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RESUMEN

El ciclo meidtico en los mamiferos comienza en el ovario fetal,
prosigue hasta el estado de diplotene de la primera profase, y
se detiene, poco antes del nacimiento en una fase similar a G2.
La reiniciacion de la meiosis , la cual ocurre inmediatamente
antes de la ovulacion, representa la transicién entre las fases
G2 y M del ciclo celular.

Una vez ovulado y fertilizado el oocito es activado, fenémeno
que lo capacidad para iniciar el clivage el cual consiste en
rapida alteraciones de los estados de interfase y de mitosis. Se
ha sugerido que un "reloj ordenador" controla el clivage post
- cigbtico en virtud a que estas divisiones son relativamente
ripidas, sincronicas y no dependen del crecimiento celular.
Aunque varios componentes de este reloj se han descubierto,
los elementos que determinan su ciclicidad no han sido
identificados. El reloj, se caracteriza por la actividad del fac-
tor promotor de la fase M (FPM) ,una cinasa dependiente de
ciclinas, que cuando se activa induce la célula a la mitosis. De
otro lado, se ha hallado que aumentos periédicos de la
concentracién de calcio libre citosélico (|Ca™] )contribuye a la
regulacién de los ciclos celulares. Aunque el grado de
regulacién ejercido por dichas oscilaciones de [Ca™] no se
conoce con certeza, se ha sugerido que el mecanismo que las
controla es un componente fundamental del gran reloj
ordenador.

Aqui exploramos las posibles interacciones que pueden existir
entre Ca™ y el FPM, como estas regulan los ciclos celulares
durante el desarrollo embrionario temprano (post - cigético)
Y qué aplicaciones médicas y comerciales se han derivado de
su estudio.

Palabras claves: ciclo celular, ciclinas, cinasas- fosfatasas,
activacion, desarrollo temprano.

0J CI’ 'OPLASMATICO Y DESARROLLO
- EMBRIONARIO TEMPRANO: UN MODELO CON
FUTURAS APLICACIONES MEDICAS Y COMERCIALES.

INTRODUCCION

El principio de la enucleacion de
un oocito para que su citoplasma
sirviera como receptor de un
nucleo proveniente de una célula
de otro embrién -clonacion- fue
postulado por el embridlogo
aleman Hans Speman en 1938,

quien la describié como "una
experiencia fantastica". Lo hacia
con el fin de verificar la hipotesis
de que una célula embrionaria
contiene todas las instrucciones
para desarrollarse como un
individuo completo?,

La hipotesis fue probada por
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primera vez en 1996, por el grupo
encabezado por Wilmut y
Campbell, en ovinos. Este éxito
fue posible gracias a los recientes
estudios sobre la interaccion del
nicleo donado y el citoplasma
receptor, después de la
reconstruccion del embrion'™.

Trabajos como el de Masui y
Market en 197199, en los cuales
se hallé que la maduracion del
oocito es un proceso exclusiva-
mente citoplasmatico, abrieron el
camino a una serie de investiga-
ciones que condujeron a
descubrir que el denominado fac-
tor promotor de la maduracion
(FPM) no solo promueve la
maduracién sino que también
juega un papel clave en la
regulacion de los ciclos celulares
mitético y meidtico®**?,

En células embrionarias,
contrariamente a lo que se
registra en células somaticas, el
progreso del ciclo celular es
regulado por el estado del
citoplasma. Reacciones pura-
mente citoplasmaticas periodica-
mente aumentan y disminuyen la
actividad del FPM y conducen al
nucleo, esté listo o no, a iniciar y
finalizar el ciclo mitético™ .

El FPM esta compuesto de dos
subunidades, una de las cuales es
el producto del gen cdc2, una
proteina con una masa molecu-
lar relativa de 34.000, conocida
como p34°<, presente en todas
las especies estudiadas hasta hoy,
desde la Schizosaccharomyces
pombe, levadura en la cual se
descubrid, hasta el hombre %27,
La otra subunidad es otra proteina
que se acumula durante la



interfase y declina durante la mi-
tosis: la ciclina®”. Las dos
subunidades deben estar unidas
y fosforiladas en ciertos residuos
de aminoécidos para que el FPM
(heterodimero p34°<*+ciclina)

sea funcionalmente activo " '%
37, 45

En oocitos maduros su "reloj" se
encuentra detenido en metafase
de la meiosis I, a causa de la
proteina producto del gen c-mos,
conocida como factor citostético
(FC) por evitar la degradacion de
las ciclinas y mantener asi activo
el FPM™®#9_E] factor citostatico
-FC- se inactiva a causa del
aumento del [Ca™], inducido por
la fertilizacion, el cual libera el
mecanismo proteolitico que
degrada las ciclinas, conllevando
por lo tanto a la caida en la
actividad del FPM que se traduce
en la finalizacion de la meiosis y
la entrada a la interfase del primer
ciclo celular mitético en la vida
de un individuo. Al final de cada
interfase la actividad del FPM
aumenta, iniciando una cascada
de reacciones que finalizan con
la desintegracién de la membrana
nuclear, la condensacidn
cromosomica y ¢l ensamble del
huso mitético, es decir, conduce
la célula a la mitosis para luego,
en la medida en que la ciclina se
degrada, volver a entrar a
intcrfase (323, 29,34, Jx).

A raiz de los hallazgos anterior-
mente sefialados, se sugirié que
los ciclos celulares en los estadios
tempranos del desarrollo embrio-
nario, son controlados por un
oscilador bioquimico del cual el
FPM seria el constituyente prin-
cipal. No obstante, que un
proceso dependiente de aumentos
en los niveles de [Ca"'], estaria
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regulando las oscilaciones del
FPM!7 3. 42. 46 Egta tesis se
apoya, entre otras evidencias en
el hecho de que uno de los rasgos
mds notorios que caracterizan a
los oocitos de mamiferos es que
su sensibilidad para liberar calcio
de sus depdsitos internos en
respuesta a la fertilizacion, va
aumentando en la medida en que
estos maduran, haciéndose
maxima justo antes del momento
optimo de la fertilizacién®*% %),

Adicionalmente, se ha hallado
que las ondas de calcio
observadas en el oocito recién
fertilizado, inducidas por un fac-
tor proteico presente en el
espermatozoide -la oscilina-“%),
estdn altamente correlacionadas
con el éxito del desarrollo
embrionario post-fertilizacion' '*
*_ Lo anterior nos permite
clasificar a la "oscilina" dentro de
los factores extragendémicos de
origen paterno asociados al
desarrollo embrionario temprano,
los cuales cada dia cobran mayor
importancia en el campo de la
reproduccion asistida.

EL FPM

Cuando las ranas hembras se
estimulan apropiadamente, se
produce secrecion de progestero-
na por parte de las pequeiias
células que rodean el oocito. Esta
hormona actia sobre el oocito,
induciendo la desintegracion de
la membrana nuclear, la conden-
sacion de los cromosomas y el
ensamble del huso meidtico 1. El
proceso culmina con la formacién
del primer cuerpo polar, el
ingreso del oocito ameiosis Il y
la detencion de su ciclo celular
en metafase de la meiosis II .
Este ultimo evento se atribuye al
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producto del gen c-mos conocido
como factor citostatico (FC).
Con tales caracteristicas se
ovulan los oocitos. La
fertilizacion libera los mismos de
ese "freno meidtico”, permitién-
doles pasar a la anafase de la
meiosis II, formar el segundo
cuerpo polar y entrar en la
interfase previa al primer ciclo
mitético. El proceso que permite
a los oocitos totalmente
desarrollados fertilizarse se
denomina maduracion meidtica y
comenzo a estudiarse in vitro por
la adicién de progesterona a
oocitos quirirgicamente extrai-
dos de ranas hembras del género
Xenopus laevis®),

Todo lo anterior se inicio con los
trabajos de Masui y Market en
197199, quienes estimularon con
progesterona oocitos inmaduros
extraidos de rana (Xenopus
laevis) ¢ indujeron en ellos la
maduracion. Parte del citoplas-
ma (=5%) de los oocitos asi
madurados se extrajo e inyecto
en oocitos inmaduros. Los
oocitos receptores maduraron
como si hubieran sido tratados
con progesterona y se utilizaron
como donantes de citoplasma
para un tercer grupo de oocitos
inmaduros, los cuales a su vez
maduraron y sirvieron como
donantes citosplamaticos para
obtener un cuarto grupo de
oocitos maduros. Con estas
transferencias sucesivas se demostrd
que cualquier factor que estuviera
promoviendo la maduracién , era un
componente  del oocito no
fertilizado mas que un efecto de la
progesterona con la cual se madurd
la primera cohorte de oocitos. El
factor que induce la maduracion se
denominé "factor promotor de la
maduracion”( FPM).




DNA vy la duplicacién de los
centrosomas son también una
consecuencia de la inactivacién
del FPM. En los ciclos celulares
de células somaticas, estos dos
iltimos eventos son consecuen-
cia de una transicién adicional del
ciclo celular llamada Start, que
se registra durante G1, después
de la inactivacién de FPM®,

En 1.983, Evans y cols!”,
midiendo la cantidad de proteinas
sintetizadas durante los dos
primeros ciclos celulares en
huevos de erizo de mar, descu-
brieron que la cantidad de éstas,
aumentaba linealmente después
de la fertilizacion, sin embargo ,
ciertas proteinas se comportaban
totalmente diferente: desapare-
cian abruptamente al final de cada
mitosis y luego reaparecian
gradualmente durante la siguiente
interfase. El comportamiento
ciclico de estas proteinas, desde
entonces llamadas ciclinas,
sugirié un simple modelo con tres
predicciones probables :

1) las ciclinas son proteinas que
activan FPM o hacen parte de é,
2) las células deben acumular
ciclinas para entrar a la mitosis y
3) las células deben degradar las
ciclinas para salir de mitosis.

La investigacion en tomo al FPM
aumentd exponencialmente du-
rante los afios '80s conduciendo
a la identificacién del primer
componente del FPM. Células de
levaduras mutantes, con incapaci-
dad para realizar mitosis,
lograron dividirse con la ayuda
de un ADNc obtenido de células
de mamifero que codificaba para
la proteina p34°%22%, La proteina
de 34 KDa, producto del gen
cde2 (p34°%?) fue reconocida en
el FPM por medio de un

anticuerpo dirigido contra ella. .

El segundo componente del FPM
identificado por Minshull y cols,
en 1.98997 resulté ser una
ciclina. Después de tratar
extractos del ciclo celular de
oocitos de rana con sondas
antisentido contra los ARNm de
las ciclinas B-1 y B-2, se inhibié
la capacidad inicial de dichos
extractos para inducir el ciclo
celular y por tal hecho concluye-
ron que la sintesis de ciclinas B
es esencial para la activacion del
FPM . Las ciclinas asociadas al
FPM pertenecen a la clase de
ciclinas mitéticas, las cuales
aumentan durante la mitosis.

En conclusion, mientras que la
cinasa p34°*? es constante en su
concentracidn la ciclina tiene un
comportamiento periédico, se
acumula durante la fase S, se
degrada durante la fase M.

Actualmente se ha establecido
que el heterodimetro p34<%? -
ciclina es una proteina cinasa que
cuando se activa fosforila una
variedad de proteinas e induce
mitosis en células en todas las
especies estudiadas desde
levaduras hasta humanos®. Entre
las principales proteinas sobre las
cuales actia el FPM activado
estan: la histona H1, lo cual
conlleva a la condensacion de los
cromosomas‘'*'* las laminas,
por lo cual se produce la
despolimerizacion de la membra-
na nuclear'®™, la ARN
polimerasa, por lo cual se inhibe
la transcripcién caracteristica
durante la mitosis® y la sub-
unidad regulatoria de la miosina
citoplasmadtica, proteina que
cuando se fosforila se inactiva y
se incapacita para ejercer su
funcién de ATPasa y dirigir los
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filamentos de actina durante la
division celular®,

Con base en lo anterior, el
nombre de factor promotor de
maduracién se ha cambiado a fac-
tor promotor de meiosis/mitosis
49, ademas se sigue recono-
ciendo como "el mecanismo de
control universal" que regula el
comienzo de la fase M©Y,

La p34°? se dirige al nicleo
después de su asociacién con
ciclina B la subunidad activadora
7, pero esa simple asociacién no
es por si misma suficiente para
la activaciéon de su actividad
cinasa’?. La p34° tiene sitios
de fosforilacion o desfosforila-
cién que son regulados por
proteinas cinasas o proteinas
fosfatasas, respectivamente?”,
La p34°“ tiene un sitio de
regulacién positiva en la tronina
de la posicion 161 (T161) que es
fosforilado por Cak (cdk- activat-
ing kinase) y dos sitios de
regulacion negativa; en la tirosina
de la posicion 15 (Y15) y la
treonina de la posicion 16 (T16)
que son fosforilados por Wee 1.
La inhibicion ejercida por la
fosforilacion de estos dos tltimos
residuos aminoacidicos es supe-
rada por la accion de la fosfatasa
Cdc25, la cual, a su vez, se
autoregula por fosforilacién. Una
retroalimentacion positiva ejerci-
da por la p34%¢? activa, sobre
Cdc25, estimula la activacion del
FPM, aunque no es claro atin
como Cdc 25 se activa inicial-
mente'*?,

Las cinasas y fosfatasas capaces
de modificar p34? que
inicialmente fueron identificadas
por analisis genético en levaduras




(Wee 1, Cdc25) y en oocitos de
rana (Cak), hoy se les conocen
sus homélogas en mamiferos?.
La idea es, que solo desfosfori-
laciones estratégicas de los sitios
de regulacién negativa pueden
permitir la activacion de p34*?
en la mitosis, no obstante estar
unida a las ciclinas. Esto ayuda
a explicar por qué, a pesar de la
acumulacion gradual de las cicli-
nas durante G2, la actividad
cinasa no aumenta abruptamente
sino en mitosis. Las células salen
de mitosis debido a que la
actividad cinasa de la p34°*? cae
rapidamente a causa de la
destruccion proteolitica de las
ciclinas"? (ver figura 2).

El modelo que postula la
existencia de un reloj
citosplasmatico basado en el
FPM podria resumirse asi: Antes
de la sintesis de ciclinas, la
cantidad de pre- FPM es peque-
fia, pero a medida que las ciclinas
se sintetizan, el pre - FPM
aumenta hasta un nivel en el que
eventualmente excede la habili-
dad de la Weel para inactivarlo.
En este punto el FPM comienza
a ejercer su actividad cinasa,
activando Cdc25 e inactivando
Wee 1, lo cual conduce a una
activacion rapida e irreversible de
todo el FPM existente en la
célula. Una vez activado
completamente, el FPM activa la
maquinaria de degradacion de
ciclinas, con la cual la célula sale
de mitosis. la degradacion de las
ciclinas es el resultado de

conjugacion de ubiquitina a las
ciclinas. La ubiquitinacion de las
mismas permite que sean
reconocibles por una proteasa
citosdlica compleja’”. El modelo
postula que en células embriona-
rias, la ubiquitinacion de las
ciclinas es estimulada por el
FPM y por lo tanto ocurre
solamente durante la mitosis.
Ademas, que durante la nueva
sintesis de las ciclinas requeridas
para la siguiente mitosis, se
remueve la tirosina fosfatasa la
cual impide que el FPM que
nuevamente se forma, adquiera
actividad.

Papel del calcio

En los vertebrados, los oocitos no
fertilizados se detienen en la
metafase de la meiosis II por efectos
del FC el cual tiene un componente
esencial producto del proto-oncogen
c-mos. El FC evita la degradacién
de la ciclinas mediadas por las
ubiquitinas y por lo tanto, la
inactivacion del FPM™9,

Universalmente, la liberacion del
calcio interno -[Ca™ | - hace parte
del proceso de fertilizacion lo
cual no es sorprendente ya que
otros procesos celulares tales
como la activacion de linfocitos
T o la proliferacién inducida por
los factores de crecimiento,
utilizan esta via"”.

Durante la fertilizacién, en ¢l
momento de la fusion de las
membranas, ¢l espermatozoide
introduce en el oocito un factor
proteico inductor de las
oscilaciones de Ca™’, denomina-
do "oscilina" el cual induce a una
serie de oscilaciones de Ca'”
caracteristicas demostrables por
incrementos periddicos en el
calcio citoplasmatico libre:
[Ca™], los cuales actian como
una seiial esencial para la
activacion del oocito, y el
desarrollo embrionario en sus
estados iniciales®'***"_El patron
oscilatorio de esta sefial univer-
sal es exclusiva de oocitos de
mamiferos y puede llegar a durar
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Fig. 2. Cambios moleculares del FPM durante el ciclo celular.
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hasta 20 horas'”, La activacion
del oocito conduce a la
reanudacion del ciclo celular y se
asocia con un descenso en la
actividad de la historia HI
cinasa(lo. 21, 30, 47).

La oscilina, es una proteina
soluble del esperma que existe
como un oligémero con una
subunidad de M 33 K y una
localizacién intracelular especifi-
ca en el segmento ecuatorial de
la cabeza del esperma. Se
caracteriza por la similitud con
una hexosa fosfato isomerasa
identificada en procariotes. Hasta
ahora no se desmotrado el papel
de las hexosa fosfato provenien-
te del esperma durante la
fertilizacion, aunque una impor-
tante hexosa fosfato, el inositol
1,4, 5 trifosfato (InsP,), esta bien
caracterizada como segundo
mensajero que moviliza calcio
intracelular del oocito ©.

En los oocitos, como en la
mayoria de las células somaticas,
el Ca' citosélico es aumentado
por liberacién del mismo a partir
de los depdsitos intracelulares en
el reticulo endoplasmico(RE).
Son dos los tipos de canales de
Ca'" propios de este RE : lo
receptores para inosotol 1, 4, 5
trifosfato (InsP,R)y los recepto-
res ryanodine ( RyR) ®**7. Estos
receptores son sensibles a
variaciones en las concentra-
ciones de [Ca'"] de modo que
cuando la concentracion descien-
de estimula su apertura, mientras

las altas concentraciones cierran
dichos canales. El efecto estimu-
lante de las bajas concentraciones
de Ca'", causa el proceso de
liberacién de Ca'* inducido por
Ca' (LCIC). Este proceso de
retroalimentacion positivo condu-
ce a un mecanismo regenerativo
de liberaciéon de Ca*’, el cual es
responsable de que pequenas
variaciones de Ca'" sean
amplificadas a oscilaciones
globales y ondas de Ca'". La
sensibilidad de los canales de
Ca'" para liberar el mismo se
regula por la asociacion con otras
moléculas mensajeras tales como
InsP, para InsP,R y ADP- ribosa
ciclica para los R y R®*7,

En los oocitos de mamiferos, la
evidencia actual sugiere que la
liberacion de Ca’™ en el momento
de la fertilizacion proviene de la
estimulacion de InsP R presentes
sobre los depésitos de calcio. La
evidencia mas convincente de
esto es el hecho de que un
anticuerpo monoclonal (18A10)
inhibidor de funcién, dirigido
contra la region formadora de
canales de los InsP R tipo I de
ratén, inhibe los picos de Ca™
inducidos por la fertilizacion en
oocitos de hamster y de raton®".
Sin embargo, teniendo en cuenta
lo encontrado en otras especies
de mamiferos, una completa
inhibicién de Ca™* es evidente
cuando son inhibidos tanto los
receptores Insp,R como los

Ryr®.
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Aunque la via utilizada por el
espermatozoide para iniciar las
oscilaciones no ha sido identifica-
do de manera precisa, se sugiere
que al momento de la fertilizacion
es activado un receptor de la
membrana plasmatica del oocito
que podria estar acoplado a una
proteina de unién a GTP (proteina
G) o tener una actividad tirisina
cinasa por la cual puede activar
una fosfolipasa C (PLC) que a
su vez estimula la produccion de
InsP,, un agonista comun
liberador de Ca™"".

Una clara demostracion de que
el sistema controlador de las
sefiales de Ca" es regulado
durante el desarrollo esta en cl
hecho de que la habilidad de los
espermatozoides para inducir las
oscilaciones de Ca"" depende del
estado de maduracion del oocito.
Los oocitos inmaduros de raton
y hamster, en general presentan
ondas de Ca" mas cortas, mas
lentas y a veces no visibles,
comparadas con las ondas
derivadas de oocitos totalmente
maduros™. Ademas de estos
cambios, Jones y Cols""",
encontraron que los oocitos
inmaduros generaron solamente
hasta cuatro ondas de Ca™
comparadas con las 20-30
registradas en oocitos maduros.

Damiani y cols, en 1996,
evaluando la maduracion
citoplasmatica y nuclear de
oocitos obtenidos de terneras
impiberes tratando de hallar una
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posible causa de su baja
competencia para el desarrollo
encontraron que el proceso en
general fue similar al registrado
en los oocitos de animales
adultos, sin embargo, las tasas de
clivaje y desarrollo hasta
blastocisto fueron menores. La
evaluacién de la maduracién
ooplasmatica revelé que la
mayoria de los oocitos provenien-
tes de animales impiberes
presentaron algun retardo en la

migracion y redistribucion de las
organelas después de la
maduracién.

La sensibilidad a la liberacion de
Ca** mediada por InsP, que
incrementa durante la madura-
cién y se hace maxima en el
estado de metafase Il en oocitos
de estrella de mar, ratén y
bovino™. Esto parece ser debido
a los aumentos en la cantidad de
InsP.R y de Ca™* en los depdsitos
celulares asi como también a los
marcados cambios en la
reorganizacion que sufre el RE
durante la maduracién'.

De acuerdo con los trabajos
realizados por Ozil®, pulsos
repetidos de calcio pueden ser
esenciales para el normal
desarrollo de oocitos de
mamiferos. En un estudio de
activacion partenogénetica en
conejos, en el que describié un
método disenado para imitar
prolongadas oscilaciones de Ca*’,
se indujeron incrementos repeti-
dos en los niveles de Ca'”

mediante la aplicacién de un
pulso eléctrico de 1.8 kV/cm
cada 4 minutos durante 1.5 horas.
Los 22 pulsos aplicados conduje-
ron a un significativo aumento de
la tasa de desarrollo mas alla del
tercer ciclo celular, comparado
con un solo pulso. Se concluyé
que el proceso de activacion no
es un evento limitado en el tiempo
y, por lo tanto, repetidos
incrementos en [Ca""] pueden ser
importantes para un desarrollo
embrionario normal.

Ademas, en diferentes tipos de
células, incluyendo células
embrionarias de erizo de mar,
raton y fibroblastos, los picos de
Ca"* durante la fase mitdtica son
evidentes''” sugiriendo un incre-
mento en la sensibilidad para la
liberacion del Ca™ durante este
periodo. El estroncio también
causa la liberacion de Ca'*
especificamente durante la mito-
sis y no en la interfase del primer
ciclo celular post- cigbtico!"?.

Estudios en varios sistemas
sugieren que estos picos de
[Ca™], contribuyen al desarrollo
mediante una regulacién ejercida
sobre el ciclo celular. No
obstante, existe controversia al
respecto. Una posibilidad seria
que estas oscilaciones son
esenciales y que el mecanismo
que controla las variaciones
citoplasmaticas de [Ca""] esun
componente fundamental de ese
gran reloj organizador (master
clock)"®,
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Elevaciones transitorias del

[Ca™], se han estudiado
ampliamente en ranas (Xenopus)
y en erizo de mar, en donde el
calcio oscila de una manera si-
nusoidal a periodos equivalentes
a los de la division celular,
Inicialmente se penso que en
ausencia de division celular las
oscilaciones de [Ca™"] cesaban,
pero los experimentos del grupo
de Keating en 1994, usando la
sustancia quimioluminiscente
aequorium sugieren que el [Ca"' |,
oscila, aun si la division celular
se bloquea. Ademas, debido a
que las oscilaciones persisten en
un medio libre de Ca™*, se postula
que el oscilador es completamen-
te endégeno'?.

En de erizos de mar, estudios con
fura-2 se hallé que los picos de
[Ca™], aparecen en:

1) comienzo del ciclo celular,
cerca de la transicion G1/S.

2) durante el ingreso a la mitosis
o en ¢l momento de la
desintegracién de la membrana
nuclear.

3) al final de la mitosis, cerca de
la anafasey

4) durante la citocinesis.

La existencia de picos de [Ca™ ],
que acompaiian a los eventos de
ciclo celular, no necesariamente
implican que [Ca'] que
acompaian a los eventos de ciclo
celular, no necesariamente
implican que [Ca™] esta
esencialmente involucrado. Pero
experimentos de inyeccion y



fertilizacién indican que estas
oscilaciones son esenciales para
inducir a la transicion entre las
fases del ciclo celular. En par-
ticular, los picos de [Ca™],
taducen tanto al comienzo como
al final de la mitosis™®.

La induccion del punto start de
la mitosis ha sido demostrada en
varios sistemas. Han y col
inyectaron blastomeras de
Xenopus con 1) un anticuerpo
dirigido contra fosfatidil - inosi-
tol 4,5 bifosfato (PIP)) el cual
evitaria su hidrolisis catalizada
por la fosfolipasa C y la
subsecuente formacién de InsP,;
2) heparina, la cual compite con
InsP, por los receptores InsP R
y presumiblemente inhibe la
liberacién de Ca++ inducida por
InsP3 y 3) el buffer de calcio
dibromo - BAPTA . Cadaunade
estas inyecciones detuvo parcial
o totalmente el ciclo celular®.

En huevos de erizo de mar,
inyecciones con InsP, o CaCl,
inducen una desintegracion
prematura de la membrana
nuclear (primer indicio de
activacion). Pero los huevos
responden a estas sefales solo si
la inyeccion se aplica por lo
menos 45 minutos después del
clivaje precedente y si la sintesis
de proteinas no se inhibe*".
Ademas, la inyeccion de BAPTA
o EGTA bloquean los aumentos
del [Ca""] evitando la desintegra-
ci6n de la membrana nuclear y el
comienzo de la mitosis. Estos

resultados sugieren que las
oscilaciones de [Ca’’] son
esenciales para el ciclo celular y
que ellas inducen la mitosis
(activacion de FPM)#* 49,

El FPM o histona H1 cinasa,
dependiendo del estado de
maduracion del oocito, puede
inactivarse mediante inyecciones
de InsP.“” o mediante la
inyeccion de CaCl, en mamiferos
superiores”,

.Quién dirige a quién?

Evidencias a favor del calcio
(Quién esta corriente abajo en la
cascada mediante la cual el
[Ca™], induce una nueva mitosis?
Al respecto Whitaker y cols'*
postularon a Camk II, una cinasa
dependiente del complejo calcio
- calmodulina, por que hallaron
que activa Cdc25 in vitro, efecto
que no se observo en las lineas
celulares de mamiferos detenidas
en G2 por tratamiento con un
inhibidor de calmodulina.

Un papel fundamental del [Ca™"],
relacionado con la finalizacion de
la meiosis se ha observado y
consiste en una explosion del
mismo al momento de la fertiliza-
cién causando una reaccion en
cadena que se comienza con la
inactivacién del FC con lo cual
se libera el mecanismo de
degradacion de las ciclinas y
dado que las mismas son una
parte fundamental del FPM, este
se inactiva permitiendo al cigoto
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entrar a la interfase de su primer
ciclo mitético®™?.

Lorca y cols® en una serie de
experimentos muestran que
cuando las concentraciones de
Ca’" libre aumentan en un rango
fisiolégico micromolar se desen-
cadena un proceso dependiente
de calmodulina que conllevaala
degradacion de las ciclinas, esto
a partir de extractos libres de
células obtenidos de huevos
detenidos en metafase de la meio-
sis II (extractos de FC). Por lo
anterior, se ha sugerido que los
picos de [Ca"'] subsiguientes
regulan los ciclos celulares post-
cigéticos que dan origen al
embridn, a través de la inactiva-
cién periddica del FPM.

Los mismos autores sefialan que la
activacion de CamK II es una
condicidn necesaria y suficiente
para que el FC se inactive y para que
se libere de su estado inhibido la
maquinaria de degradacién de las
ciclinas. Describen también como
inhibidores especificos de Camk II
evitan la degradacion de las ciclinas
después de la microinyeccion de
Ca'" e igualmente como en oocitos
de rana no fertilizados, la inyeccion
de CamK II constitutivamente
activa, inactiva el FPM y ¢l FC,
aun en ausencia de oscilaciones de
Ca*". Se concluyd, por lo tanto, que
la cascada mediante la cual el
complejo calmodulina - calcio
ejerce  su  accion  pasa
necesariamente a través de la
proteina cinasa CamK IL



Aunque se conoce, como se
menciond anteriormente, que la
destruccion rapida de las ciclinas
inducidas por los aumentos de
[Ca™], es ejecutada a través de
una via proteolitica en la cual
intervienen las ubiquitinas, los
que no se conocen exactamente
son los mecanismos moleculares
mediante los cuales CamK I in-
duce la inactivacion del FPM y
del FC, y la relacién entre esto
dos (ver figura 3.)%",

Evidencias a favor del FPM

Numerosos estudios atribuyen el
control del ciclo celular a la
cinasa p34°? dependiente de
ciclinas. La actividad de p34*
esta determinada por varias
enzimas regulatorias y por el
nivel de ciclinas, el cual es
maximo justo antes y durante la
mitosis y cae rapidamente al fi-
nal de la misma®”,

Gran parte de las investigaciones
coinciden en sefialar los compo-
nentes proteicos como unicos
elementos que controlan las
primeras divisiones post-
cigoticas. Murria y Kischner®
han obtenido extractos de oocitos
de rana en los cuales se registran
multiples ciclos celulares. Ellos
mismos observaron que cuando
ARNm endégeno se destruye, los
ciclos cesan, sin embargo, si el
ARNm de la ciclina se reintro-
duce, los ciclos se reinician. Esto
sugeriria que la sintesis de
ciclinas es esencial para que el

ciclo celular progrese y por otra
parte la ciclina se considera el
unico componentes necesario
para inducir divisién mitética.
Posteriormente, los mismos
autores revelaron que una forma
de ciclina resistente a la
protedlisis, previene el final de la
mitosis, lo cual indicaria que la
destruccion de las ciclinas es
igualmente esencial para la
progresion del ciclo celular. Luca
y Ruderman en 1989, desarrolla-
ron un sistema libre de células a
partir de embrionarias de rana que
realiza uno o mas ciclos de
sintesis y destruccion de cichnas.
Ellos mismos probaron el efecto
de una variedad de agentes sobre
la destruccion de ciclinas,
mostrando que la adicion de
5mM de EGTA, un quelante de
calcio efectivo, no afecta la
periodicidad que exhibe la
destruccion de las ciclinas, como
tampoco lo hace la administra-
cién de ImM de CaCl,.Por otra
parte, la introduccién de un

buffer de calcio en embriones en
division, si bien retarda, no
detiene los ciclos celulares?,

En conclusion, si se asume que
el EGTA y el BAPTA evitan los
aumentos de [Ca"'] y que por el
contrario la adicién de CaCl, in-
duce una elevacién temporal de
[Ca™], los resultados sugieren
que la dindmica de las ciclinas (y
del FPM) no son dependientes de
calcio.

No obstante las evidencias
anteriores, Swanson y cols.,?
sugieren que un oscilador de
[Ca™], es un elemento periddico,
esencial para el reloj ordenador
del desarrollo embrionario.
Exploran esta posibilidad
acoplando el modelo basado en
el oscilador de [Ca''] a un
modelo que involucra las
interacciones proteicas que
gobiernan la actividad del FPM
durante el ciclo celular en las
primeras etapas del desarrollo

Fig. 3. Esquema del modelo en donde el complejo calmodulina/ Ca activan
Cam K Il para fosforilar y activar Cdc25 y la enzima intermediaria (El) de
Ia activacion de las ubiquitinas (UbE).
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embrionario. Ellos mismos
proponen tres hipétesis relaciona-
das con estados dinamicos del
sistema FPM y seleccionan los
requisitos que serian necesarios
para que se cumpla cada una.
Para investigar cémo las
dinamicas de [Ca™], pueden
controlar las divisiones celulares
en los primeros estados del
desarrollo embrionario, los men-
cionados investigadorcs acopla-
ronel componamlcmo del [Ca™],
a manera de picos, que ocurre en
erizos de mar y el comporta-
miento sinusoidal propio de las
ranas, con los estados dinidmicos
hipéteticos del FPM. En la
primera hipotesis, las oscilacio-
nes de [Ca™] no alteran la
autonomia del FPM | En la
segunda y tercera hipétesis,
donde el sistema FPM descansa
en estados exitatorios y bi-
estables respectivamente, las
oscilaciones de [Ca’™] conducen
a la activacién ciclica dcl FPM.

Los resultados de la simulacién
muestran que las hipotesis 2 y 3,
indican que la maquinaria que
regula el oscilador de [Ca™],
(depositos internos, receptores,
canales, etc.) es un componente
fundamental del gran reloj
ordenador del desarrollo tempra-
no. La maquinaria actuaria
principalmente basada en el
estado oscilatorio del [Ca™],
cambiando el balance de cinasa
a una actividad fosfatasa, de tal
forma que el sistema FPM pasa
de un estado estacionario a uno
oscilatorio en el cual las pequefias
oscilaciones de [Ca’ '], controlan
la frecuenta de la division celular.

Aplicaciones médicas

y comerciales
Los hallazgos de que el oocito se
prepara durante su maduracién
para responder al espermatozoide
con oscilaciones de [Ca™ ] ayuda
a explicar algunos casos de
infertilidad humana. Reciente-
mente se ha demostrado que
alrededor del 20% de los oocitos
aparentemente no fertilizados, los
espermatozoides penetran pero
se detienen en un estado
temprano del proceso de
fertilizacion*"’, La detencién en
dicho estado puede deberse en
parte, a factores derivados del
padre tales como la oscilina®®, a
anormalidades en los centroso-
mas paternos“” o a anormali-
dades en la maduraciéon del
oocito™, En los tres casos el
espermatozoide es incapaz de
inducir las oscilaciones de [Ca™],
con la consecuente inhibicion de
la activacién del oocito y el
fracaso del desarrollo post-
cigotico™.

Los datos inmunocitoquimicos
han demostrado que la oscilina
se concentra intracelularmente en
el segmento ecuatorial de los
espermatozoides de mamiferos,
precisamente en la regién en
donde la membrana del
espermatozoide se fusiona en el
colema del oocito. De acuerdo
con esta hipdtesis, la difusion de
oscilina al exterior del espermato-
zoide, después de la inyeccion
intracitoplasmatica (ICSI) podria
ayudar a explicar el porqué esta
técnica es mas exitosa en
promover el desarrollo de oocitos
humanos comparada con la
fertilizaciéon in-vitro (FIV).
Adicionalmente, la reducida
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reaccion del anticuerpo mono-
clonal J4 contra la proteina de 34
Kda observada en hombres
infértiles sugiere que la
deficiencia de oscilina puede
estar involucrada en algunos
casos de infertilidad mascu-
lina®®,

La oscilina, que también ha sido
hallada en espermatozoides
murinos y porcinos, parece ser
producida durante los estadios
tardios de la espermatogenesis ya
que la inyeccion intracitoplas-
matica de esparmatidas redondas
no inducen la activacion del
oocito ni el desarrollo embriona-
rio como si lo hacen los esperma-
tozoides maduros cuando son
inyectado a este (ICSI)™.

Por su parte; Collas y Robl™
buscando mejorar las tasas de
éxito en la clonacion de conejos
por medio de la transferencia
nuclear, utilizaron el modelo
desarrollado por Ozil®* basado
en pulsos eléctricos para la
activacion. Los citados investiga-
dores registraron un incremento
significativo en las tasas de
activacién de oocitos recién
ovulados (85% vs 3%) y de
desarrollo hasta los estados de
morula (72% vs 16%) y
blastocito (48% vs 5%) después
de multiples pulsos en
comparacién con los que
recibieron un solo pulso.

La clonacién por medio de la
técnica de transferencia nuclear
representa un campo en el cual
la relacién niicleo - citoplasma ha
cobrado una importancia funda-
mental®®. EIl desarrollo de
embriones producidos por esta




de las

técnica
interacciones entre el nucleo
donado - carioplasto - y el
citoplasma receptor - citoplasto
-. La actividad cinasa citoplas-
matica del FPM sobre la

depende

incidencia de los daifios
cromosémicos y aneuploidias
observadas en dichos embriones
ha hecho necesario desarrollar
estrategias que prevengan tales
daflos. Entre aquellas pueden
citarse principalmente: la transfe-
rencia del nicleo después en un
momento de inactividad del FPM
o la transferencia de nucleos
diploides a citoplasmas en
metafase Il con un FPM activo.
El objetivo; prolongar el periodo
de exposicion del nicleo al
citoplasma lo cual daria tiempo
al niicleo para reprogramarse'’.

Finalmente, dos aspectos de
creciente interés relacionados con
el tema abordado lo constituyen,
por un lado los factores
extragenomicos derivados del
padre y relacionados con el
desarrollo embrionario temprano,
principalmente los centriolos®™”
y por otro, la oscilina®”, De lo
anterior surgen algunas
preguntas:

(Es el imprinting gendémico el
principal responsable de que los
oocitos activados partenogenéti-
camente (ginogenotes) no se
desarrollen mas alla del estado de
blastocitos?

¢Qué tan limitante son los
centriolos y la oscilina, por
ejemplo, en el desarrollo tempra-
no de un embrién producido parte
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