IS0 MO AT 7 e

= ? % ’-"'“,.

n 2
e 4 .

ESCUELA NAGIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
OE 1ZTAGALA

Y

LOCALIZACION DE LA CALMODULINA EN LOS

GAMETOS MASCULINO Y FEMENINO DURANTE

SU INTERACCION EN LA FERTILIZACION
HETEROLOGA

T E S I S

PARA  OBTENER EL TITULO DE:

B | O L 0 G 0
Presentada por

MA. LUISA LABRA BARRIOS

1990
Los Reyes lztacala, Estado de México



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo fue realizadoc en 1 Depertamento de
Biologia Celular del Centro de investigacion y Estudios
Avanzados del IPN, bajo la asesoria y direccion de la Dra.
Adela Mdjica, a quien agradezco infinitamente su paciencia,
gran dedicacion y cenfianza para que este trabajo se realizara.

Para el trabajo de microscopia de fluorescencia se
utilize el equipo de la Unidad de Microscopia Electronica del
Departamento de Biclogia Celular (CINVESTAV).

La autora de este trabajo fue becaria durante s«is
mes@s del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN
y de la Escuela Nacional de Estudiocs Profesionales de Iztacala-
UNAM, durante un afio.

Este trabajo fue apoyado parcialmente por CONACYT con

el donative del proyecto PO28CCOXE91518.



El presente trspajn esta dedicade de manera muy

especial a

MIS PADRES : Julia Barrios Sanchez y Felipe Labra Ramirez por
SU amor y dedicacion para lagrar mi formacion come

profesionista. Infinitamente, gracias por creer en mi.

MIS HERMANOS : Guadalupe, Roberto, Juanita, Socorro, Felipe,
Susy y Ady, por toda la confianza Yy paciencia que

depositaron en mi.
MI MEJOR AMIGO : Benito, poer sJu carifio, comprension, ayuda y

par toda la felicidad que me ha brindado.

TODOS MIS AMIGOS ¥ COMPANEROS : Por sus consejos Yy ayuda

incondicional.



AGRADECIMIENTOS : Agradezco a las siguientes personas que

contribuyeron a la realizacion del presente trabajo:

A Raquel Trejo, por la asesoria recibida en la obtencién de
anticuerpos.

Enrique 0. H-rnindﬂ:, por todos los anticuerpos donados.
Leticia Moreno por sus valiocsas sugerencias.

Begofia Campes, por la enseffanza en la tecnica de aebtencion de
ovulos.

Ricarde Mondragen por la asesoria y adiestramiento en el manejo
del microscopioc de fluorescencia.

Jos@ Aceves, por sJ4 ayuda teécnica.



INDICE
Resumen

INTRODUCCION

La fertilizacian

Preparacion del espermatozoide de los mamiferos para la
fertilizacion

Maduracion del espermatozoide

Capacitacion

La reaccidn acrosomal -

La interaccion del ovulo con el espermatozoide

Penetracion de la zona pelacida

La fusion de las membranas plasmaticas de los gametos vy
la incorporacion del espermatozoide al é&vulo——————————-

Bloqueo de la polispermia -

La descondansacion del ndcleo espermatico, la formacian
de los pronaclecs ¥y la singamia

ANTECEDENTES
El ion calcio y la calmodulina

Ob jetivos —

MATERIAL Y METQDOS

Reactivos——————

Obtencion de los espermatozoides

Seleccion de las muestras y lavadeo de los espermatozoides-———-—-—-

Cuantificacion de los espermatozoides———

Incubacién para la capacitacion de los espermatozoides——-—————-

Superovulacidn del hamster—---——— -

u & wow w

12

17

i8

13

19

20

20

21



Obtencidon de los dvulos del hamster

Liberacion de los dvulos de sus envolturas

Fertilizacién heterologa in vitre

Valoracion de l1a fertilizacién heterdloga

Tratamiento de los gametos con trifluoroperazina =

Tratamiento de los ovulos con anticuerpos anticalmedulina o cen
inmuneglobulinas G de suerc de borrege no inmune e

Tratamiento de los gametos con EGTA-—-

Inmunolocalizacion de calmedulina en los gametos

Deteccian de la calmedulina (IFI) en los espermatozoides———————

Deteccion de la calmedulina (IFI) &n los éavulos

RESULTADOS
El bloqueo de ®itios antigénicos no especificos para el
anticuerpo anticalmedul ina-—--—

Localizacion de la calmodulina en los ovulos sin zona peldocida
e desnudos =

Localizacion de la calmodulina en los évulos &in zona pelucida
ne permeabilizados

Deteccidn de 1la calmodulina en ovulos vivas

Deteccion de la calmodulina en la zona peldcida- =

Localizacion de la calmadulina en los espermatozoides durante
Su capacitacidn y reaccion acrosomal

Fertilizacidn heterdédloga in vitro

Visuvalizacidn de la fertilizacidn con @l reactivo de Hoechst
33258

Efecte de 1la ausencia de calcie o de potasio, en la
fertilizacion

Inmunoleocalizacion de la calmodulina en los gametos durante la

21

23

24

25

26

27

av

28

28

30

L
| )

36

a8

39

42

a2

a6



fertilizacion

Efecto de la trifluoroperazina sobre los espermatozoides y en
la interaccidn ovulo-espermatozoide

Efecte de los anticuerpos anticalmodulina y de las IgGs de
suero de borrego, ne inmune, scbre la fertilizacion——————-————-

DISCUSION
Localizacion de la caimodulina en los ovulos desnudos fijados y
permesbilizados

Localizacion de la calmodulina en los ovules fijades no
permeabilizadaos o

Localizacion de la calmodulina en ovulos vivos

Deteccion de 1a calmodulina &n la zona peldcida

Localizacion de la calmodulina en los espermatozoides-——————-———

El sistema de fertilizacion heteraloga

Distribucidn de la calmodulina en los ovulos fertilizados————-——

Efecto de l1a triflucoroperazina—--——-—

Efecto de los anticuerpos antiCaM en la interaccién dvulo-
espermatozoide

Conclusiones

BIBLIGGRAFIA

Bibliografia el

47

S0

=1

54

S7

=8

S8

=59

60

&1

&3

&4

&6

]



RESUMEN

‘En la fertilizacign, la fusion del espermatozoide con
el ovulo, se requiere la presencia de calcio en el medio de
incubacion. En mtltiples procesos celulares en los que
interviene el calcio, 1la calmodulina (CaM) ha mostrado ser la
mediadora de las acciones del ion. E1 interés de este trabajo
fue el de conocer: si en el mecanismo de fusion de las
membranas plasmaticas de los gametos la CaM media una funcion,
sugerida pero aun desconocida, del calcio. En el presente
trabajo fue estudiada la localizacion de 1la calmodulina por
inmunofluorescencia indirecta: 1) en los ovulos del hamster con
zona peldcida o carentes de ella, 2) en los espermatozozoides
del cuyo durante su capacitaciédn y reaccion acrosomal, in
vitro, en el wmedio MCM-PL y 3) en los gametos durante su
coincubacién en el medio MCM-FL con Ca vy K. Se wvaloro, el
efecto de la trifluoroperazina, inhibidor de la calmodulina, y
la presencia del anticuerpo anticalmodulina sobre la
fertilizacion. Se produjo la superovulacidn en la hamster, por
tratamiento hormonal. Los ovulos se liberaron de las células
de la granulosa por tratamiento con hialuronidasa y de la zona
peldcida con tripsina o de manera mecanica. La fertilizacién

se valord en évulos vivos, por microscopia de contraste de



fases y en ovulos fijados, por tincién del DNA, con el reactivo
de Hoechst 33258. En ovulos fijados, permeabilizados o no, la
calmodul ina fue observada: 1) en la periferia de las ceélulas,
2) formando un entramado aparentemente en el interior, 3) en el
cuerpo polar y 4) bordeando el sitio en el que se liberd éste
altimo. En general, los ovulos pequefios (de diametro)
presentaban menos calmodulina. La mayor tinciéon periférica,
que presentaron los ovulos desnudados de manera mecanica, los
que no fueron permeabilizados y los tefiidos in wyivo, sugiere la
presencia de CaM en el exterior de la celula. La presencia de
CaM en la regitn postacrosomal de 1los espermatozoides con
reaccion acrosomal fue confirmada. Se observo un cambio de
distribucidn de la CaM en el dvulo, hasta las 3 h de .la
fertilizacidn. Los anticuerpos anti-CaM, pero no 1la TFF,

inhibieron la fertilizacion.



INTRODUCCION

La fertilizacion

La fertilizacidn ha sido un tema de gran interés para
los cientificos por mas de un siglo, por su papel fundamental
en la preservacitn de las especies (1). Durante los tltimos 30
affos, grandes avances han sido logrados en el conocimiento de
la fisiologia, morfologia y bioquimica de las celulas
involucradas en este proceso. La fertilizacién es definida
como la fusidn del ovulo con el espermatozoide a nivel de sus
membranas plasmaticas (2), y para otros., comprende hasta 1la
singamia (3).

Los estudios clasicos de 1la fertilizacion y el
desarrollo embrionario temprano, han predominantement e
involucrado 1la wutilizacidn de gametos de animales que exhiben
fertilizacion externa. Consecuentemente, mucha de la suma
total de nuestro conocimiento acerca de estos procesos se
deriva de la investigacion en dichos animales. particularmente
la realizada en invertebrados marinos. En éstos, tanto los
ovulos como los espermatozoides son ideales para su  analisis
por dos razones principales La primera es que la fecundacidn y
el subsecuente desarrolloc del huevo facilmente ocurren en el
laboratorio después de la interaccion de los gametos en el agua

de mar. La segqunda, es la gran cantidad de gametos de ambos
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sexos, que puede ser obtenida facilitando las investigaciones a
niveles bioquimico y molecular. Estas ventajas fundamentan el
gran progreso que se ha hecho en el entendimiento de 1los
procesos que tienen lugar antes, durante y después de la
fertilizacion (4). Mientras que los estudios en invertebrados
continuan para ser en muchas formas un modelo de seleccidn para
la investigacion, el interés ha naturalmente girado hacia el
conocimiento de la fertilizacidn en los mamiferos.
Desafortunadamente, mientras algunos procesos basicos
invqlucradns en la fertilizacidn de estos dos grupos parecen en
muchas formas similares entre si, en otros procesos existen
disparidades fundamentales que evitan la simple extrapolacion
de resultados.

For la inaccesibilidad a los gametos de los mamiferos
en su medio ambiente natural, muchos investigadores han
enfocado su atencién al estudio de 1la fertilizacion bajo
condiciones in ¥itro. Los primeros ensayos para lograr la
fertilizaciodn de ovulos de mamiferos in vitro, datan de 1878
(Shenk, citado en 4). La evidencia inobjetable de 1la
ocurrencia de la fertilizacion ipn vwitro fue conseguida en
tdvulos de conejo por Chang en 1359 y con ello el estudio de los
mecani1smos de las reacciones que tienen lugar en ella, fue
considerablemente facilitado. ademas se han hecho progresos
adicionales con el uso de medios de cultivo definidos (5).
Asi , algunos factores necesarios para las diversas etapas del

proceso han podido ser identificados. En la actualidad, 1la
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fertilizacidn de los édvulos de mamiferos in vwitrg ha sido
extendida a otras muchas especies tales como el hamster, raton,

rata, cuyo y al ser humano entre otros (6).

Preparacion del espermatozoide de 1los mamiferos para la

fertilizacion

Maduracién del espermatozoide. El espermatozoide
testicular de los mamiferos no tiene la capacidad de penetrar a
los ovulos. Su potencialidad Ffertilizante la va adquiriendo
conforme pasa a traves del epididimo. Este proceso
aparentemente es dnico de los mamiferos y es referido como

maduracion epididimal del espermatozoide (7).

Capacitacidn. Adn después de su maduracion epididimal,
el espermatozoide de 1los mamiferos requiere de una fase
adicional de maduracidn dentro del tracto reproductor femenino,
antes de ser capaz de fertilizar dwvulos (12). Este fendmeno
fue descrito por Chang y por Austin en 1951 de manera
independiente (citado en 4 y 7) y fue referido posteriormente

como capacitacidn (Austin, 1352; citado en 7). Actualmente la

capacitacién se define como los cambios +fisioldgicas vy
estructurales que deben ocurrirle al espermatozoide, para que
¢cste sea capaz de sufrir la reaccién acrosomal (FRA), proceso

necesar 1o para que el espermatozoide pueda fertilizar al gameto

femenino (Z).
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El tiempc vrequerido para que la capacitacién ocurra
varia con las especies. For otra parte, mno hay evidencia de
alguna necesidad ce capacitacion de los espermatozoides de los
invertebrados con fertilizacaidrn externa. En  estos, la RA
pcurre en forma 1nstantanea cuando el espermatozoide hace
ctontacto con la gelatina del cvulo (1). Asi, la capacitacidn
pa~ece ser una adaptacion asociada con la tertilizacion
interna. Es un proceso resversible (15) cuya secuela es la
reaccibn acrosoma.. Las bases moleculares de la capacitacion
no estan bien establecidas pero hay varias lineas de evadencia
aque indican gQue &l procesc de capacitacién involucra entre
ptras . mod:+icaciones moleculares a nivel de la membrana
plasmatica - ure ancremento de la permeabilidad al i1oén calcio,

necesar 1o para la reaccion acrosomal (9).

La reaccion acrosomal. El1 acrosoma del espermatozoide

es un orsaneic gQue cubre la region anterior del nicleo y su

OF 1987 BE | SDEDmal i 0 El espermatozoide capacitado para
coties 4ert 1T ar OELE REerder S. acrosomna, ec decir, sufrir la
reac: .o gcr seomal i 7 10 0 Eete procesc involucra: 1) 1la

formacier de mb i tiples zitios de fusiorn originandose vesiculas

.. tas (=13 ieé  memnLr &vé  Acrosone |l erterna y la mewbrana
Flasmélica QUE & roOes. Eeto procuce a su vez, la Fformacidn
o€ porpeE & trac.eE  oE Tas nmembraras. Esta reaccion es
corsiderade comt un procesc de exocitosice 2) 1la wvesiculacidn

e 8 mEMLt @aTés ermate & ..beraci:2r gel corternido acrosomal,
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compuesto de wuna variedad de enzimas hidroliticas incluyendo
proteinasas, glicosidasas, Yy fosfatasas. Algunas de éstas
pueden ser componentes integrales de 1la membrana acrosomal
interna y actuar como receptores del espermatozoide que se unen
a la zona peldcida del ovulo (11); 3) 1la exposicién de la
membr-ana acrosomal interna del espermatozoide con sus enzimas
asociadas i 4) a nivel del segmento ecuatorial del acrosoma, la
refusién de la membrana plasmatica vy 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 fusion de membranas en
la RA, sin embargo, sus propiedades de reconocimiento cambian

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

La interaccidn del ovulo con el espermatozoide

E1 Ampula del oviducto es el sitio donde ocurre la
fertilizacion 1in yivo, de los ovocitos recientemente ovulados
rodeados en general por las células del cumulus oophorus vy
asoci1adas al fluido folicular (7,12).

Aungue ha sido propuesto que tanto las celulas del
cumulus como el fluido asociado, juegan un papel especifico en
la rapacitacidn del espermatozoide (3), hay ewvidencias
obtenidas en muchas especies, de estudios in vivo e in yitro,
que sugieren que ni los fluidos ni las investimentas del ovulo

son factores esenciales para la aparicién de la reaccion



acrosomal, secuela de la capacitacién (3).

Penetracion de 1la zona peldcida. Una vez que el
espermatozoide ha sufrido la reacccion acrosomal es,
tedricamente, competente para penetrar la zona peldcida. La
zona peldcida de los ovulos de 1los mamiferos es una capa
acelular, relativamente gruesa, compuesta de tres familias de
glicoproteinas: ZIP 1, IP 2 v ZIP 2 (13,14). La especificidad de
especie en la fertilizacidn de ovulos nativos intactos reside
primeramente en la zona peldcida (15). Las evidencias indican,
que la penetracion de 1la zona peltcida es precedida por
interacciones, entre mol écul as de la superficie del
espermatozoide vy receptores especificos para ellos en la zona
peldcida (3). En estas interacciones participan, al menos en
parte, varios residuos de azdcares incluyendo a 1la N-
acetilglucosamina vy a la fucosa (20). Alguros espermatozoides.
como los del cuyo y el del hombre, nunca se unen o penetran la

zona peldcida de ovulos heterdlogos (7,132).

La fusion de las membranas plasmaticas de los gametos y
la incorporacion del espermatozoide al évulo. Bajo condiciones
naturales el espermatozoide Qque se fusiona con la membr ana
plasmatica del dvulo sufrid la reaccidn acrosomal antes de la
penetracidn de 1la zona peldcida. Ademas todas las evidencias
experimentales in vitro demuestran que solo aquellos

espermatozoides que expresan la reaccién acrosomal son capaces
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de fertilizar a los ovulos liberados de 1la zona (6,7.,10,15).
Los mecanismos por los cuales la reaccién acrosomal hace
capaces a los espermatozoides para fusionarse con la membrana
plasmatica de 1los ovocitos son desconocidos. Lo que parece
cierto es, que la membrana plasmatica del segmento ecuatorial vy
de la regidn postacrosomal del espermatozoide cambian
radicalmente, como resultado de 1la RA. Se ha observado que
emer gen zonas libres de particulas en la membrana plasmatica
sobre estas regioneg (8). La formacion de estas areas libres
de particulas posiblemente permita a la membrana del

espermatozoide fusionarse con el oolema (10,15).

Los ovulos de los mamiferos estan cubiertos por
numerosas microvellosidades excepto en la region que cubre el
huso meidtico y la fusion del espermatozoide raramente ocurre
aqui (2).

El contacto inicial évulo-espermatozoide involucra una
asociacion entre las microvellosidades y la cabeza del
espermatozoide (21). La identificacidn de la region especifica
de la cabeza espermatica donde la fusieon con el ovulo es
iniciada, ha sido tema de discusiéon sin tener hasta ahora
resul tados definitivos. Algunos estudios estructurales
tempranos sugieren que la regidn postacrosomal es el sitio en
cuestién () mientras que Bedford (8) sugiere al segmento
ecuatorial. El1 hecho de que la mayoria. sino es que todos, los

espermatozolides que atraviesan la zona pelducida 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
fusidtn con el ovulo. Otros autores sugieren. que ambas
regiones son capaces de participar en el re_snocimiento del
ovulo, dependiendo de especies y circunctancias.

Una vez que la fusidin s& inicia, la incorporacion
completa dul espermatoziode procede bastante rapido vy, al menos
en el raton, en poco tiempo (diez minutos) la cabeza del
espermatozoide se encuentra en el citoplasma del ovulo. EIL
flagelo es incorporado en un periodo de varias horas
(3,7,8,13). En la incorporacion del espermatozoide participan

las microvellosidades del ovulo (1S).

Bloqueo de la polispermia. La fusidn del espermatozoide
fertilizante con 1la membrana del éwvulo dispara en éste una
compleja serie de respuestas, las cuales incluyen entre otras.

a la reaccidn cortical. Esta consiste en la exocitosis de lus

granulos corticales adosados a la cara interna di la  mesbrana
plasmatica del ovulo. Su contenido es descaragado ! @spacio
perivitelino siguiendo a la fusidn entre las membranas de los

granulos vy del ovulo. Las interacciones que ocurren entre el

material de los granulos corticales y la zona pelucida y/o la
membrana plasmatica del ovulo son importantes en la prevencidn
de la polispermia (16,17). Como consecuencle d8 la reaccidn

cortical se originan cambios en la zona pelucida., los cuales se

denominan en conjunto como reaccion de la zona  1%5). La zona
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peldcida puede volverse impermeable a mas espermatozoides
ademas de endurecerse y/o volverse mas resistente a agentes
liticos. Se sugiere que el primer cambio es debido a la accidn
de una enzima tipo tripsina, y el dltimo a la accién de una
ovoperoxidasa, las cuales son liberadas de 1los granulos
corticales. FPor otra parte, se ha demostrado que alteraciones
en la membrana plasmatica del ovulo, como cambios en sus
propiedades electricas, pueden evitar la fusion de
espermatozoides adicionales; Yy que dichas alteraciones pueden
ser el resultado de la accion del material de 1los granulos
corticales.

El grado de polispermia estd relacionada a la
concentracidn de espermatozoides y refleja maltiples fusiones
sincronicas (3). Uno de los mecanismos que se ha sugerido para
la entrada del espermatozoide a través de la zona peldcida es
la hidrdlisis enzimatica de la zona por una enzima (acrosina)
que lleva wunida el espermatozoide con RA en la membrana
acrosomal interna. Este agente litico es referido como lisina
de la =zona (153). Al parecer la movilidad hiperactivada del
espermatozoide que ha sufrido la RA también es un factor

determinante en la penetracion de la zona peldcida (7,18).

La descondensacién del nacleo espermatico, la formacidn
de los prondcleos y la singamia. Previo a la descondensacion de
la cabeza espermatica ocurre el rompimiento de su envoltura.

La descondensaciéon de 1la cromatina espermdtica, altamente
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empaquetada, involucra 1la ruptura de puentes disulfuro de sus
proteinas. En el hamster, Yanagimachi (7) ha reportado que la
descondensacion de la cabeza del espermatozoide puede ser
detectada, 30 a 40 minutos después del contacto inicial entre
los gametos. El1 flagelo y sus componentes se desintegran
posteriormente en el citoplasma del dévulo.

Los puntos finales de mayor control durante la
fertilizacidn involucran 1la completa descondensacion de la
cromatina de ambos gameto§ y la Fformaciéon de 1los prondcleos
respectivos. 8Sin estos eventos, la unidn final de los genomas,
de ambas ceélulas, no ocurre. E1 control de 1la formacion
pronuclear es poco comprendido, aunque no parece ser especifico
de especies: al menos en algunos casos, la penetracion
heteroespecifica es proseguida hasta 1la formacion de los
pronticleos (15).

Los estadios iniciales de 1la formacion pronuclear
pcurren en la regidtn cortical del dvulo. El prondcleo
espermatico en desarrollo con frecuencia forma una
protuberancia en 1la periferia del 6vulo. Inicialmente, el
pronticieo del 6vulo esta también localizado en 1la periferia,
debido a la reciente terminacidén de 1la segunda division
meidtica y 1la extrusion del segundo cuerpo polar. Ambos
prontcleos gradualmente migran hacia el centro del ovulo donde,
justo antes de la primera division mitotica, las envolturas de
los prondcleos se rompen y la cromatina derivada del ovulo se

mezcla con la del espermatozoide. Con esta unioén, denominada
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"singamia", el espermatozoide completa su tarea y el proceso

entero de la fertilizacion finaliza.
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ANTECEDENTES

El idon calcio y 1la calmodulina

El i6n calcio desencadena procesos bioldgicos tan
diversos como la contraccion muscular, 1la secrecén hormonal
(28), la maduracion de las celulas y participa la divisidn
mitotica y meiodtica (22); 1la endo y exocitosis y la movilidad
de cilios vy flagelos (48). Este ion se cuenta entre los
segundos mensajeros en las celulas de los seres vivos (22).

Estd bien establecido que el ién calcio se ve
involucrado en varios procesos relativos a la fertilizacion
(23-26). Asi, regqula 1la movilidad de 1os espermatozoides
(23,48). En 1la induccion de 1la reaccion acrosomal, su
participacién es indispensable (24). Yanagimachi y otros
investigadores han demostrado que el calcio es necesario para
la penetracidn del espermatozoide a través de la zona peldcida
(29). También se ha comunicado que durante la interaccion de
los gametos para su fusidn y en la penetracidn del ovulo por el
espermatozoide, la presencia del calcio en el medio de
incubacién, es un requisito (23,25,26). Por otra parte, en
sistemas de fertilizacidn in vitro se ha observado que en
ausencia de calcio aunque no se lleva a cabo la penetraciodn de

los 6vulos libres de la zona peldcida, por espermatozoides con
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reaccion acrosomal, si ocurre una unidn, no necesariamente la
fusion, entre los gametos (23,29,59).

El ion calcio por si mismo es inactivo, para lograr su
actividad las células han desarrollado un elaborado sistema de
proteinas especializadas en unirse al calcio, para regular 1la
concentracion 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 funcidn de su concentracidn en las células (22). La
calmodulina es una pequefla proteina (16,730 daltons) ubicua,
acidica (pl 3.89-4.3), termoestable cuya secuencia de
aminodcidos se ha conservado casi perfectamente a través de 1la
evolucion (23,27,28,30).

La calmodulina como proteina receptora de calcio tiene
la propiedad de unir 4 iones calcio y formar un complejo, que
resulta en un cambio conformacional de la calmodulina. EI1
complejo calcio-calmodulina activa a wuna gran variedad de
enzimas como a las cinasas fosforilasas, varias proteinas
cinasas y fosfatasas de proteinas: a la ATPasa-Ca-Mg, adenilato
ciclasa, fosfodiesterasa de nuledtidos ciclicos y otras mas
(230,31). La amplia distribucidn filogenetica de la calmodulina
aunado a la diversidad de enzimas reguladas por el complejo
calcio-calmodulina, han permitido proponer a esta proteina como
el primer modulador de las acciones de las seftales del calcio
(31).

Ha sido sugerida la participacion de la calmodulina
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como un factor acoplante de 1la acciédn del calcio, en los
eventos relativos a 1la fertilizacion (reaccion acrosomal,
fusidn de los gametos, etc.).

En el espermatozoide, aislado de una gran variedad de
especies (del hombre, conejo, hamster, gallo y erizo de mar
(32), se ha determinado la existencia de calmodulina (38,43).
Por técnicas inmunocitoquimicas 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 parece estar
concentrada en el acrosoma (32); el 994 de la actividad de
calmodulina se presentd asociada a la cabeza del espermatozoide
del erizo de mar (32).

La calmodulina se localiza en las siguientes regiones
espermaticas: en el acrosoma (32,33,43,65), en una banda en la
porcidn posterior del segmento ecuatorial (32,33,50,58) en la
punta del flagelo (49) y en la union de este con la cabeza
(439,65). Ademas, evidencias recientes indican que el
espermatozoide tiene 1localizada calmodulina en la regidon
postacrosomal (24,58). El1 espermatozoide que ha sufrido la
reaccion acrosomal, no presenta calmodulina en la regidn de la
cabeza que perdid el acrosoma, las otras regiones del
espermatozoide si la conservan, tales como la regidon posterior
del segmento ecuatorial, 1la region postacrosomal y la pieza
media (34,65).

La participacion de 1la calmodulina en 1la reaccion

acrosomal, proceso dependiente de calcio, ha sido sugerida por
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la inhibicidn que ocurre, de esta reaccién, cuando los
espermatozoides son tratados con drogas antagonistas de la
calmodulina, como son la trifluoroperazina, W-5 y W-7, (30,35~
37,52,60) y por la presencia de calmodulina en el acrosoma.
Por otra parte, 1la localizacidn de calmodulina cerca de 1la
region posterior del segmento ecuatorial y la zona
postacrosomal, sitios de reconocimiento del évulo, sugiere un
papel potencial para 1la calmodulina en 1la fusion odvulo-
espermatozoide (32,34,53,58), proceso dependiente de calcio.

También hay evidencias que establecen la presencia de
calmodulina en 1los ovulos de diferentes especies: de 1la
estrella de mar (40,55), erizo (38,39,54), anfibios (46) vy
mamiferos (44,45) entre otras (47,56).

En algunos estudios se han valorado los niveles de
calmodulina en los ovulos antes, también durante y después (42)
de que han sido fertilizados. Asi mismo se ha determinado 1la
activacieén de algunas enzimas con posible funcidon en 1la
maduracion del ovulo y en la fertilizacidon. Por ejemplo, la
fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos (45), 1la cual se
comprob® que en los ovulos del raton tiene un papel importante
en la reanudacion de la meiosis. Por otra parte, 1a NAD cinasa
(43), proteina dependiente de calmodulina se mostrd que es
activada una vez que el owvulo ha sido fertilizado. Ambas
enzimas fueron inhibidas por drogas antagonistas de 1la
calmodulina (42,47), en presencia de calcio, 1o cual hace

pensar su dependencia del complejo calcio—-calmodulina. FPor
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otra parte, se ha demostrado que la calmodulina esta presente
entre la cara interna de la membrana plasmatica y l1a membrana
de los granulos corticales del ovulo del erizo de mar (41), vy
se ha determinado que esta involucrada en el proceso de
exocitosis de 1los granulos, confiriéndole a la célula
sensibilidad al calcio.

La calmodulina ha sido implicada en la regulacion del
rompimiento de la vesicula germinal de los ovulos en la profase
de 1a meiosis (54,57). Adicionalmente, 1la calmodulina ha sido
involucrada en e! control de la activacion de los ovulos del
erizo de mar y de los anélidos (54,56,61), al ser fertilizados.
En el caso de los édvulos del erizo, la activacidn del évulo ha
sido valorada por la exocitosis cortical; mientras que en los
de los anélidos, el criterio para la activacion del ovulo fue
el 1inicio de contracciones ameboideas caracteristicas (54,61).
En adicidn, también ha sido reportado, en ovulos de los
anfibios, que la inyeccién del complejo calcio—-calmodulina
libera a 1os 6vulos del bloqueo en la profase I de la meiosis vy
por tanto se considerd, que en los ovulos de estas especies la
calmodulina puede ser el receptor del calcio intracelular,
involucrado en la activacidn del dwvulo, en respuesta a 1la
transduccidn del mensaje hormonal (40,41,44-47,63).

Aungque se ha determinado la presencia de calmodulina en
ovulos de diferentes especies y se ha detectado la presencia de
CaM en 1los granulos corticales de cortezas aisladas de ovulos

de erizo de mar, en la actualidad no existe evidencia alguna
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que establezca 1la localizacion de esta proteina en el gameto
femenino intacto, ni durante su interaccidn y fusion con el

espermatozoide, en la fertilizacién.

De acuerdo a los antecedentes mencionados, se plantearon los

siguientes objetivos:

1.- Confirmar la localizacidn, descrita, de la calmodulina en
los espermatozoides con reaccion acrosomal, vy determinar si se

mantiene estable.

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 calmodul ina
tanto del espermatozoide, como de 1la calmodulina externa del
ovocito (si se presentara), o el de la calmodulina en ambos
gametos, sobre 1la capacidad de interaccion, fusion vy, o

en la fertilizacidn.

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

en ambos gametos, durante la fertilizacion.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Los reactivos que se utilizaron para la realizacidon de
este trabajo fueron de grado analitico y de las siguientes
casas comerciales: NaCl, NaZHPO4, CaCl2, NaHCO3, KCl, MgCl2, de
JaTa Baker de México: acetona, cloroformo vy cloruro de amonio,
de Merk: Tritén X-100 de BDH Chemical Ltd., USA; piruvato de
sodio, Acido lactico, albdmina, sigmacote, aceite de parafina,
acido citrico, glicerol, paraformaldehido, la hormona
gonadotropina coridnica de orina de mujer embarazada, las
enzimas: hialuronidasa vy tripsina; el inhibidor de tripsina, el
reactivo fluorescente de Hoechst 33258, 1la trifluoroperazina,
el EGTA. de Sigma Chemical Co., USA. La hormona gonadotropina
coriétnica de suero de yegua preffada (Folligon) de los
laboratorios Intervet de Mexico.

Los anticuerpos anticalmodulina, las Ig9Gs de suero
preinmune de borrego e IgGs de conejo antiborrego, fueron
donadas por el bidlogo Enrique Hernandez y el suero normal de

conejo por la Maestra en Ciencias Leticia Moreno Fierros
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(producidos en el laboratorio de la doctora Adela Majica). E1
anticuerpo de conejo antiborrego acoplado a fluoresceina, fue

obtenido de los laboratorios Cappel, USA.

Obtencidn de los espermatozoides

Fara 1la obtencidn de los espermatozoides se siquid la
técnica de Mdjica y Valdes-Ruiz (66). Basicamente consiste en:
la extraccion de los conducto deferentes de cuyos (cavia sp)
adultos sanos, de un peso mayor de 600 g., los cuales fueron
sacrificados por dislocacidn cervical. A través de una
incision abdominal, se localizaron a los testiculos, los cuales
se extrajeron unidos al epididimo y a los conductos deferentes.
Del 1lumen de los conductos deferentes disecados, se vaciaron
los espermatozoides mediante la inyeccidn de 2 ml de solucidn
de NaCl (0.154 M) precalentada a 37 C. El producto de cada

conducto se recibid en un tubo por separado.

Seleccion de las muestras y lavado de los espermatozoides

FPara la seleccidn de las muestras se tomd una pequefia
gota, de cada una de las suspensiones celulares y se las
observé al microscopio de 1luz (Carl Zeiss, Mod. Docuval:
Germany). Solo se utilizaron muestras con caracteristicas

adecuadas: con una concentracién celular vy movilidad buenas;
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con escaso porcentaje de espermatozoides inméviles (muertos) y
una baja contaminacion (< 1%) de otro tipo celular, en general
leucocitos. FPara el 1lavado de 1los espermatozoides, las
muestras cseleccionadas se centrifugaron ¥ los paquetes
celulares se resuspendieron en NaCl (1 ml de NaCl/paquete
celular), se centrifugaron a 2500 rpm durante 4 minutos, el

lavado se repitid una vez mas.

Cuantificacion de los espermatozoides

En la suspension celular, para el segundo lavado, las
muestras se reunieron y de ella se extrajeron 50 microlitros
que se diluyeron con 1 ml de triton X-100 al 0.1 % (p/v) en PES
(NaZHPD4 S.7 wmwmM, NaCl 132 mM, KH2P04 4.2 mM, pH 7.2). La
mezcla se agitd en véortex por 30 segundos y el conteo celular
se realizéd en una camara de Neubauer, para determinar la

concentracidn de espermatozoides.

Incubacidn para la capacitaciotn de los espermatozoides

Los espermatozoides fueron incubados en 1la solucion
capacitante, 1llamada wmedio minimo de cultivo modificado (66)
MCM—-FPL (NaCl 105.08 mM, CaCl2-2H20 1.735 mM, NaHCO3 25.07 mM,
KC1 2.8 mM., piruvato de sodio 0.25 mM, acido lactico 20 mM, pH
7.8). La incubacién se realizdé a una concentracién de 35

millones de células por mililitro de medio y durante el tiempo
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necesario hasta obser-var: espermatozoides con reaccion
acrosomal, que fue tomada como criterio de la capacitacion.
Estas muestras con reaccion acrosomal fueron utilizadas para la

inseminacion de los ovulos.

Superovulaciéon del hamstqr

Para la obtencion de wun gran ndmero de dvulos, se
indujo la superovulacion por tratamiento hormonal, en hembras
virgenes de hamster de 4 a 5 semanas de nacidas (Mesocricetus
auratus). El1 esquema de tratamiento hormonal :Dnsistia: de una
primera inyeccidn subcutanea, de 50 UI de gonadotropina
corionica de suero de yegua preflada (PMS56G) para inducir el
desarrollo y maduracidn de un namero mayor de foliculos y, 56
horas después de la inyeccién de la primera hormona, se le
administrd al animal, por la misma via, 50 Ul de gonadotropina
coriodnica de orina de.wmujer embarazada (hGC), que induce a 1la
ovulacion, a los foliculos que alcanzaron la maduracion. Entre
20 vy 22 horas después de la segunda inyeccitn se sacrificod al

animal bajo anestesia con cloroformo.
Obtencidn de los ovulos del hamster
Los &vulos se extrajeron del ampula del oviducto. Para

elle, el animal fue colocado en posicidn dorsal sobre la mesa y

se le practicéd una incision en el mbsculo cutaneo, a traves de
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ella se localizaron a los ovarios, que se extrajeron unidos al
oviducto y al dtero. El1 explante se limpid del exceso de grasa
y se colocd en una caja de Petri que contenia MCM-PLA mas K,
medio suplementado con albamina {6 mg./ml de MCM-PL)
precalentado a 37 C. En seguida, el explante se colocd en un
portaobjetos con medio y se procedid a localizar el ampula del
oviducto bajo el microscopio estereoscopico (Stereo Star ZOOM
de A0 Scientific Instruments). E1 Ampula del oviducto se
observa como la regidn mas hinchada, irrigada y transparente
del oviducto. Con unas agujas se pinchd el ampula del oviducto
para permitir la salida de una masa densa que es expulsada por
la presion interna. La masa nebulosa estd constituida por los
ovulos, 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 fina,
y colocados en una pequefia gota de MCM-PLA mas K contenida =n
un portaobjetos excavado. Previamente las pipetas y los
portaob jetos se siliconizaron con Sigmacote y se enjuagaron

exhaustivamente.

Cuando los ovulos se utilizaron para la
inmunolocalizacion de la calmodulina, se trabajaron a
temperatura ambiente o a 37 C. Para los ensayos de

fertilizacion los ovocitos estuvieron todo el tiempo a 37 C.
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Liberacion de los ovulos de sus envolturas

Los ovulos se sometieron a un tratamiento en:_matico
para liberarlos de las envolturas que los rodean. Primero, se
incubaron durante 3 minutos con hialuronidasa al 0.15% (en MCH-
PLA mas K), enzima que actda sobre el acido hialurdnico, que
une a las células del cumulus, provocando su disgregacion. En
sequida, los ovocitos con zona peldcida se transfirieron varias
veces (3 © 4) a gotas consecutivas de MCM-PLA mas K, para
eliminar los residuos de enzima ¥y las células restantes del
cumulus. Cuando se juzqd conveniente, algunos ovulos con zona
peldcida se fijaron en paraformaldehido al 4% en DPBS (NaCl 8.0
g., KC1 0.2 g., KH2PO4 0.2 g., MgC12-6H20 0O.1g9., CaCl2 0.1 g.,
NazZHPO4 1.15 g., PpPH 7.4). Los ovulos separados de la primera
capa y lavados, se sometieron a un tratamiento con tripsina al
0.1%Z (en MCM-PLA mas K) por aproximadamente 1 minuto, para
disolver a la 2zona peldcida. Durante este tratamiento las
celulas se observaron continuamente, e inmediatamente después
de gque la zona peldcida se disolvid, fueron transferidos a una
nueva gota de MCM-FLA mas K, que contenia inhibidor de tripsina
al 0.1% en MCM-PLA.

Los ovulos libres de sus envolturas se transfirieron 5
veces consecutivas a MCM-PLA mas K limpio, para eliminar a 1la
tripsina y, al inhibidor de tripsina.

En algunos experimentos los ovulos fueron liberados de
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la zona peldcida mecanicamente, con la ayuda de una pipeta
Pasteur alargada, cuyo diametro (aprox. 100 micras), era menor

al del ovulo con zona peldcida.

Fertilizacién heterdloga in vitro

Para la preparacion de espermatozoides con reaccion
acrosomal, las células se incubaron en el medio MCM-PL,
suplementedo con potasio (2.8 mM) hasta que en la suspension se
observaron, al microscopio de luz, espermatozoides carentes de
acrosoma y con movimiento hiperactivado, en un 10% de la
poblacién total. En segquida, se tomaron 10 microlitros de 1la
suspension de espermatozoides y se adicionaron a los ovulos sin
zona peldcida, mantenidos en MCM-PLA mas K, bajo aceite de
parafina, a 37 C en atmosfera de 5% CO2-aire, en una incubadora
(Imperial I1I, Lab-1ine Inc. Ill.). Los ovulos inseminados se

regresaron a la incubadora, donde se mantuvieron por los

periodos de tiempo seleccionados (15 minutos, 2,3,4 y 17
horas). Excepto en las interacciones de 15 min, una hora
después de iniciada la inseminacidén, 1los dvulos se lavaron 3
veces en MCM-PLA mas K , para eliminar el exceso de

espermatozoides y a aquellos que no se hubieran unido
fuertemente y se continud la incubacidn. Al término de eésta,
los 6dvulos se lavaron nuevamente 3 © 4 veces en MCM-PLA mas K,

antes de ser observados.



Valoracion de la fertilizacidn heterdloga

La wvaloracién en ovulos vivos. La fertilizacién en
estos se determind por microscopia de contraste de fases (Zeiss
universal) utilizando un objetivo 40X. La fertilizacién se
considerd positiva cuando en el citoplasma del gameto femenino

se observaron ndcleos espermaticos.

La valoracidn en ovulos fijados. En los ovulos fijados
la fertilizacién € se determind mediante su tincién con el
reactivo de Hoechst 33258, fluorocromo que reacciona
especificamente con 21 DNA nuclear.

FPara la tincion, las ceélulas $1ijadas en
paraformaldehido (4%) en DPBS, se lavaron y permeabilizaron
como se describira para la inmunotincioén de calmodulina. "Los
ovulos permeabilizados se incubaron en SO microlitros del
reactivo de Hoechst (1-10 microgramos de Hoechst/ml de DFES)
durante 10 min, en atmosfera hdameda a temperatura ambiente. Al
termino de la incubacién los gametos se lavaron
exhaustivamente, en agua bidestilada, por transferencia a
varias gotas sucesivas.

Para la valoracion de la fertilizacion, las celulas se
depositaron en un portaocbjetos, que contenia 15 microlitros de
una soluciodn de citrato-fosfato (acido citrico 0.1 M y NaZHPO4
0.2 M, pH 5.5). La observacién se realizd en un microscopio

Zeiss universal equipado con iluminacion de epifluorescencia.
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El reactivo de Hoechst fluoresce a 365 nm, se utilizéd un filtro
de excitacion ultravioleta. Los évulos fertilizados mostraban
ndcleos espermaticos brillantes intactos o en descondensacién.
Las fotografias se tomaron utilizando una pelicula Tri X-pan

ASA 400.

Tratamiento de los gametos con trifluoroperazina ( TFP )

Los espermatozoides se obtuvieron y capacitaron,
siguiendo la metodologia anteriormente descrita y 1los ovulos
fueron liberados de la zona peldacida con tripsina. Previo a la
mezcla de 1los gametos, para su interaccion, éstos se
preincubaron por separado en MCM-PLA mas K, adicionado de
trifluoroperazina (1 &6 10 micromolar, concentraciones finales),
a 37 C durante 10 min. En segquida, las celulas sin lavar se
mezclaron, diez microlitros de la suspension de espermatozoides
se adicionaron a los ovulos. Los ovulos inseminados se
incubaron, bajo las condiciones ya descritas, durante 15 - 17
horas. Al final de la incubacidn, 1los huevos se lavaron por
transferencia a MCM-FLA mas K, y se observaron en el
microscopio de contraste de fases, para hacer la valoracion de
la fertilizacion. Un control, de gametos sin tratamiento, fue

corrido paralelamente, con cada experimento.
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Tratamiento de los ovulos con anticuerpos anticalmodulina o con

inmunoglobulinas G de suero de borrego, no inmune

Los ovulos se incubaron a 37 C durante 60 minutos en el
medio MCM-PLA mas K, que contenia: a) 1los anticuerpos
anticalmodulina diluidos 1:4 en el medio MCM-PLA mas K, b) las
IgGs de suero de borrego no inmune (diluidas 1:10 en PBS) en 40
microlitros de MCM-FPLA mas K, vy c) en el medio MCM-PLA mas K,
sin ninguna adicion.

Para la inseminacion, cada lote diferente de bvulos fue
affadido de 10 microlitros de la suspension de espermatozoides
con reaccion acrosomal ¥y la incubaciodn se continud durante 15—
17 horas, bajo las condiciones anteriormente descritas. La
valoracion de la fertilizacion se realizd por microscopia de

contraste de fases.

Tr-atamiento de los gametos con EGTA

Espermatozoides capacitados y con reaccion acrosomal y
6vulos carentes de zona peldcida, por tratamiento con tripsina,
fueron tratados por separado con 17 mM de EGTA, durante 10
minutos y luego mezclados para que interaccionaran. La mezcla
de gametos se incubd durante 2 o 3 horas, bajo las condiciones
ya mencionadas. Al término de la incubacion, las células se

lavaron por transferencia a MCM-PLA mas K (cuatro veces). En
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ellas se valord la fertilizacidn por microscopia de contraste

de fases.

Inmunolocalizacién de la calmodulina en los gametos

Para localizar la calmodulina en los gametos se utilize
la tecnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI). Como primer
anticuerpo, se usd un anticuerpo policlonal anticalmodulina,
producido en borrego por inmunizacién con calmodulina
purificada de testiculo de bovino. Como segundo anticuerpo se
utilizaron IgGs de conejo antiborrego, acopladas a

fluoresceina.

Deteccidn de la calmodulina (IFI) en los

espermatozoides

A diferentes tiempos de iniciada la incubacion en el
medio MCM-PL, se tomaron muestras alicuotas (0.3 ml) de la
suspension de espermatozoides y se fijaron (minimo 1 hora), por
la adicidn de 0.6 ml de paraformaldehido al 4% en DPBS. Como
control de espermatozoides no capacitados, también se fijo una
alicuota de 0.3 ml de ceélulas suspendidas en NaCl
inmediatamente después de la obtencion de los gametos. Despues
de la fijacion, las celulas fueron sometidas a 4 lavados por
centrifugacion 2500 rpm durante 4 minutos. Los residuos de

paraformaldehido se neutralizaron por tratamiento de las
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células (10 min), en una soluciédn de NH4Cl 0.05 M en DPBS. Los
gametos se lavaron nuevamente en DPBS, 3-4 veces, como se
indico. Para la permeabilizacion, el paquete de
espermatozoides se resuspendid en acetona fria (=20 C) durante
7 minutos, incluida la centrifugaciétn . La acetona se desecho
Y los paquetes celulares se lavaron en DPBS, 3 veces. Después
del dltimo lavado, cada muestra fue tratada por 1 hora en una
spolucion de albémina sérica bovina, fraccion V (1 mg /ml de
DPBS), a 37 c, para bloquear 1los sitios antigénicos
inespecificos. La muestra se centrifugo, se desechd el
sobrenadante y las celulas sin lavar fueron tratadas con el
anticuerpo anticalmodulina, durante una hora a 37 C, o toda la
noche a 4 C. El1 anticuerpo se afladi® diluido 1:4 en DPBS. Las
celulas se lavaron, 3-4 veces por centrifugacion. Los paquetes
celulares fueron incubados por 1 hora a 37 C con el segundo
anticuerpo, diluido 1:5 en DPBS, por 1 hora a 37 C. Las
muestras se centrifugaron, el sobrenadante fue desechado y las
células se lavaron 3-4 veces en DPBS. Las pastillas se
resuspendieron en 0.1 ml de agua bidestilada. De esta
suspension se tomaron 10 microlitros y se colocaron sobre un
portaobjetos que contenia 15 microlitros de una soluciéon de
glicerol- PBS (9:1) pH 8.5. Sobre 1l1la gota se coloco un
cubreob jetos Yy se sellaron sus extremos con barniz
transparente.

Los controles se hicieron omitiendo, del tratamiento,

la incubacioén con el anticuerpo anticalmodulina.



30
Las ceélulas se examinaron en un microscopio Zeiss

equipado con iluminacidn de epifluorescencia.

Detecciodn de la calmodulina (IFI) en los dvulos

La inmunodeteccion de calmodulina se realizd en ovulos
sin zona pelocida asi como en ovulos a los que no les fue
retirada la zona. Algunas muestras se fijaron, otras se
fijaron y permeabilizaron y otras, sin fijacion, fueron
inmunotefiidas, es decir ovulos vivos. Las células se manejaron
en suspension, en pequefios voldmenes de solucion contenida en
la excavacion de un portaob jetos.

Los dvulos se fijaron por tratamiento en
paraformaldehido al 4% en DPBS, durante 12 horas minimo. Las
muestras fijadas fueron sometidas a 4 lavados en DPBS, filtrado
por Millipore. El lavado del fijador se efectud por
transferencias sucesivas de los ovulos, mediante una pipeta
Pasteur de punta alargada. El1 paraformaldehido residual se
neutralizé, por tratamiento, durante 10 min con una solucion de
NH4C1 0.05 M en DPBRS. En segquida, 1los gametos se lavaron 3
veces en la solucion de DFBS. Todo el tratamiento anterior se
omitid cuando los ovulos no fueron fijados. Para la
permeabilizacidn de los évulos, éstos fueron tratados durante 7
minutos exactos con acetona fria, a -20 C. De inmediato los
tvulos se lavaron 3 veces en DPBS. Previo a la inmunotincion,

todas las preparaciones recibieron el tratamiento para el
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bloqueo de determinantes antigénicos inespecificos. Para ello,
los ovulos se transfirieron a DPBS con albdmina (1 mg/ml de
DPBS) y se incubaron por 1 hora a 37 C, en camara htmeda. Para
la inmunotincion, los ovulos después del tratamiento con la
albdmina, sin lavar fueron transferidos a otro portaobjetos,
que contenia al anticuerpo anticalmodulina (diluido en 3
volamenes de DPBS, y se dejaron interaccionar por 1 hora a 37 C
o por 15 horas a 4 C, en camara hameda. Las células se lavaron
3 veces en DPBS. Se les affadid el segqundo anticuerpo diluido
1:5 en DPBS, y se incubaron 1 hora a 37 C, en camara hdmeda.
Las células se lavaron 4 veces en DPBS y se montaron entre
porta v cubre suspendidos en 15 microlitros de glicerol.

Los controles se hicieron omitiendo, del tratamiento,
la incubacién con el anticuerpo anticalmodulina.

Las celulas se examinaron en un microscopio Ieiss
equipado con iluminacion de epifluorescencia.

En sequida se seffalan algunas diferencias en el proceso
de deteccién por IFI de CaM en los ovulos vivos (células que rno
se fijaron ni se permeabilizaron): 1) se utilizé MCHM-PLA mas K
en lugar del DPBS, 2) un control adicional fue incluido, en el
cual el anticuerpo anticalmodulina fue substituido por I1g9Gs de
suero de borrego preinmune (1:10), y 3) las muestras se
observaron sin cubreobjetos. Quince horas después de 1la
inmunotincién se realizé 1la observacitn de estas celulas,

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

El bloqueo de sitios antigénicos no especificos para el

anticuerpo anticalmodulina

En la deteccion de calmodulina en los dvulos por la técnica
de inmunofluorescencia indirecta (IFI), el control obligado, la
tincion sdlo con el segundo anticuerpo acoplado a fluoresceina,
did positivo (Fig. la).

Para evitar 1la unidn inespecifica del segundo
anticuerpo se ensayaron 3 tratamientos de bloqueo. Tanto el
bloqueo con albdmina sérica de bovino, o con sueroc normal de
conejo, asi como con IgGs de conejo anti IgGs de borrego, evito
la fluorescencia inespecifica en las muestras, al ser tratadas
con sotlo el sequndo anticuerpo (Fig. 1b). En los experimentos
que se describen a continuacion utilizamos la albdmina, para el
bloqueo. Su seleccitn fue en razon de su capacidad para
bloquear y su accesibilidad.

Para la inmunolocalizaciéon de 1la calmodulina en los
espermatozoides del cuyo, también se encontro la albdamina

apropiada para el bloqueo de los sitios inespecificos.



Fig. 1. Bloqueo de sitios antigénicos no especificos para el
anticuerpo anticalmodulina. a) Ovule no fertilizado teflfido por
IFI, en ®l proceso s@ omitid @1 bloqueo y el tratamiento con el
primer anticuerpe (IgGs antiCaM) y sélo fue tratado con =l
segundo anticuerpo (acoplado a fluoresceinal), b)) Los ovules
fueron blogqueados con albdmina como se indica en Motodos vy
teffidos por IFI con sdlo @1 segundo anticuerpo.
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Localizacion de la calmodulina en los ovulos sin zona peldcida,

o desnudos

A los ovulos que fueron liberados de la zona peldcida
(ZF) por tratamiento enzimadtico, se les denominara ovulos DTrip
y a los que 1lo fueron por tratamiento mecanico, de aquil en
adelante 1los referiremos como ovulos DMec. Previo a 1la
inmunotincion de ambos grupos de évulos, éstos fueron fijados,
permeabilizados v bloqueados con albdmina (véase Métodos).

A) Preparaciones de ovulos (DTrip). Notamos que 1la
cantidad de calmodulina y su distribucidn era dependiente del
tamafio del ovulo.

Los évulos pequefios, de 67 a B84 micras de diametro,
mostraron fluorescencia ténue difusa y en algunas regiones mas
localizada, como parches (Fig. 2a y b).

Los ovulos con un diametro intermedio, de 92 a 100
micras, mostraron un alto contenido de calmodulina (Fig 2c—f),
la fluorescencia fue intensa en toda la ceélula. Se la detecto
concentrada bordeando 1la region en la que se libero el primer
cuerpo polar (Fig. 2c) El cuerpo polar mismo mostrd 1la mayor
fluorescencia (Fig. 2d). Ademds, se observd un entramado
rugoso desorganizado cuya localizacion especifica (intra o
extracelular’) no pudo ser definida (Fig. 2e). Por otra parte
tambier se presentaron regiones, <n los ovulos, en las que la

concentracitn de calmodulina era menor (Fig. 2f). En algunas



Fig. 2. Distribucién de calmodulina en dvules no fertilizados,
liberados de la zona peldcida con tripsina. La CaM se detecta
por IFI. a) y b) Ovulos de diametre pequefic (67-84 micras)
muestran poca calmodulina y una distribucion difusa de la
misma. c) a f) Ovulos de diametro intermedio (92-100 micras).
La concentracién de CaM en éstos &s mayor, la fluorescencia s
intensa en toda la celula. ¢) La flecha seffala el sitio de
liberacien del cuerpo polar, donde CaM se cbserva concentrada
bordeando la region. d) La flecha seffala al cuerpo paelar. &) y
) Estos ovulos muestran a la CaM distribuida formando un
entramado con puntos finos y gruesos.
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ceélulas, la calmodulina se observd en forma de punteado, tanto
fino como grueso (Fig. 2e). El nidmero de células examinadas fue
de 215.

B) Preparaciones de ovulos (DMec). Sdélo se tiene
registro de ovulos cuyo diametro iba de 100 a 142 micras.
Estas ceélulas mostraron un menor contenido de calmodulina,
fluorescencia menos intensa y mas estructurada (Fig. 3a-c), que
la mostrada por los ovulos DTrip de didmetro similar. Sin
embargo, la fluorescencia en la periferia fue mas intensa en
los bdvulos liberados de la zona peldcida de manera mecanica.
La fluorescencia bordeaba la periferia de la célula como un
punteado grueso, que producia a tramos una fluorescencia
continua (Fig. 3a y b). Es importante mencionar que no todos
los ovulos DMec presentaron fluorescencia en el cuerpo polar
(Fig. 3a), en otros fue aparente (Fig. 3b). EIl sitio de
liberacion del primer cuerpo polar también mostré fluorescencia
intensa (Fig. 3c). Igual que en 1los ovulos DTrip se
presentaron regiones en las cuales la fluorescencia era menor

(Fig. 3 a y €). El1 ndmero de células examinadas fue de 77.

Localizacion de la calmodulina en dvulos sin zona peldcida no

permeabilizados

Debido a que los oévulos sin ZP (DTrip y DMec) mostraron
fluorescencia localizada en la periferia, decidimos investigar

si la calmodulina revelada era un componente externo del éwvulo.



Fig. 3. Distribucian de la calmadulina en avulas no
feortilizados, liberados de la zona peldcida de manera mecanica.
La CaM s® detectd por IFI. &), b) y c) Ovulos de diametro
grande (100-142 micras), en estas preparaciones (DMec) la
fluorescencia @7 las ovulos, fue menos intensa, mas
estructurada v mas aparente una fluorescencia bordeando a las
c@lulas, comparada con la presentada per laos 6vuloes DTrip (Fig.
2). Notese la fluorescencia intensa en &l cuerpo polar (b)) y a
la CaM bordeardo 1a regidn donde se liberd el cuerpo pelar (c).
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Para ello, los ovulos se fijaron, pero se omitiod la
permeabilizacion de 1los mismos, para impedir la entrada del
anticuerpo a la célula y asegurar que sdlo reaccionara con la
superficie externa. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 4.

Los ovulos DTrip no permeabilizados, mostraron a la
calmodulina distribuida de manera muy similar (Fig. 4 a v b), a
la observada en los células DTrip permeabilizadas (Fig. 2 a—f).
Asi, las preparaciones DTrip no permeabilizadas mostraron
fluorescencia intensa y difusa,asi mismo regiones con menor
fluorescencia. El sitio de liberacidn del primer cuerpo polar
con fluorescencia alrededor del mismo (Fig. 4a y b). También
los ovulos DTrip no permeabilizados presentaron un entramado
aunque en ellos el punteado fue menos aparente, que en los
ovulos permeabilizados. El1 ndamero de ovulos observados fue de
45.

En las pPreparaciones de ovulos DMec, no
permeabilizados, la distribucién de calmodulina fue diferente a
la observada en 1los ovulos DMec permeabilizados. E1 halo
perifeérico de calmodulina fue muy intenso vy continuo, en
ocasiones se presentd tan intenso o mas que en las células
permeabilizadas (Fig. 4c). Cuando algunas ceélulas fueron
observadas a mayor profundidad focal, se pudo distinguir un
entramado palido y difuso, aparentemente intracelular (Fig. 4d)
y diferente al mostrado por las celulas permeabilizadas. Los

¢vulos observados fueron 38.



Fig. 4. Distribucidn de la calmoedulina en ovulos no
fertilizados, en los que s omitio la permeabilizacion. La
tincion de CaM (IFI) se realizd en ovulos &n laos que la zon:
peldcida s@ disolvio con tripsina a) y b) ¥y en otras que fuerw.
desnvdados mecanicamente c) y d). En a) y b)) los ovulos
mu@stran fluorescencia intensea vy sw distribucion es similar a
la presentada por los dvulos permeabilizados (Fig. 2c-f). En c)
v d) s@ muestra €1 mismo ovulo teffido para calmodulina, a dos
plancs focales: netese la fluorescencia intensa que bordea a la
c@lula, formande un halo periférico.
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Cuando se compararon los évulos DTrip sin permeabilizar
contra los ovulos DMec también sin permeabilizar, 1los primeros
en general, mostraron una distribucidon mads difusa de 1la
calmodulina y una mayor fluorescencia. Esta comparacién se

hizo en ovulos cuyo tamafio promedio fue de 100 micras.

Detecciotn de la calmodulina en dvulos vivos

La fluorescencia observada en los ovulos sin
permeabilizar, podria atribuirse a 1la entrada de algo del
anticuerpo a la celula, por posibles orificios producidos por
la accion del +ijador. O bien, a la presencia de calmodulina
en la superficie externa del dvulo. Otra forma de abordar el
problema consistit, en la inmunotincion de los évulos (DTrip y
DMec) im ¥ivo y como control se incluyd el tratamiento de los
évulos con Ig6s de suero normal de borrego en lugar del
anticuerpo anticalmodulina.

En general, los ovulos (DTrip) tefiidos in wivo
mostraron fluorescencia tenue (Fig. Sa-d) alrededor de 1la
ceélula formando el halo. La mayoria de estos ovulos no
mostraron entramado, cuando éste se 1llegd a observar su
localizacidn pareceria ser externa (Fig. Sb)

Los ©dvulos (DMec) tefiidos in wivo también mostraron el
halo fluorescente, mas intenso que los desnudados con tripsina
(Fig. Se y ).

En estos dvulos tefryidos in wivo, el sitio de liberacidn



Fig. 5. Deteccion

de la calmodulina &n avulos vivos. En
b)), c) y d) ovules liberados de
tratamiento con tripsina.
1a

al,
la zona peldcida por
En @) v f) a los Avulos se les retira
zona peldcida de manera mecanica. Todos los ovulos tefridos

in_vive para CaM mostraron fluorescencia muy tenue formando un
halo periferico.
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del primer cuerpo polar no pudo ser reconocido, ya que no se
presento calmodulina concentrada alrededor de una zona definida

La tincidn in vivo did fluorescencia menos intensa
(Fig. Sa-f), que la tincion en ovulos fijados y no
permeabilizados (Fig. 4a-d).

Es muy importante hacer notar que la fluorescencia, de
las celulas tefidas in vivp, se disipaba en cuestidn de
minutos, de manera tal, que se habia extinguido despueés de que
la celula fue fotografiada (exposicidn de 1.5 min). Por otra
parte, se observd que por el marcaje in ¥ivo con los
anticuerpos (anticalmodulina y segundo anticuerpo), un
porcentaje bajo (10%) de las células sufrid hinchamiento, vy no
recuperaron su tamafio normal (Fig. S5d).

En la preparacion control, en 1la que el anticuerpo
anticalmodulina fue substituido por 1Ig9Gs inespecificas, 1la
adicion del segundo anticuerpo no produjo fluorescencia (Fia,
7a v b). Esto indica que las IgGs normales no reconociron
ningdn sitio antigénico sobre el évulo, ni en su interior, si
es que penetraron. Sin embargo, las IgGs de suero normal de
borrego provocaron el hinchamiento y la destruccion de un

porcentaje alto (B80%) de ovulos.
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Deteccion de calmodulina en la zona peldcida

Debido a que 1los ovulos tefiidos ipn vivo también
mostraron reaccion con el anticuerpo anticalmodulina (IFI),
quisimos conocer si en la ZP podria distingquirse algo de la
calmodulina del ovulo, si en eéste fuera externa. Para ello, la
inmunotincién se realizd en tres tipos de preparaciones de
tvulos: a) +fijados y permeabilizados, b) #fijados ¥y no
permeabilizados y c) en celulas vivas.

La fijacion, a 1los gametos con ZP (grupos a y b) les
produjc algdn tipo de alteraciéon. Los células se adherian
fuertemente a la superficie del portaobjetos y en algunos casos
el évulo era desprendido de su ZP, al ser transferido mediante
succiotn suave. Durante la permeabilizacidn (ovulos del grupo
a), la IP fue disuelta en la mayoria de las celulas tratadas.

Por inmunotinciédn, las preparaciones con ZIP fijadas,
permeabilizadas (Fig. 6a) o sin permeabilizar (Fig. 6b y c)
mostraron una muy intensa fluorescencia. Esta era aparente
tanto en el évulo como en su ZP, como se observa en la Fig.
6c, donde el ovulo fue roto, a propdsito, por presion entre las
laminillas

Para 1la inmunotincién in ivea de los ovulos con ZP
{(grupo c), se utilizaron IgGs anticalmodulina, y en el control
éstas se substituyeron por Ig9Gs de suero normal de borrego.

La técnica de IFI en 1los évulos vivos, utilizando



Fig. 6. Deteccion de la calmodulina en la zona peldcida. La
tincion de CaM (IFI) s realizd en dvulos en los Qque la zona
pelucida no fue eliminada. En a) wun ovulo fijadao vy
permeabilizado. En b) y c) ovulos fijados &n los que s@ omitio
la permeabilizacion. En d) y ®) ovulos tefides para CaM in
viv@. Los ovules fijados y permeabilizados (a) o los fijados vy
no permeabilizados (b y c) mostraron fluorescencia muy intensa
tanto en la IP como en @1 ovulo misma. En bh) y c) s@ muestra el
misme évulo, en c) @l ovulo fue rote a propésito. En los
Gvulos tefidos in__vivg f(d y @), la zona pelacida mostro
fluorescencia muvy tenue,perec en el ovulo fue muy intensa.



Fig. 7. Substitucion de las IgGs anticalmodulina por las IgGs
normales durante 1 tratamiento in_wive de los ovulos por IFI.
La tincion se realizd en 6vulos no fertilizados liberados de 1a
zona peldcida con tripsina, (a y b), o bien, en ovulos a los
que no s@ les elimind dicha region, {c y d). En a) y g}
microscopia de contraste de fases: en b) y d) micorscopia ds
fluorescencia. El1 tratamiento de los ovulos con IgGs nermales
ne produjo fluorescencia.
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anticalmodulina como primer anticuerpo dio resultados muy
diferentes, a 1los obtenidos en 1los ovulos fijados. La ZIP
presentd una fluorescencia muy tenue (Fig. 6d y e) que podria
ser el reflejo de la mostrada por el évulo. Este, se observod
intensamente fluorescente, al igual que en las preparaciones
con ZIP, fijadas (Fig. 6a-c). La inmunotincidn bajo estas
condiciones causd hinchamiento, tanto del évulo como de la ZP.
En la Fig. 6d, el ovulo esta hinchado y cancela el espacio
perivitelino. La Fig. 6e muestra un ovulo en el que 1a IP esta
distendida en un region.

La tincidn por IFI de los ovulos control, 1los tratados
con IgGs inespecificas como primer anticuerpo, no produjo
fluorescencia en las células. Ni en el ovocito ni en 1la zona
peldcida (Fig. 7Yc y d). La incubacioén con las IgGs normales
causd en los ovulos con ZF un mayor hinchamiento (Fig. 7c), que
el producido por el anticuerpo anticalmodulina (Figs. 6d y e).
Los ovulos no se rompieron, pero no recuperaron su tamafio

normal (Fig. 7c y d).

Localizacion de la calmodulina en los espermatozoides durante

su capacitacidn y reaccion acrosomal

Hemos sefialado como uno de 1los objetivos de este
estudio, el conocer la participacion de 1la CaM en la
fertilizacion, proceso dependiente de calcio. 8i la CaM esta

implicada en el proceso, seria de esperarse su presencia en las
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regiones del espermatozoide, que son reconocidas por el évulo,
durante la fusidn de los gametos. En el trabajo realizado en
el mismo laboratorioc, Mdjica y Trejo (34) observaron 1la
presencia transitoria de CaM en la regidn ecuatorial, y en los
espermarozoides con reacciédn acrosomal la CaM fue observada en
la zona postacrosomal, cuando 1a RA fue producida de manera
sincronica, por diferentes tratamientos. Aqui la capacitacién
de 1los espermatozoides se realizd por incubacidn en el medio
minimo de cultivo (MCM). En este medio la presentacion de 1la
reaccion acrosomal es gradual, conforme se van capacitando los
espermatozoides pierden su acrosoma y se alcanza el porcentaje
maximo de reaccion acrosomal a las 2-3 horas de iniciada la
incubacion (25).

Para localizar a 1a CaM en los espermatozoides, fueron
fijadas muestras a lo largo de 1la incubacioén y la CaM fue
revelada por IFI. Los patrones de distribucidn de la CaM aqui
observados se comparan con los comunicados por Mdjica y Trejo
(Tabla 1). La CaM se presentd: 1) en el acrosoma aparentemente
intacto, también cuando éste se observd contraido (Fig. 1a y c
respectivamente, 2) en la region postacr-osomal, de
espermatozoides con acrosoma no totalmente estructurado (Fig.
ib) o sin acrosoma (Fig. ile v ), 3) en la regidn del nacleo
donde previamente se encontraba el acrosoma, en general como
fluorescencia palida (Fig. 1le-g) y en algunos de éstos se
distinguia un anillo, situado probablemente en 1la region

ecuatorial (Fig. 11d,e y g). La CaM estuvo presente en el



Tabla 1. Patrones de la inmunolocalizacidn de la calmodulina % en los
espermatozoides del cuyo durante su capacitacion y reaccion acrosomal
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flagelo de todas las células, independientemente del patron que
mostraran en la cabeza. En el flagelo, 1la regidn que mostro
mayor concentracion de CaM fue la pieza media (Fig. la—f).

En los espermatozoides no capacitados (control)
suspendidos en solucidn de NaCl (véase Métodos), el 91% de las
ceélulas presentd CaM en el acrosoma, aparentemente intacto, vy
en el flagelo. E1 9% de 1las células restantes mostraron
diferentes patrones, wver figuras de la Tabla 1. Las células
cuantificadas fueron 307.

A los pocos minutos (1-3) de iniciada la incubacidn en
el medio capacitante, los espermatozoides conservaban patrones
de distribucidn de CaM similares a 1los mostrados por los
gametos no capacitados.

Después de 15 minutos (& 30 min) de iniciada la
incubacidn, un 23% de las células mostraban fluorescencia en la
regidn postacrosomal (Fig. ib, e—-g). Para 1los tiempos
sefial ados se contaron 212 Y 132 espermatozoides,
respectivamente.

La suspensidn de células que se mantuvieron en
incubacidn durante 135 y 150 min presentaron un elevado ndmero
de espermatozoides con reaccitdn acrosomal. El1 patrédn de los
espermatozoides con RA se caracterizo por presentar
fluorescencia sobre el ntcleo, en su parte media inferior (Fig.
ie). Este patrén fue observado en un 46.7%Z y 55.7% para los
tiempos sefialados, respectivamente. La diferencia en los

porcentajes dados en 1la Tabla 1, con respecto al 100%,
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correspondi®d a otros patrones no mostrados, tales como: en
espermatozoides sin acrosoma, fluorescencia difusa en todo el
ndcleo, o con fluorescencia en la regidn que correspondid al
acrosoma ¥ con un anillo en 1la regiédn ecuatorial, etc., el
porcentaje de éstos fue bajo. Las células valoradas fueron 137
y 129 para las muestras incubadas 135 y 150 min.,

respectivamente.

Fertilizacidn heterdloga in vitrpo

Hasta aqui hemos descrito la localizacion de la
calmodulina en ambos gametos. Se hizo énfasis principalmente en
los datos relativos al ovulo, ya que en la literatura no existe
ninguna comunicacion. Del espermatozoide, nos interasaba
corroborar la presencia de calmodulina en 1los sitios que
reconocen al ovulo, segdn lo encontrado por Trejo & Madjica (34)
y Camatini (50). Nuestro interés en conocer la localizacion de
la calmodulina, en ambos gametos durante su interaccion, nos
llevd a adaptar un método de fertilizacién heterdlega (6), a
las condiciones de nuestro laboratorio.

La incubacion de 1los gametos durante 2 horas, en el
medio MCM-PLA suplementado con 2.8 mM de KCl1 (véase Métodos),
ya fue un tiempo suficiente para reconocer que la fertilizacion
se habia efectuado. E1 porcentaje de ovulos penetrados se
incrementd con el tiempo, a las 17 horas de iniciada 1la

interaccién fue de 80 a 90%. La fertilizacion de los ovulos



Fig. B. Fertilizacitn hetertdloga in vitro. La co-incubacion se
realizd con édvulos desnudos del hamster y espermatozoides del
cuyo con reacciétn acrosomal en el medio MCM suplementado con
potasio y albomina. a) Ovulo fertilizado 17 horas
postinseminacién. Notese la presencia de 2 prondcleos
acercandose al centro del ovulo. b) Ovulo polispérmico de 17
horas postinseminacion.



43
fue independiente del procedimiento empleado para quitarlies 1la
zZona peldcida. Ademas, todos los ovulos Ffertilizados
presentaron polispermia y esta fue mayor con @l aumento en @l
tiempa de interaccion.

La valoracitn de la fertilizacidn de los ovulos, que se
dejaron interaccionar 17 horas, se realizo principalmente por
microscopia de contraste de fases. Esta técnica se aplicod
pcasionalmente para determinar la fertilizacion en los ovulos
con un menor tiempo de interaccion. En la Fig. Ba s muestra un
ovulo de 17 horas de fertilizacion, en @1 8@ pusden observar
dos prondcleos acercandose al centro del évulo, v @n 1la Fig. Bb

8@ muestra un ovulo polispermico.

Durante la fertilizacidon un porcentaje alto (50%) de
los évuleos s& daffaron, cuando la interaccion de los gametos =e
realizo por 17 horas. Fue aparente que wnos sufrisron
hinchamiento y otros s® rompieron, porque @l ndmeroc recuperado
era menor. En &l manejo de los ovulos fertilizados, durante l1a
fijacion y en la permeabilizacion se presentaron las mismas

dificultades ya descritas para los ovulos no fertilizados.

Visualizacion de la fertilizacion con @l reactivo Hoechst 33258

Ovulos no fertilizados (contreol). Los ovulos desnudos

del hamster, que tienen a los cromosomas @n metafase II de la

meiosis, presentaron el paquete cromosomal Ffluorescente muy
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cercano a la periferia, por debajo del sitio en que fue
liberado 1 primer cuerpe pelar (Fig. 9a) come ha sido
previamente descrito (26). El fluarocromo reacciong
especificamente con &1 DNA sin mestrar union en ninguna otra
region de la celula .

Ovules inseminados:

A) Los ovulos mantenidos en interaccion con los
espermatozoides durante 15 minutos, nos permitieron hacer 1la

comparacion entre

la cromatina del ovuleo y la perteneciente a

los espermatozoides. Asi, en la Fig. BSb, que correspaonde a
este tiempo de incubacion, (-] cbservan ndmerosos
espermatozoides, varios de wellos con reaccion acrosomal,
interaccionande con la membrana plasmatica del ovulo, las

cabezas s® observan condensadas fluorescentes,
ovulo mas fluorescente y de mayor tamafo.

B) En las celulas fijadas despues

interaccidn, s pudo cbhservar ®l inicio de la

de la cromatina de los

general, eran muchos los espermatozoides que

ovule (Fig. 9c). Sin embargao,

que empiezan a ser descondensados,

abarcaba una zona mas amplia. Mientras gue

avulao

nacleo espermatico en descondensacion.

espermatozoides internalizados.

la

y 21 nacleo del
de 2 horas de
descondensacian
En
al

s& adherian

s posible distinguir a aquellos

ya Que suW fluorescencia

cromatina del

ya no podia ser diferenciada de la que correspondia a un
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C) Cuando los gametos fueraon incubados par un periocdo
de tiempo mas prolengade (32 horas) (Fig. 2d), la fluarescencia
de l1os nicleos espermaticos internalizados fue menos internsa vy
mas difusa, que la observada en ellos a las 2 horas de
interaccion. En estos ovulos la polispermia era mayor gque en
los fijados a las 2 horas.

D) En loe gametos co-incubados por 4 horas la
descondensacion de la cromatina espermatica todavia fue mayor,
que a las 2 haoras (Fig. 9e). Una mayor fluorescencia fue
observada en los ovulos fijados a las 4 horas, que &n los
fijados a las 2 horas, la cual pedria atribuirse, no sclo a la
descondensacian de la cromatina del espermatozoide sinc tambien
a la penetracidn de otros, suplementarios. La figura 3f muestra
un ovulo fertilizado de 4 horas de interaccion, @&n &1 cual son
aparentes wun prondcleo y un ndcleo. Ya que esta descrito que
@ desarrolla mas tempranamente el prondcieec masculino (3),
probablemente el aqui mostrado carresponda al del
espermatozoide.

E) Despuss de 17 horas de interaccion de los gametos,
pes® a las dificultades para su manejo, sefialadas en Metodos,
pudimos llevar algunos de estos ovulos hasta 1a daltima fase de

tratamiente con e1 fluorocromo. Como s@ puede observar (Fig.

99 y h), las celulas sufren un gran hinchamiento y presentan
Zomas &in fluorescencia Yy ndcleos espermaticos mdy
descandensados.

Para cada periodo de inseminacion fue necesario hacer
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experimentos par separado y cada uno fue repetida por la menos

3 veces.

Efecto de la ausencia de calcico o de potasio, en la

fertilizaciaon

Para la fusidn de los gametos, s8 requiere la presencia
los iones calcio y potasio (25,26,649). Came centroles
negativos de la fertilizacion, la interaccidn de los gametos se
lleved a cabo en ausencia de sales de petasioc, o bien en &1
medio suplementado con EGTA, para quelar &1 calcio.

Para probar &l efecto de la ausencia del calcio sobre
la fertilizacidn, los ovulos vy los espermatozoides capacitados
¥y con reaccian acrosomal se preincubaron durante 10 minutos por
sRparado, con EGTA a una concentracion firnai de 17 mM, que
equivalia 2 10 veces la del calcio en &1 medioc. S mezclaran
10 micrelitreor de la suspension de espermatozoides con los
ovulos ¥y s@ dejaron interaccionar 17 heras.

Oesde la preinrcubacion con EGTA, la movilidad de los
espermatozides disminuyd considerablemente con respecto al
cantrol. Durante l1a interaccion can las avulos, los
espermatozoides &@ unieron al gameto femenine, no a todos los
evules de un mismo experimento. For etra parte, el tratamiento
con @1 gquelante no parecit tener ningun efecto sobre la forma

de los ovulos. El1 EGTA inhibid la fertilizacion de los 12









Fig. 9. Ovulos tefiidos con el reactivo de Hoechst 33258 para
revelar los patrones de distribucidn y descondensacidn de
cromatina. a) Owvulo control, no fertilizado; b) Ovulo no
fertilizado, 15 min postinseminacitn, se indican la cromatina
masculina (m) y la femenina (f). c) Ovulo, fertilizado de 2
hor-as de co—-incubaciédn. Nbtese el inicio de la descondensacion
de las cabezas espermaticas. d) Ovulo fertilizado 3 horas
después de la inseminacion, es aparente la presencia de mas de
espermatozoides hinchados en el citoplasma del Gvulo. e) y )
Ovulos fertilizados 4 horas postinseminaciédn. En e) ovulo con
un namero mayor de espermatozoides descondensados que d). En f)
un dvulo 4 horas postinseminacidn que presenta un prondcleo vy
f£’) es el mismo évulo observado a mayor aumento. g) ovulo de 17
horas postinseminacién y h) observado a mayor aumento.

Fig. 10. Inmunolocalizacidn de la calwmodulina a 1o largo de la
co—incubacién évulo-espermatozoide. a) y c) Localizacion de CaM
en &dvulos 15 min y 2 horas después de la inseminacion. b) y d)
los mismos évulos (a y c©) en contraste de fases. e) y g) Ovulos
a las 3 ¥y 4 horas postinseminacion. Notese un cambio en el
patréon de fluorescencia con respecto a las figuras a) y cl. )
y h) Owvulos control, no fertilizados, 2 y 17 horas
postinseminacidn, respectivamente.
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aovulos tratados (2 experimentos) cantra sus cantroles
paralelos, 12 ovulos, en los que la fertilizacion fue de B80%.

Par otra parte, 1la Ffertilizacion tambien Ffue nula
cuando la interaccion s realizo en ausencia de potasio en el
medio (28 ovulos, 2 eXdperimentos): aun cuando la ausencia de
petasico casi no alterd la movilidad de los espermatozoides, v
la adhesion al ovulo occurria: aunque no tan fusertemente, ya que
despuss de 3 0 4 lavadeos algunos ovelos s@ ochservaban libres de

espermatozoides.

Inmunelocalizacion de la calmodulina en los gametos durante 1la

fertilizacian

‘wd distribucion de 1la calmodulina en los ovulos
inseminados =@ determind en muestras que fueron fijadas a los
1S min, 2,2 y 4 horas de iniciada la interacciéen. En los
avulos mantenidos en interaccion con los espermatozoides por 17
horas. na fue pasible realizar 1a inmunatincion para
calmodulina, debido a su labilidad.

~a inmunetincién (IFI) para calmedulina, de los avulos
fijados a los 15 minutos de inseminacion, produjo fluorescencia
en la celula, similar a la observada en 1los ovulas na
fertilizados, farmando ur entramade en ella y un hale
discontinue a suU alrededor. El sitioc de liberacian del primer
cuerpa polar mostrd uwna mayor concentracion de calmodulina

‘Fig. 10a ).
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En lo& espermatozoides que interaccionaron con el
evula, ne se distinguid fluorescencia en la parte del flagelo
que scbresalia del évulo (Fig. 10a v b)), pero en este mismo
espermatozoide se@ pudo distinguir una banda fluorescente, quiza
de la regidn ecuatorial y un punto fluorescente en la unian del

flagelo con la cabeza (Fig. 10a).

En las celulas fijadas 2 horas despues de la
inseminacion, la fluorescencia siguid cubriende a toda 1la
celula, vy @l halo periferico ne fue tan definide (Fig. 10c).
La fluorescencia no fue homogenea, formé un entramade y en
algunas regiones s# pPresentd mas concentrada. En la figura
10d, que corresponde al mismo ovulo de la Fig. 10c, pero en
contraste de fases, s@ pueden apreciar espermatozoides unidos a
la superficie del avulo. En wllos na =@ distingue
fluorescencia ni aun en los flagelos qQue sobresalen (Fig. 10c).

En general, en los ovulos inseminados hasta por dos
heras, 1la presencia de la calmodulina en los espermatozoides

unidos a #llos fue dificil de distinguir.

En los dvulos co-incubados con los espermatozoides
durante 2 horas, la fluorescencia dejo de ser homogesnea (Fig.
10e). Aparentements estas celulas cantenian una cantidad menor
de calmodulina. o bien esta se concentro en regiones en las que
s® observd fluorescencia muy brillante. Sin embargo, no es

posible distinguir si el ovulo sufrid realmente una perdida, un



43
enmascaramiento de calmodulina, wna distribucidn en un area
mayer, @ bien una redistribucidan. En estas celulas s¢ observad
@l halo, discontinuo, y algunas regiones del dévule presentaban
un punteade fluorescente, mucho mas fino que ®1 mostrade par
los ovulos de 15 min y 2 horas de inseminacidn.

Algo muy notable a las 3 horas de interaccidn de los
gametos, fue la presencia evidente de calmedulina en las
espermatozoides unidos al ovulo. La flucrescencia fue observada
a1 todo el Fflagele. También, la cabeza hinchada dentre del
avuleo mastraba fluorescencia intensa, en l1a region
postacrosomal s@ distinguia =1 cone fluorescente, y @&@n la
region anterior de la cabeza sin acrosoma & velan grumps muy

brillantes (Fig. 10 &), probablemente calmeodulina del avulo.

En las celulas fijadas a las 4 horas de la
inseminacion, la fluorescencia disminuyo considerablemente, vya
ne fue observable e1 halo aunque si 21 punteado fino (Fig.
10g). En la misma figura puede apreciarse que el ovulo esta
muy hinchado.

Los espermatozoides wnidos a&a estos ovulos mostraron
fluarescencia a la large de todo su flageloa, en la wunian de
este con 1a cabeza, #n la banda scuatorial y sobre la cabeza
misma, algunos prasentaron fluorescencia extremadamente
caoncentrada.

En 1a figura 10§ y h, s@ muestran 2 ovulaos qQue se

hicieran interaccianar con espermatozoides durante 2 y 17 horas
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respectivamente, en un medio carente de potasio. La
fluorescencia que muestran estas células "no fertilizadas" es
indistinguible de la presentada poer los dévulas :ontrol no

ineeminados y que fueraon fijados poco despues de su abtencian.

Efecto de 1la triflucroperazina scbre los espermatozoides y en

la interaccian dvulo-espermatozoide.

La triflucroperazina a las 2 concentraciones enNsayadas
{1 & 10 micramalar), acelerd en pocos minutos, la presentacidn
de la reaccion acrosomal, cuando la droga fue affadida a los
espermatozides capacitados, que habilan iniciado la reaccian.
Treinta minutocs despues de la adicion de 1la droga (1
micromolar), &2 observé wun incremento del 20% de la reaccian
acrasomal con respecto al control. Una cantidad mavor de
espermatozoides sin acrosoma y con movimiento hiperactivado fue
cbservada a los pocos minutos de la adicion de la droga, en
comparacion con el control.

Por otra parte, los gametos pretratados (10 min) con
triflugroperazina vy puestos a interaccionar en presencia de la
droga, &@ fusionaron. El percentaj®@ de fertilizacion Ffue
similar al obtenideo en las incubaciones control, can gametos
sin pretratamiento @ incubacidn en ausencia del antagonista de
calmodulina (Tabla 2). Cuande las celulas fueren ocbservadas al
microscopio de luz, a la hora de iniciada la interaccion en

presencia de la droga en todos 1los cases s@ vieron muchos
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espermatozoides unidos a las dvulaos. Ademas, ocurria la
descandensacian de los espermatozoides internalizadas y 1la
droga no caus® ninguna alteracion aparente a la forma del

ovulo, adn despues de 17 horas de incubacidn.

Tabla 2. Efecto de la trifluoroperazina ( TFP ) sobre la
fertilizacian heterdlega in vitre

TFP Namere de avulos Fertilizacion
(micromelar) (%)
Examinadaos Penetradaos
o 25 17 &8
1 25 15 &0
(o] 21 25 80
10 17 13 e

Los espermatozoides fueron incubados &n MCM-PL, con 2.8 mM de
K, a 37 C, hasta que &F Obhserve reaccion acrosomal(2-2.5

horas). Se les affadio la TFP (1 o 10 micromoclar,
concentracianes finales) y la droga s dejo actuar durants 10
minutos. Una alicucta (10 microlitros) de la suspension de

espermatozoides &@ vacio a la suspension de ovulos, tratados
paralelamente por &l mismo tiempa y con la misma concentracian
de TFP. Los gametos &@ dejaron interaccionar por 17 haoras en
presencia de la droga. La fertilizacion se valoro por la
técnica de microscopia de contraste de fases.

Efecto de les anticuerpos anticalmodulina y de las IgGs de

sueroc de borrege, no inmune, &ecbre la fertilizacion

La tinciodn positiva gque presentaron con anticalmodulina

los ovules vives, reforzéd la posibilidad de la presencia de
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esta proteina en la superficie externa de los avulos.
Consideramos gque, &i al afadir @l anticusrpo anticalmoedulina
ocurriska una interaccién especifica, @ésto podria bloquear la
fusion de los gametos, si la calmedulina participara en dicho
Proceso. Asl, un dateo positivo de inhibiciédn seria una
indicacion mas en apoyo a la lecalizacién externa de la
calmadulina.

Los avulos fueran incubades 60 min #n &1 medic MCM-PLA
afiadidos de: a) anticuerpos anticalmodulina, h) IgGs de susro
de borrego ne inmune y c) =1 tercer lote sin ninguna adicidn
extra. En snguid; fueron inseminados, sin cambiar el medio de
incubacion de los avulos.

En @1 control sin anticuerpos, la penetracion fuse del
90%, 29 de los 32 avulos examinados fueron fertilizados. Por
®21 tratamiento con anticalmodulina, solo @1 7.4% de los ovulos
fueron penetrados, 2 de 27 ovulos examinades. Cuando los ovulos
fueron tratados con susro de borrego no inmune, la
fertilizacion fue inhibida 100%, en 22 ovulos examinados. Los
ovulos provenian de 4 experimentos.

La presencia de los anticuarpos (anticalmodulina o IgGs
de suero nermal de borrego) afectaron negativamente 1la
movilidad de los espermatozeoides, mas los segundos que los
primeros, la observacion fue realizada una hora despues de
iniciada la inseminacién. En presencia de los dos tipos de
anticuerpeos hube wunion de los espermatozoides al avulo. Una

cbservacian interesante fue, que en las incubaciones con
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anticalmadulina, los espermatozoides adheridos al avule
mostraban mayar movilidad, que los no adheridos, ¥y na eran
separados del avule con los lavados, despuses de 17 horas de
interaccion. Mientras que en los avulos tratados con las IgGs
normales, &1 lavado separaba de los ovulos a todos los
espermatozoides. El1 tratamiento con les anticuerpos produjo
hinchamiento en la mayoria de los avulos desde la primera hora

de incubacion, algunos de los cuales s& rompieron.



DISCUSION *

Esta bien establecido que ®1 calcio participa en
algunos proceses relativos a la fertilizacian (23,32,23,65) vy
&2 ha sugerido un papel potencial de 1a calmodulina en ellos
(32-34,41,49,50,65). Esta hipotesis @ basa por una parte, en
la cantidad de calmodulina presente &@n los gametos: en el ovulo
(38,40,42.42,45-47) vy en los espermatozoides (25,28,49):; par
otra parte en ia presencia de CaM, en las estructuras de los
gametos invelucradas en los procescos dependientes del calcio.

La presencia y concentracion de calmodulina en ovuios
de diferentes especies ha sido comunicada: en los de los
anelidos (47,56), estrella de mar (40,55), anfibios (46), erizo
de mar (38,39) y ratén (45). Sin embarge, sélao ha sido
descrita la distribucion que guarda la proteina en las cortezas
aisladas de los ovulos del erizo de mar (41). Asi, la
descripcian hecha en este trabajo de la localizaciaon de 1la

calmodulina en @1 gameto femenino @s la primera en este genero.

Localizacion de la calmodulina en los avulos desnudos fijados y

permeabilizados

En los o6vuleos del hamster no se presento un patron

definido de localizacion de la calmodulina (Fig.2-4). La
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distribucian de 1la proteina varida no sdélo con respecto al
tamafio del davulo, sina adn entre los ovulas de diametro
similar. Las caracteristicas que queremas remarcar para
discutir son: a) la menor cantidad y distribucidn homogénea de
la CaM, que presentaron los dvulos de diametro pequefia, b) La
presencia de un entramado rugoso, mas general en los ovulos de
tamafio medieo y grande, <) la presencia de CaM en ®1 cuerpa
palar v en @1 sitio de su liberacion y d) el halo fluorescente.

Los ovulos del hamster presentareon un alte contenido de
calmodulina detectada por IFI y 1a concentracion de la proteina
fue mener en laos ovuleos pequefics. En general todos los ovulos,
independientenente de su diametro mostraban el primer cuerpo
pelar. La presencia de este significa que previo a 1a ovulaciaon
loe gametos reanudaron la meiosis, detenida en el diploteno 1.
Pera, probablemente® nao todos alcanzaren el misme grade de
crecimiento, que requiere de la sintesis de proteinas y quizas,
para @l ovulo del hamster de la calmodulina entre ellas. Esto
podria explicar &1 menor contenido de CaM que s observa en los
ovulos pequeffos. En apoyeo a lo anterior podemos indicar Que
ocurre un incremento en la concentracion de la calmedulina
coincidiendo con 1a ruptura de la vesicula germinal durante la
reanudacion de la meicsis @n los ovulos de laos anfibios (46),
pero no en los ovulas de la estrella de mar (535).

El entramade fluorescente acbservado en los ovulos de
diametro mediane y grande padria ser producido por las

microvellosidades de la membhrana plasmatica; ya que en &1
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interior de las microvellosidades de las celulas (epiteliec
intestinal) existen componentes del citoesqueleto, en cuya
estructuracion participa la calmedulina (67). Para explicar la
distribucion homogenea de CaM que se chserva en los ovulos de
diametro pequefic podriamos sugerir: a) gque e&n loes ovulos
pequefioe l1a sintesis masiva de CaM adn no se efectuara y por
consiguient® la microvellosidad careceria de CaM: 1o que
sugeriria un citeoesqueleste ne estructurada, bB) que en las
microvellosidades de los avulos pequeflos ya exista CaM, ean
menar cantidad que en los de mayor tamafio; perc debido a que @i
namerae de microvellosidades ne aumenta con el diametro de la
celula (3,15), la distancia entre los microvellos seria menor
en los ovulos pequeficse y poer lo tanto su definician no se
logre.

Respecto a la alta concentracion de CaM observada en =1
cuerpa palar Fig. 2d), es probable que 1a CaM provenga de 1la
unida al huse meiotice (Fig. 2d), en donde se observa ruy
concentrada. El cuerpo polar contiene la mitad del husa y un
canjunto de cromosomas homélogos y muy poco citoplasma. por 1o
tante 1la CaM no s@ diluye. Ya previamente s ha descrito una
aspciacian de CaM con el sistema microtubular del sistema
mitotico (27,70). La CaM gque bordea @1 sitio de liberacion del
cuerpe palar prohablemente participe junto con la actina en la
separacian del mismo, que s inhibida por citocalasina (62).

Lo discutido hasta este punto, puedse referirse

indistintamente a los ovules liberados de 1la IP, por el
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tratamiento enzimatico con tripsina ©o por accidn mecanica.
Respecto a la presencia consistente del halo y 1 mayer groser
del mismo, que presentaron los ovulos desnudados mecanicamente,
con respecto a los tratados con tripsina, gQuisieramos proponer
que las diferencias =@ deban a una mayor cancentraciaéan, en los
ovulos DMec, de CaM muy cercana a 1a membrana plasmatica. Esta
membrana pudo ser afectada paor la tripsina, posiblemente mas en
la parte exterior. Esto podria sugerir una localizacian
extracelular de CaM. Sin embargo debido a 1a permeabilizaciaon
practicada en estos ovuies no es posible definir si l1a CaM se
localiza externamente. La presencia de CaM extracelular podria
tener implicaciones importantes en la fusion de los gametos.
Per esta razon considerameos prioritaria &1 tratar de definir la
situwacion de la CaM que originaba al hale en el ovulo. Asi

@este punte sera retomado a lo largo de la discusian.

Localizacion de CaM en avulos fijados neo permeabilizados

La presencia del halo periferico &n los ovulos DMec no
permeabilizades (Fig. 4c), sugeriria nuevamente, que existiera
CaM en ®1 exterior. Sin embargo existen camunicaciones de que
la fijacion puede provocar cambios pequeffos @n la estructura de
la célula, que resultan @n la formacidn de orificios (€8). EIl
hecho de que los ovules DTrip sin permeabilizar, mostraran
patrones de CaM indistinguibles de los patrones mostrados por

las évulos permeabilizados: aunade a que &n los ovulos DMec no
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permeabilizados se observara un entramado palide fluorescente
(Fig. 4d) bordeando granulaciones OSCUras, cuandoe las
observaciones & realizaron en planes mids profundos, nos hace
suponer que ®1 anticuerpo en las celulas no permeabilizadas, =i
haya penetrado a la célula, aunque quizas en menor cantidad.
Debida a estas consideraciones la presencia externa de CaM no

pudo afirmarse aon con certeza.

Localizacion de la calmedulina &n avulos vivaos

La nhiarv;:ibn del halo de CaM en los ovulos tratados
per IFI in vivo sugierse nuevamente que la proteina revelada se
encuentra en la superficie externa. Una evidencia mas en apoyo
@6 21 heche de que 1la gran mayeria de westas celulas no
presentaron ®l entramadao flugrescente (Fig. S).
Adicionalmente, la perdida rapida de la fluorescencia en estas
ce@lulas, podria indicar una localizacion superficial especifica
de CaM, vya que 21 control con IgGs de suero preinmune ne dio

ninguna fluorescencia (Fig. 7).

Deteccién de CaM en la IP

La composicion de 1la ZIP & coneocida y & habla de
familias de glicoproteinas (14). Esta capa amorfa es producto
tanto del ovulo como de las c@lulas de la granulosa. Durante

@l pericode precvulatoric la IP esta en contacto directo con el
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evule, &i en éste se encontrara CaM en el exterior, la IP
pedria mostrar CaM en su superficie interna. La tincién de CaM
en los ovulos vivos con IP (Fig. 6d vy ®), dio una fluorescencia
muy tenue de toda la regiodn, aparentemente especifica de CaM,
ya que sus controles Ffueron negativos (Fig. 7d). La
fluorescencia cbservada en la IP fue igualmente tenue, camo la
cbservada sobre los ovulos sin IP teftidos in wvive.

La fijacion en estos ovulos, produjeo en la ZP algan
cambio confaormacional, Qque s@ tradujo en Rl reconecimiente de
los anticuerpos antiCaM (Figs. €a, b y ), © bien, que la nueva
conformacion pnrﬁitio la entrada al segundo anticuerpo (con

fluoresceina) perc no su total eliminacion durante el lavado.

Localizacion de la CaM en los espermatozoides.

Nuestro interés se enfocd en chservar la localizacion
d@ la CaM en los espermatozoides con RA, © sea en los
espermatozoides con capacidad para fertilizar. Mostramos que 1a
region postacrosomal, sefialada come poesible sitio de
reconoccimiento del avula, presaentaba CaM. Esto concuerda con
las observaciones previas realizadas en nuestro laboratoriao
(34), on las que la RA fue producida de manera sincraenica. Una
diferencia de nuestros resultados con las de Trejo y Majica
(34) (-1 el poercentaje tan bajo, aqui mostrado, de

espermatozoides con banda fluorescente a nivel de 1la region
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ecuatorial. Esta diferencia padria ser atribuida a 1la
sugerencia de Trejo y Majica de que la localizacian de CaM en

esta region es transitoria.
El sistema de fertilizacion heterocloga

Con @l sistema de {prtili:a:idn adoptado s comprobd la
necesidad de 1os iones calcio y petasio para la fertilizacian,
como habla sido demostrado por Yanagimachi (64). Con la tecnica
de marcaje® con Hoechst (Fig. 9) s@ puda discernir tempranamente
(2 horas de co-incubacion), igual que por contraste de fases,
la internalizacion y descondensacion del ndclec espermatico
(Fig. 8). La tecnica de Hoechst es recomendable cuando se
desea practicar en los ovulos alguna otra determinacion, como
en nuestro caso @1 marcaje de CaM, ya que en la valoracian de
la fertilizacion por contraste de fases @1 ovulo observado debe
ser viable vy no @ facilmente recuperable debide a que 1la
cbservacidn se realiza entre perta y cubrechbjestos.

La fertilizacion heteraloga, coma habia Siut
previamente descrito no evita la pelispermia (639). El avulo del
hamster depende totalmente de la reaccion de la zona para
evivar la entrada de espermatozoides supernumerarios (15). Si
ockriera un bloques a nivel de membrana plasmatica del ovulo,
ya s@a porque la fusion de los gametos (o por la reaccion
cortical) produjera un cambioc del potencial de la membrana, el

impedimente © bloques de l1a entrada de espermatozoides
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suplementarios debia ser transitorio, ya que los datos
mostrados indican un alto grade de polispermia, la cual se
incrementa con el tiempo de incubacién (Fig. B8b). En los
avulos del hamster debe existir un gran centenido del factor
descondensante de la cromatina, vya que todos 1o ndcleos
espermaticaos internalizados presentaron wun alte gradao de
descondensacidn, cuande la ohservacion se realizé 17 horas
despuss de iniciada la interaccion. La formacion de prondclecs
1 s® logre distinguir (Fig. 8. sin embarge ne pudo
visualizarse si mas de un ndcleo espermatico avanzo hasta la

etapa de prendcleo.

Distribucion de la calmodulina en los ovulos fertilizados

Bajo las condiciones de deteccion de CaM esmpleadas &n
este trabajo, ne fue posible distinguir un cambio de
distribuciédn de la proteina en @l ovule hasta las 2 horas de
inseminacion. El patrén de tincidn de CaM gque presentaron a
las 2 horas fue diferente al mostrado por los avulos no
fertilizados (que no fueran puestos &N cantactao can
espermatozoides) © por 1o Ovuleos inseminades @n ausencia de
potasio. Esta nueva distribucion sugiere un rearregle de CaM
en hilos delgados, que permite sugerir la colocalizacian de CaM
con los microtubules y con los centros organizadores de estos
(70). La CaM s@ ha detectado asociada a los microtubulos del

huse mitotico (27,70) y en este trabajec se mastro, que
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prebablemente también esta asociada &l huseo meiotico (Fig.
3c). Los microtubulos en @1 hueve son esenciales para la
meiosis, incluyende la formacion del cuerpe poelar y la
migracion de los prondcleos (15,70). En la fertilizacidn
hetercloga realizada en este trabajo, la pPresencia de
prondcleos fue aparente hasta las 4 horas de inseminacion, pera
@l rearregle de CaM 1o observamos a partir de las 3 horas. La
formacion de los prondclecs pudo ser retrasada per la
polispermia (71), o kLien, de los resultados & podria sugerir
que la activacion y rearreglo del citoesqueleto en #1 avulo es
un evento previo a la formacion de los prondclecs, Yy ne un
evento simultaneo o paralelo con la formacion de estos (6).

En 1 espermatozoide, durante su interaccion can el
ovulo, la distribucion de CaM no pudo seguirse debido a 1a
intensa fluorescencia del gameto femenino. El tiempe de
e:pasicidn para la fotografia de los gametos en interaccicn
estaba dado por ®1 dvule, por ello 1 flagelo espermatico can
una fluorescencia mucho menor no era facilmente distinguible.
Cuando 1a cabeza del espermatozoide con RA &8 internalizada, la
membrana plasmatica que la cubre queda formande parte de la
correspondiente del ovula (72,73). El heche de observar
espermnatozoides, &n @1 interior del avulo, con un  cone
fluorescente en su region postacrosomal indica, que la CaM se
localiza por debajo de la membrana plasmatica y que &uJ union, a
proteinas que la reconccen @& fuerte. Esto podria sugerir 1la

participacian de la CaM del espermatozoide en procesos que
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deberan ocurrir en la regidn pastacrosomal del gameto, como la
descondensacion de la cromatina, que se ha sugerido se inicia

@n esta regian.

Efecto de la trifluoroperazina

Sobre los espermatozeoides. La adicion de trifluoroperazina (1 o
10 micromolar) a espermatozoides que han completado algunas de
las etapas de su capacitacion les acelerd la presentacion de la
reaccian acrosomal (veas® @n Resultados: Efecto de 1la
trifluoroperazina scbre los espermatozeoides). Se ha descrito un
efecto dual de este farmaco antagonista de 1a calmedulina: a
concentraciones bajas (1-10 micromolar) inhibe la reacciaon
acrosamal , mientras gque a concentraciones altas (25-100
micromelar), 1a inducen (35,52). Nuestros resultados podrian
interpretarse de la siguiente manera: en los espermatozoides en
los que la capacitacion ha avanzado en algunas de sus etapas,
@l antagonista de CaM a concentracion baja ne inhibe la
capacitacian ni a la reaccidn acresomal, y par &1 cantrario,
las acelera.

A diferencia de lo comunicado por Aitken (60), e&n este
trabajo s observe una estimulacion en la movilidad de los
espermatozoides cuanda fueron tratados con TFP (1 o 10
micromolar). Lo anterior es s¥plicable, ya que Aitken indica
que ®® requiere de una concentracidn 80 micremolar, para que
ocurra una disminuciodn en la movilidad de los espermatozoides

del hombre. Sin embargo. este autor no observo estimulacion con



64
@l uso de una dosis similar a la nuestra (10 micromolar). Para
explicar 1o anterior podria sugerirse una diferencia de
esSpeRcia, e bien un efecto diferente del farmaco socbre el

gameto, dependiente del estadioc de su capacitacion.

En la interaccidn avulo-espermatozoide. En concordancia con los
resultados de Aitken (60), 1la preincubacion @ interaccion de
los gametos en presencia de TFP (1 & 10 micremelar) na inhibio
l1a fertilizacion, y aparentemente aumenta el nameroc de
espermatozoides que penetraron por avuloc. Estos resultados
padrian atribuiree a las acciones hidrofobicas inespecificas
del antagonista de CaM (35). Asumiendo que la CaM participara
directamente en la fusion odvulo-espermatozoide, un efecto de la
tripsina (utilizada para retirar l1a IP) sobre la CaM, que la
vuelva insensible a TFP (pero ne interfiera en su funcian) ne
puede ser descartado (47); aunque tendria que aceptarse que 12

funcian de la CaM en la fusion no & altera.

Efecte de 1los anticusrpos antiCaM en la interaccion ovule-
espermatozoide

La inhibician de la fertilizacion de los avulas,
pretratados @ incubados con les anticuerpos anticalmadulina,
inseminados can espermatozoides fertilizantes, padria
atribuirse: 1) al blogueo especifico de la calmodulina, 2) a un
bloqueo inespecifico y 3) a la menor movilidad que presentaran

los espermatozoides.
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Para considerar como causa de la no fertilizaciéen 1la
primera sugerencia seffalada, tendria que aceptarse que la CaM
fuera un companente que participara directamente e@n la
fertilizacion Yy que @1 @l ovulo presentara CaM en su exterior,
Ya que @& muy improbable que los anticuerpos hayan penetrado.
De la necesidad de calcio en ®l medio, para que ocurra la
fertilizacion, proponemcs la posible participacian de CaM en @l
procese, y de los resultados de este trabajo sugerimos, que una
parte de la CaM del ovulo s localice en su superficie externa.

Un blequec inespecifico padria sugerirse, del hecho de
que la fertilizacion también fue inhibida por las IgGs de suero
preinnune de borrego, pere la inibicion por los anticusrpas
inespecificos, pbdria atribuirse, a la perdida de la movilidad
que causaron sobre los espermatozoides.

La menor movilidad que presentaron los espermatozoides
a2l contacto con los anticuerpos antiCaM, consideramos que no es
@l factor determinante de la inhibicion de la fertilizacion. Ha
&ido descrito qQue &1 ovulo puede sRr fertilizado par
espermatozoides inmnéviles (15), siempre y cuando carezca de IP.
Ademas, los espermatozoides si lograron hacer contacte con el
gvulo ¥y su interaccion fue firme, ya que s@ mantenian unidos
después de 2 lavados. Esto contrasteé con @l comportamiento de
los espermatozoides puestos a interacciconar con los ovules an
presencia de las IgGs inespecificas. Con base en estos
resultados propanemos gque &1 anticuerpe antiCaM evito 1la

penetracién de los espermatozoides, perc no su fusion al ovula.



CONCLUSIONES

1. La cantidad de calmodulina y su distribucidn en el é&vule
del hamster es dependiente del tamafe del gameto. En los
avulos de diametre intermedio, de 292 a 100 micras, la
calmodulina se encuentra mas estructurada que en las pequefios
(67-84 micras), @n los que la calmodulina & cbserva an menor
concentracion y distribuida de manera difusa. Estos resultados
permiten concluir ademas, Que el ovulo del hamster durante sw
crecimiento debe sintetizar CaM, igual que se ha observado en

#l gameteo de los anfibios.

2. Los @vulos sin zona pelucida, +ijados, permeabilizados o
ne, presentaron a la CaM, por IFI, en: a) @l cuerpe pelar, b’
en @1 sitic de liberacion del cuerpe pelar, c) Fermande
diversos entramados, d) formando un halo fluorescente. De la
anterior se concluye: 1) que el metodo empleado para separar a
la IF del ovulao, na influye en el patran de distribucion de la
CaM, 2) que en los avulos sin IP, la fijacién proedujo una
permeabilizacian ligera, 1o que permitia 1la entrada de las

anticuerpos a la celula.

3. La fijacioén altera a la IP, de manera tal, que presenta una

reaccion inespecifica fuerte al anticuerpo anti calmodulina.
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4. El avulo del hamster no muestra ningun sitio antigénico que

reaccione con las IgGs de suero narmal de borrego

3. En los espermatozoides capacitados en @l medio MCM-PL y que
sufrieran la reaccion acrosomal de manera espantanea, se
detectd la presencia de CaM en la region pestacrasomal. De 1o
anteriaor, 8@ concluye® que durante la RA Qcurria 1a
translocacian de la CaM, como ha sido previamente descrito par

nuestro grupao (24).

6. La valoracion positiva de la fertilizacion heterologa, fue
posible hasta las 2 horas de co-incubacian de los gametos,
tanto por microscopia de caontraste de fases caomao por tincion

del DNA con el reactivo de Hoechst.

7. La presencia de los iones calcio y potasio, en el medio de
fertilizacian, es indispensable para que la fertilizacion

ocurra, @n concordancia con 1o comunicadeo previamente (26, &64).

8. Una alteracien del patrén de distribucidon de CaM en los
ovulos e@s aparente hasta las 2 horas de iniciada la

fertilizaciaon.

8. El inhibidor de la calmadulina (TFP) acelera la

presentacidn de la reaccidén acrosomal de las espermatoides del
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cuye y ne inhibio 1a fusion de los gametos, ni la formacién de
los prondclecs. S sugiere que @1 complejo Ca-calmodulina na
participe directamentes en los 3 procesos mencionados. Aunque,
el tratamiento de los gameteos con anticalmodulina inhibio 1la
fertilizacidn. De estos resultados en conjunto, concluimos que,
ne s posible adn establecer i la calmodulina tiene una

funcion @n la fusion de los gametos.
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