~e& y.a exi&t.a C.aM, en 

mener c:.antid.ad que en le& de m.ayer t.am.a~c• pera debidci .a que el 

nOmerci de mic:revellc&id.ade& nci .aument.a c:cin el di~metre de 1.a 

c:&\ul.a C:l,1Sl, 

lci& Ovule& peque~c& y pcir le t.antci &u def inic:ian ne && 

lcigre. 

c:uerpci pcil.ar Fig. 2d)' 

unid.a .al hu&ci meiOtic:e < Fig. 2d), 

El c:uerpc pal.ar c:entiene 1.a mit.ad del hu&e y un 

t.antci l.a C.aM n e &e diluye . 

mitOtic:ci <27 , 70l. 

c:uerpc pcil.ar prcb.ablemente p.artic:ipe junte c:cin l.a .ac:tin.a en 1.a 

&ep.ar.ac:ion del mi&me, que e& inhibid.a pcir c:itec:.al.a&in.a <62>. 

di&c:utidc puede referir&& 

indi&tint.amente .a le& ovule& liber.ade& de 1.a ZP , 



S7 

tr•t•mientg enzim~ticg cgn trip&in• g pgr •cciOn mecanic•. 

Re&pectg • 1• pre&enci• cgn&i&tente del h•\g y el m•ygr grg&gr 

del mi&mg, que pre&ent•rgn \g& Ovu\g& de&nudi!.dQ& mecanic•mente, 

que 1•& diferenci•& &e deb•n • un• m•ygr cgncentr•ción, en \g& 

Ovu\g& DMec , de C•M muy cer·c•n• • l• membr•n• pl•&rr1atic•. E&t• 

membr•n• pudg &er •fect•d• pgr 1• trip&ini!. , pg&iblemente ma& en 

1• p •rte exterigr. E&tg pgdri• &ugerir un• lgc•liz•ción 

L• pre&enci• de C•M extr•celul•r pgdri• 

tener implic•cigne& impgrt•nte& en 1• fu&iOn d• lg& g•metg&. 

Pgr ••t• r•z~n cgn&ideril.mQ& prigrit•rig el tr•t•r de definir 1• 

&itu •ci6n de 1• Ci!.M que grigin•b• •1 h•lg en el Ovulg. A&i 

••t• puntg &era retgm•dg • lg l•rgg de l• di&cu&iOn. 

Lgc•liz•ciOn de Ci!.M en ó vu lg& fiji!.dQ& ng perme•biliz•dg& 

L• pre&enci• del h•lg perifQricg en lg& 6v ulg& DMec ng 

4c) , &ugeriri• nuev•mente , que e x i&ti•r• 

C•M en el e>!teric;¡r· . Sin emb•rgc;¡ exi&ten cgmunic•cic;¡ne& de que 

1• fij•ción puede prc;¡vgc•r c•mbig& pequeftg& en l• e&tructur• de 

li!. CQ1Uli!. , que re&ult•n en 1• fgrm•ci6n de grificig& (68). El 

hechg de que lg& Ov ulg& DTrip &in perm••biliz•r, mg&tr·•r•n 

p•trgne& de C•M indi&tinguible& de lg& p•trgne& mg&tril.dQ& pgr 

lg& Ovulg& per·r11ei1.biliz•dg&; •un•dg • que en lg& Ovu\g& OMec ng 



<Fig. 4d) r;;uilnde1 

ilunque quiz•& en mene1r r;;¡¡ntidild. 

Debide1 il e&til& r;;e1n&ider•r;;ie1ne& lil pre&enr;;iil externil de C•M ng 

pude •firmilr&e il~n r;;en r;;ertezil. 

Lec•liz¡¡r;;iOn de lil r;;¡¡lmodulinil en Ovulo& vivo& 

Lil eb&ervilciOn del hillQ de CilM en le• OvulC1& tr•t•de& 

per IFI in vive &ugiere nuevilmente que lil prcteinil revelildil &e 

flucre&r;;ente <Fig. 5). 

Adir;;ign•lmente, 

r;;~lulil&, podriil indir;;•r unil ler;;illiz¡¡r;;iOn &uperfir;;i¡¡l &1&p er;;ifir;; ~ 

d& CilM , yil que el ccntrel r;;en IgG& d& &uere preinmune ne die 

ningun• fluor&&r;;enr;;i¡¡ <Fig. 7>. 

Deter;;ciOn de CilM en l• ZP 

Lil r;;cmpc&ir;;iOn d& lil ZP e& r;;cncr;;idil y &il hilblil d&1 

filmilia& de glir;;oprcteinil& <14>. 

tilntc del Ovule r;;ome de l•• r;;~lul•• de 1• grilnu\e&il. Dur·ilnte 

el periede preevulilterig lil ZP e&tt. en r;;ent¡¡r;;tc direr;;tc r;;cn el 
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Ovula, la ZP 

La tinciOn d• CaM 

•n la& Ovula& vivas can ZP <Fig. 6d y •>, dia un.a fluars11;;car1cia 

muy tanu• d• tada la ragiOn, 

ya qua sus cantroles fuaron n99ativa• <Fig. 

fluorascanci.a observ.ad.a en l• ZP fue igualmente tenua, 

absarvada sobre laa Ovulas sin ZP tehidas in ~i~g. 

7d). La 

coma la 

La fijaciOn en estas Ovulas, pr·od1.1jC1 en 1.a ZP algü n 

que s• tradujo an a l reconocimiant o da 

los anticuerpos antiCaM CFigs. 6a , b y e> , a bien, que la nueva 

conformaciOn parmitiO la antrada al sagund o anticu•rpo Ccon 

fluorascaina> pero no •1.1 total eliminaciOn durante •1 lava da . 

L1:1cali:1aciOn da la CaM en les espermatezeida&. 

Nuastro interés se anfocO en eb&arvar la lecal i z ac ion 

da 1.-a CaM an \1:1& esparmat.ez1:1id•& con RA, e sea a n l es 

asparmate:zeidas cen capacidad p.-ara fartilizar. M1:1st r a mes q u a la 

r·agic:m CClffiO 

rec1:1necimiente da\ ovule, prasantaba CaM. Est1:1 concuerda cen 

las ebsarvacienas previa• realizadas en nuestr·e laberatori1:1 

C34 1, an las q1.1• \a RA fu• preducida da manara sincronica. Una 

difar·encia d• nuastres r·asultados cen loa de Trajo y Müjica 

(341 •1 tan bajo, aqui mestrade , de 

••p•r·mato:zoi da& con b.anda f l uor••c::•nt.• a ni va\ da la r·agián 



aata 

~o 

podria ••r atribuida a la 

aug•r•ncia d• Tr•jo y MQjica d• qu• la localizacign d• CaM •n 

•ata r99ign •• tran•itoria. 

al aiatama da fartilizaciOn h•tarOloga 

Con •1 5iata111.a da larti 1 iz.acign adopt.ado •• cornpr·obO la 

nacaaidad da loa ion•• c.alcio y pot.a&io para 1.a fertilizaciOn, 

cama h.abi.a aido damaatrado por Yanagimachi (64>. Con la t~cnica 

da mar caj• can Hoachat <Fig. 9> aa pudo di&carnir t•mpr.an.ament• 

<2 horaa da co-incubaciOnl, igual qua pcr ccntraat• da faaa&, 

la int•rnalizaciOn y da&condan&aciOn del néclao aaparrnatico 

<Fig. e>. 

daaaA practic.ar en loa Ovulo& alguna otr·a d&1tarrnin.aciC:m, cerna 

iln nu•atro caao al marcaje da CaM, y.a qua en la valoracian di! 

la far·tiliz.aciC:m pcr· ccntr·aat• di! fa&a& &tl cvulc cba&1r·v.adc dilbil 

••r viabl• y no •• facilm&1nt&1 r&1cup•r.abli1 dilbido .a qua la 

obaarvaciOn ail r&1aliza &1ntr&1 porta y cubracbjatc&. 

L.a filrtilizaciOn h&1t&1rclcga, 

praviam•nt• deacritc ne evita la pcliapermia <69). El Ovule del 

hamater dilpilnd• tct.a 1 m•ntP da \A r·&1.acc i gn di! \.a :zen.a para 

evL. ~r· la entrada de asp•r·m.atci:zcid•li &upernumerar· ic& C1Sl. Si 

cc~ .- ~i•r~ un blcquilc a nivel di! membrana pla&matica di!l Ovulci, 

ya aea pcirque la fu&iOn d• lci& g.ametci& Cci por la reaccign 

cortical> prciduj•ra un cambici del pcitenci.al d• l.a m&1mbrana, el 

impedimento o bloqu&10 da la entrada d• 
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auplement.ariga y.a que \g¡¡ d.atga 

mgstr.adga indic.an un .a\tg gr.adg de pg\iapermi.a, \¡¡ CUil\ &e 

incrementil cgn el tiémpe de incubilcicn <Fig. Bb >. En 1 g¡¡ 

cvulga d&l hamat&r d&b& ex'iatir· un griln cgnt&nidg d&l filcter 

d&accnd&n&ilcicn, 

mi ae legro diat.inguir <Fig. 

v i wuillizilrlie lii ma• de un ngclee eapermatice ilVilnzc hillitil lil 

&tilpil d& pren~cl&e. 

Oiwt.ribuciOn de lil Cillmedulinil &n lea Ovule• fertilizildeli 

&iljC l illi cendicieneli de deteccicn de CilM empleildilli en 

&lite tr·ilbilje, ne fue peliibl& diwtinguir un cilmbie d& 

di•tribuciOn de l il pret.einil en el Ovule hillit.il l illi 2 herilli de 

inlieminilc:iOn. El p.at.rcn de t.incicn de C.aM que prelient.ar·en il 

l iili 3 herilli fue difer·ent.& .al rrie•t.r .ade pcr lea cvuleli ne 

fertiliz.adcli <qu& ne pU&litClli ccint.acte cen 

&liperm.atczcidelil e pcir lcli Ovule& inlieminildcli en .aulienci.a de 

pcit..aliiCI. Ewt.a nuevil dilitribuciOn liugiere un re.arregle de CilM 

en hilcli dalg.adeli , que permite liugerir lil ccilcic.a\iz.acicn de C.aM 

c:en lea mic:rctubu\ci& y ccn \cia c:&ntrci& crgilnizildcrea de ~atcia 

(70>. Lil C.aM &e h.a detect.adc .aacci.adil il \ci& micrctubulcli del 

hu&ci mitct ic:c (27 , 70) y en e&tii tr•b•jo i; i;; rno•tr6 , 911..-



3c >. 

lil&I i CIO 1 ¡¡ _. incluy&1ndc 1.a fcrm.aci6n d&1l cu&1rpc pel•r y 

migr•cicn d&1 le& prcnücl&1e& ( 15, 70). En l• f&1rtili2•ci6n 

pr&1&&1nci• 

1;11 

per· 

peli&p&1rmi• C71l, e t.iililn, d1;1 le& r&1&ult•dc¡¡ •&1 pedri• &uglilrir 

qu&1 l• •ctiv•cicn y r&1•rr&19le d&1l citc1;1&qu1;1l&1tc &1n &11 6vule ¡¡¡¡¡ 

un &1v&1nte pr·&1vic • l.a fer·m.acion d&1 l e¡¡ pr·cnücl&1eli , y ne un 

&1v&1nte •imult~n&1e e p.ar~l&1le cen 1.a fer maci cn d&1 ~•te• C6>. 

dur•nt&1 &u int&1r•cci6n ccn 1;11 

ovule, 1.a di&tribuc:icn de C•M ne pude &&1guir&&1 d&1bide .a l.a 

int&1n•• fluer&&c:enci• dQl g•m&tc f&1mlilnine. El ti&1mpe d1;1 

&1 xpc•icicn p•r• l.a fetegr•fi• dlil le• g•m&1te& &1n int1;1r.acc iOn 

&1&t•b• d•dc par el ovule, par &1llc el fl•g&lc e&perm~ti cc ccn 

un.a flucr&1&c&nci.a muchc m&ncr ne er• f~c:ilm&1nt&1 di&tinguib\ &1. 

Cu•ndc \¡¡ c.abwz.a dwl &110p&1rm.atc2cidw c:cn RA &• intwrn•liz.ad.a, 1.a 

m&1mbr•n• pl•&m~tic.a qu&1 l• c:ubr& qulild9 fcrm•ndc p.artlil dlil 1.a 

ccrr&1¡¡pcndi&1nt&1 d&1l ovule ( 72, 7:3). El h&1chc d&1 eb•&1rv.ar 

&1•p&1rm.ate2c i d&1• , wn w 1 int&1ricr d&1l ovule, ccn un e: ene 

flucr·e&c:&1nt&1 li'n &u r&19ion pc&t.acr·c&cm.al indic:.a, quw l .a C•M ¡¡¡;¡. 

lcc:.aliz.a par d&1b.ajc dli' 1.a mwmbr.an.a pl••m~tic:.a y qu&1 &u union, • 

prct&ina& qu&1 la rli'c:enccli'n ¡;¡.¡¡ fuert&1. Este pcdr 1 • auger· ir l ¡¡ 

p•rticip.ac:ion dli' l• C•M d&1l 



d&&conden&aciOn de la cromatina, 

en e&ta region. 

Efecto de la trifluaraperazina 

cama la 

Sobre lo& e&permatczcide&. La adiciOn de triflucroperazina <1 O 

10 micramolarl a e&permatozoide& que han campletadc alguna& de 

la& etapa& de &u capacitaciOn le& acelero la pre&entaciOn de la 

tr iflucrcperazina &obre lo& e&permatczoide&l. Se ha de&critc un 

afecte dual de &&te f~rmaco antagcni&ta de la calmcdulina • a 

ac rc&cmal , 

micromolarl , 

<1-10 micrcmclarl 

inducen <35 , 52>. 

(25-100 

interpretar&& de la &iguiente manera • en le& e&permatczoide& en 

l e& gua la capacitaciOn ha avanzado en alguna& de &u& etapa&, 

el ant~goni&ta de CaM a concentraciOn baja ne inhibe la 

capacitaciOn ni a la reacciOn acro&omal , 

l a& acelera. 

y por el 

A diferencia de le comunicado por Aitken CGO> , 

trabaje &e cb&ervO una e&timulaciOn en la movilidad de le& 

( 1 10 

ya que Aitken indica 

ocurra una di&minuciOn en la movilidad de le& e&permatczcide& 

del hombre. Si n embargo , e&te autor no cb&er v O e&timulaciOn con 
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le •mt¡;¡r· icr· pcdr·i¡¡ &ug¡;¡r· ir&ii unii dif¡;¡r¡;¡nciii dii 

g¡¡m¡;¡tc , diipiindiiint¡;¡ diil ii&tiidic dii &u ciipilcit..;aciOn. 

En lil intiirilcciOn Ovul c -iilipiirmiltc:zcidii . En ccnccrd.;anci.;a ccn le& 

rii&ult•dc& dii Aitkiin C60l, lii priii ncub.;aciOn ¡;¡ intiiriilcciOn dii 

lea g.;am¡;¡tc& ¡;¡n prii&iinci.;a dii TFP (1 O 10 mi crcmcl.;arl ne inhibiO 

1 a f¡;¡r·ti 1 i:z•ciOn , 

iilipiirmatc:zcidiili qui;¡ piiniit.rarcn pcr Ovule . 

pcdrian iltribuir &ii il lila .;acc;icn¡;¡& h i d r c fObicil& inii&piici fi c;.;a& 

Aaum i iindc qui;¡ l il CiiM participilril 

t.rip&inil Cut.ili:zildil piiril rat.irilr lii ZP> acbra lil CiiM, qui;¡ l iil 

vual Vil inaanaibl ¡;¡ il TFP ( pal"c ne int¡;¡rf iar.;a an au funciOn l nci 

puada &al" daaciilrt.;adc <47>~ 

funciOn da lil CiiM an 1• fuaiOn ne aa altar•. 

Efact c dii l e& •nticuarpc& ilntiC•M ¡;¡n la i n tar•cciOn Ovulc­

aapar·m•tc:zci da 

Lil inhibiciOn da lil fartili:z¡¡ciOn da lea Ovule& , 

pratriltildc& ¡;¡ incubiildCli ccn le& ¡¡nticu¡;¡rpca .;inticillmcdulinil , 

ccn aapar·miit c:zci i diili f¡;¡r·ti 1 i;i:¡¡ntaa , pcdr·i• 

iltl"ibuir&a • 11 ill blcquac aapacificc da la c•lmcdulinil , 2l il un 

blcquac inaapacificc y 3l ii lii manci" mcvilidiid qua pr·eaent.;ar·cin 

\ca eaparmiltc:zcida&. 



Para considerar como cauaa de \a no farti\izaciOn \a 

primera augerencia setra\ada, 

\a 

fertilizaciOn y que e\ el . Ovulo presentara CaM an su exterior, 

ya que ea muy improbable qua \os anticuerpos hayan panatrado. 

De l• necesidad de calcio en el medio, para qua ocurra l• 

far tili z •ciOn, proponemos la posible participaciOn da CaM en el 

proca&Q, y da lga raaultade& de este trabaje &ugerimea, qua una 

parte de la CaM da\ Ovule &a \eca\ice en &u auparficia axtarna. 

Un blequag inaapacif ice podria sugerir&&, 

qua la fartilizaciOn tambi&n fua inhibida per las IgGa de auare 

prainrnuna da bor·r·age, per·e 1 a inibiciOn per 1eli anticuarpea 

ine&pecificea, pedria atribuirse, a la perdida de la mevilidad 

que causaren aebra lea aaparm•tezoida&. 

L.• rr.enor· movi l id•d que praaantaron \os aaparmatozoidaa 

al cont•ctg con lQli anticuerpga antiCaM , cgnaidaramoa qua no as 

al factgr datarmin•nte da la inhibiciOn de la fartilizaciOn. Ha 

sido daacritg qua al OvulQ puada far·ti 1 izado por· 

Ovulo y su intaracciOn fue firme, ya qua se mantanian unidos 

daapuea da 3 l•vadQ&. Esto contrasto cgn al compgrtamianto de 

loa aaparmatezgidaa pua&tQ& a intaraccignar cgn lQli Ovulga an 

r·a&ultadQli pr·epcmamea que al anticuarpg antiCaM evito la 

panatraciOn da \Qli aapermatozgida&, parg nQ su fuaiOn al Ovule. 



CON!::L.U5IONi:5 

1. l.il Cilntidild 

d&t h~m&t&I" && 

d& Cillmgdutinil y &u di&tl"ibuciOn en et Ov utg 

d&p&ndi&nt& d&t tilmilf'IQ d&>t g•m&tc. En \g& 

int&l"m&>dic, d & 92 il 100 micr"il&, 

< 67-94 micr·il& l, 

cgnc&>ntrilciOn y di&tribuidil d& miln&ril di f u &il. 

p&l"mit&n cgnctuir ild&m~• . qu&> et Ovu\g d&>l h~m&t&r duril n t& &u 

cr&cimi&>ntg d&>b&> &intatiZill" CilM , 

el gilm&tg d&> \g& ilnf ibig&. 

2. l.g& Ovule& &in zgnil p&tgcidil , fijildC& , 

ng, pl"&&&ntilrcn il lil CilM , por IFI , &>n • 

en et &itic d&> tib&rilciOn d&>t 

p&rmailbitizildc& e 

div&>r&c& &>ntrilmildc& , 

ilntaricr && concluya • 

d> fcl"milndc un hillc ftucr&&cwn t&> . Da t e 

lil ZP dat Ovule , ne inftuy& &n et piltrOn de di&tribuciOn d & lil 

CaM, 2> quw en \g& Ovule& &in ZP, lil fijilciOn produje u n il 

perm&ilbitizilciOn tigel"il , te que pel"mitiO lil entrildil dw te& 

ilnticuerpg& il lil c~tulil. 

3. l.il fijilciOn iltteril il lil ZP, da miln&ril tilt, qua prasantil unil 

reacciOn ina&pacificil fuarta ill ilnticua!"pc ilnti Cil\mgdutinil. 
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cuyo y ne inhibiO la fu&iOn de lo& gameto&, ni I• form•ciOn de 

lo& pron.:icleoa. Se augiere que el complejo C•-c•lmodulin• no 

part icipe directamente en le• 3 preceae& menci onado&. Aunque , 

el tratamiento de lo& gameto& con antical modulina inhibiO la 

fertili:zacicn. De eate& r·e&ultade& en conjunte, concl uiir1ci& que, 

nci ilii pe&iblil a.:in il&tablecer &i 

funciOn iln la fuaiOn dil le• 9arr1eto&. 

la calmodulina ti&1ne una 
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