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TEMA DE REVISION

Mecanismo de fertilizacion

Percy Bellido

Definicion

La definicion tradicional indica que fertilizacion es un proceso de union de los pronucleos femeninos y masculinos
para la formacién de un nuevo ser.

No se trata soélo de la penetracion de una célula pequefia (espermatozoide) en una grande (oocito). Se trata de
una interaccidn intercelular, altamente especializada, en la cual un gameto activa el otro.

La interaccion oocito espermatozoide es un complejo proceso sectiencial, que se inicia con el reconocimiento de
receptores complementarios en la superficie de ambos gametosl y finaliza con la unién de los cromosomas
paternos y maternos. Durante este proceso, el monmento crucial es la fusion de las membranas plasmaticas de
ambos gametos.

Puede haber interferencia en la fertilizacion; fungicidas2, magnesio3 nitrazepan4, pulsos sonograficos y Doppler5,
estrés6, zinc7 , apolipoproteinas8; cambios en la insulina de madres obstaculizan la fertilizacion en ratones9.

Es importante mencionar las opiniones de dos investigadores. Hiroil0 indica que fertilizacién es el proceso que
incluye muchos eventos, tales corno maduracion del oocito y esperina, unidn, reaccidon acrosémica, penetracion,
fusion, reaccién cortical, zona de reaccidn y fusién nuclear de ambos gametos.

Sutovskyl1l menciona que la fertilizacién es una cascada de eventos que resultan en la unién de los genomas
paternos y maternos y el establecimiento de potencial metabdlico del cigote. Esta interaccion incluye la
descondensacién del nucleo del espermatozoide en pronucleo, la junta del centrosoma del cigote y la reunién de
la proteinas del centrosoma y los microtibulos del aster alrededor del centriolo del espermatozoide. Tanto la
formacion del pronucleo masculino y la unién el centrosoma del cigote son pasos cruciales requeridos para la
aposicién nuclear y union genémica.

Primer contacto del espermatozoide con el oocito

De los 300 millones de espermatozoides eyaculados durante el coito, solamente 200 de ellos llegan al tercio
externo de la trompa. Aqui, los espermatozoides tienen la posibilidad de entrar en contacto y atravesar, en forma
sucesiva, la masa acumulada y la corona radiada, antes de contactar con la zona peldcida.

De otro lado, el oocito es liberado con una serie de capas que lo cubren. El tamano del foliculo parece tener
efectos beneficiosos en la fertilizacidn, como se ha demostrado en la fertilizacién in vitro12.

La masa acumulada tiene una matriz acelular hecha de carbohidratos, acido hialurénico y proteinas. Para
atravesarla, es necesario que el espermatozoide haya tenido la capacitacién. Los espermatozoides que no han
completado su reaccién acrosémica previa a la penetracion de esta capa, no son capaces de penetrarla. Es posible
que la hialuronidasa (no de origen acrosémico) unida a la membrana ayude a la penctracion de la masa
acumulada. Se postula que la diferencia individual cle espermatozoides permitiria una ruta preferencial en la
masa acumulada, que facilitaria la penetracidn del espermatozoide. La sincronizacién de los mecanismos
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mencionados, son prerequisito para los siguientes acontecimientos de la fertilizacion. Se ha postulado que la
accion mecanica ayuda a desnudar la masa acumulada, en la que intervienen secreciones tubaricas.

Grafico 1. Diagrama representativo de un ovulo
después de la ovulacion, con sus cubiertas celulares.
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Respecto a lo corona radiada, sus células estan ancladas en la zona pellcida. La sola accion mecanica no es
suficiente para separarla. Es necesario una accion fermentativa que separe las uniones intercelulares de la corona
radiada; se ha observado esta separacidon en ausencia de espermatozoides. Se ha estudiado la CD46, una proteina
cofactor de membrana, que protege a la célula de compicniento homodlogo; parece ser que sirve para la adhesion
molecular del espermatozoide al oocito, encontrada en mayor concentracion en espermatozoides que en
espermatides13.

Union del espermatozoide con la zona pellcida

La zona pellcida es una lamina glicoproteica de varias micras de espesor. Su componente acelular, secretado por
el oocito en desarrollo, se llama membrana vitelina. La zona pellcida participa en el fendmeno de adherencia del
espermatozoide oocito, induce la reaccion acrosdmica y participa en el posterior bloqueo para poliespermia. Los
residuos de carbohidratos de las glicoproteinas ZP juegan un rol clave en este paso temprano de la fertilizacion.
Esto se ha demostrado estudiando una bateria de lectinas, todas ellas preferencialmente localizadas en la region
interna de la zona pellcidai4.

En los mamiferos, la zona pellcida tiene proteinas (70%), hexosa (20%), acido sialico (3%) y sulfato (3%). Al
microscopio electrdnico, esta superficie tiene apariencia de enrejado, con muchos filamentos. En la matriz de la
zona pelucida de muchos mamiferos hay varias glicoproteinas mayores; dos de ellas, ZP2 y ZP3, tienen los
filamentos, la ZP1 entrecruza los filamentos como una malla tridimensional, mientras que la ZP3 actla como un
receptor del espermatozoide. La union especifica de una especie de espermatozoide a la zona pellcida es mediada
por una molécula (galactosil transferasa) en la superficie de la cabeza del espermatozoide que une el oligosacarido
de unién O de la ZP3 a una proteina tirosina quinasal5. Una vez localizada la unidn, ocurre en el espermatozoide
la reaccién acrosomal.

La ZP3 (83Kd) funciona como molécula de adhesién y como secretagoga para la exocitosis acrosomall6. Estas
glicoproteinas ZP inician una rapida exocitosis acrosomal. Se han encontrado una rapida exocitosis acrosomal.
Se ha encontrado 30,000 sitios do unién de 1 a 29 NM, en la ZP3. Esto sugiere una unién compleja, en que
participan multiples receptores en la superficie del espermatozoide, asi como ligando.

Es necesario la integridad del acrosoma y se ha estudiado que se encuentra favorecida con la presencia
deantioxidantes: superdxido desmutasa, catalasa, citocromo C; glutation peroxidasal?.

Kodama ha comprobado que la capacidad de unidon del espermatozoide a la zona pellcida esta incrementada,
cuando una condicién perioxidativa media incrementa la formacion de perdxidos lipidicos18. Dicho autor meciona
gue, una condicién peroxidativa suave incrementa una formacion de lipidos peroxidativos, sin modificaciéon
significativa de grupos sulfidrilo libres y parametros de motilidad espermatica, proveen potencial fertilizacion de
espermatozoides por un incremento de su capacidad de unién a la zona pellcidal9.
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Reaccion acrosomal

El acrosoma es una membrana que cubre la porcidon anterior de la cabeza del espermatozoide, formando como
un gorro; se encuentra en la mayoria de las especies. Topograficamente se localiza por dentro de la membrana
plasmatica, con la cual contacta, la membrana acrosomal externa; internamente, se encuentra la membrana
acrosomal interna.

El acrosoma o membrana circundante tiene dispuestas una gran cantidadad de enzimas hidroliticas que incluyen
hialuronidasa, acrosin, pro acrosin, fosfasa, aril sulfatasa, colagenasa, fosfolipasa C, beta galactosidasa, siendo
las dos primeras las mas estudiadas20. Tiene otras proteinas que pueden ser neutralizadas por anticuerpos21.

Grafico 2.Reaccion acromosomal
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La reaccion acrosomal implica la fusion de la membrana acrosomal externa con la membrana plasmatica
envolvente, seguido de la liberacidon del contenido acrosomal.

En el ratén, al menos, el mecanisno disparador es la ZP3 de la zona pellcida, lo cual activa un complejo
mecanismo intracelular, que incluye el influjo del calcio en el citosol del espermatozoide, lo cual se piensa, inicia
la exocitosis.

En los humanos, la fusidn se inicia en el borcle del capuchdn acrosomal y el segmento ecuatorial del acrosoma,
donde parece que las membranas son intrinsecamente menos establers. Esta regidn es rica en sitios de union de
calcio. La reaccion acrosomal es rapida y dura de 2 a 15 minutos in vitro.

Previa a la reaccién acrosdmica, los espermatozoides de muchas especies muestran un patréon de motiliclad
alterado, llamado hiperactivacién. De un inicial movimiento linear progresivo, los espermatozoides empiezan a
mostrar un patron de movimiento erratico, con golpes de latigazo de la cola.

Mecanismo de la reaccidon acrosémica

Esencialmente, un componente gelatinoso del oocito interactlia con la membrana plasmatica del espermatozoide,
induciendo un incremento del pH intracelular y una despolarizaciéon dependiente del calcio.

El cambio de pH causado por un eflujo de hidrogeniones y un influjo de sodio es calcio independiente. Tanto el
incremento de pH como la despolarizacion de la membrana permiten la activacion de canales de calcio de la
membrana plasmatica, permitiendo un influjo masivo de ioncs calcio. Este alto nivel del calcio intracelular induce
la fusion de la membrana acrosomal externa con la membrana plasmatica circundante y la liberaciéon del
conteniclo acrosomal

En los espermatozoides de mamiferos, la ZP2 podria ser considerada como un ligando disparador de la reaccién
acrosdmica. La proteina G es encontrada en la membrana plasmatica y en la membrana acrosomal externa. Los
segundos mensajeros potenciales serian: adenilclasa, que genera AMPc, fosfolipasa C, que induce a inositol
trifosfato y diaciglicerol, fosfolipasa D generadora de acido fosfatidico, fosfolipasa A2, que genera acido
araquidonico.

La reaccidn acrosomal es muy variable de un espermatozoide a otro; unos la hacen pronto, otros mas tarde; en
algunos el disparador resulta inadecuado y en otros el mecanismo de traduccién fallard en algin paso.
Por eso se piensa que, los pocos espermatozoides que llegan a la masa del oocito indican un proceso de seleccion.
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Green, luego de estudios, ha propuesto la existencia del péptido promotor de fertilizacién, que es un tripéptido
similar a la hormona liberadora de tirotropina y que ha demostrado ser capaza de estimular la capacitacion y
habiliadda de fertilizacion en los espermatozoos epididimales del ratén22.

Asimismo se ha investigado el papel de la hexoquinasa localizada subcelularmente en el espermatozoide, y que
modula la capacitacion y la reaccién acrosémica23.

También se ha demostrado la estimulacién del movimiento y reaccién acrosémica del espermatozoide humano,
por el liposoma PC12, encapsulando ATP24.

Usando el analisis del flujo citométrico de una reaccion acrosémica espontanea o inducida, se obtuvo un predictor
de respuesta acrosdmica, a cambio con ionéforo25.

Es motivo de estudio el efecto de la catalasa para capacitar el espermatozoide26, porque neutraliza el peroxido
de hidrégeno que se produce.

El idn cobre ( 100 microgramos/mL) interfiere no sélo en la reaccidon acrosémica, sino en la motilidad y viabilidad
del espermatozoide27.

La unién ZP3 receptor del espermatozoide produce reaccidén acrosémica y expone el sistema proacrosin/acrosin.
El proacrosin por autoactivacion, se transforma en su forma proteolitica activa: acrosin. Esta es una proteasa
serina que une mas al espermatozoide a la zona pellcida y condiciona su penetracién. La zona pellcida es un
substrato especifico y natural para acrosin y su hidrdlisis y fertilizacion pueden ser inhibidas por anticuerpos
monoclonales antiacrosin28. Algunos estudios no le dan mucha importancia al acrosin.

Fusion del espermatozoide al oocito

Cuando el espermatozoides ha penetrado la capa extracelular del oocito, interactia fuertemente con las
microvellosidades de dicha superficie. Las microvellosidades vecinas a las zonas de contacto se elongan y lo
agrupan alredeclor del espermatozoide, para asegurarlo firmemente y permitir su fusién con el oocito. Después
de la fusion, el espermatozoide entero es desenvainado de la cabeza y las microvellosidades son absorbidas.
Varias proteinas de superficie del espermatozoide con actividad catalitica (galactosil transferasa, proteasas vy
glucosidasas) o de lectinas, reconocen y unen de manera especifica a componentes glicoproteicos de la zona
pellcida del 6vulo, como un requisito previo a la fecundacion29.

Grafico 4. Proteina PH-30 en la membrana plasmatica
del espermatozoide del hamster
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Sélo un espermatozoide llega a fusionarse con la membrana del oocito. Dos mecanismos aseguran esto:

Una rapida despolarizaciéon de la membrana plasmatica del oocito, la cual es causada por la fusién del primer
espermatozoide; este mecanismo es temporal.

La denominada reaccion cortical, sobre la cual posteriormente nos referiremos.
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En los mamiferos, la membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide de la regién post acrosomal es la
gue aparentemente se fusiona con la membrana plasmatica del oocito. Esta region solo tiene posibilidad de fusion
después de la reaccion acrosémica. La superficie cle la mayoria de oocitos estd constituida por area de
vellosidades cortas.

Una vez unidas las membranas plasmaticas del espermatozoide y oocito, establecen Lin punto de fusién; aqui ya
no es necesario la motilidad del espermatozoide. La fusion es dependiente de la temperatura, pH, y calcio.

En los hamsters se ha encontrado una proteima transmembrana, llamada PH-30, la cual empieza a ser expresada
en la superficie del espermatozoide durante la reaccion acrosomal, la cual condiciona la unién entre
espermatozoide y oocito, ademas de proveer la fusion de sus membranas.

Esta proteina estd compuesta de dos subunidades tranmembrana glucosiladas, llamaclas alfa y beta, las cuales
permanecen juntas por uniones no covalentes. El dominio extracelular de la subunidad alfa contiene una region
hidrofébica de cerca de 20 residuos de aminoacidos, semejantes a las regiones de fusién de proteinas virales
(unen virus a células infectadas).

El dominio extracelular amino terminal de la subunidad beta semeja a los dominios de algunas proteinas que se
unen a las integrinas (receptores celulares de superficie que ayuda a adherirse a la matriz extracelular); esta
subunidad ayuda a que el espermatozoide se adhiera al oocito, preparandolo para la fusion.

Una vez unidas fuertemente las membranas del espermatozoide y oocito, se produce el ingreso del prontcleo
masculino al citosol del oocito, para, luego de una sucesion cle aconteciinientos, se produzca tin nuevo nucleo
cliploide, inicidandose una nueva vida.

Hay que considerar ademas otras proteinas, que son detectaclas sélo en los oocitos maduros (no en los
inmaduros), que garantizan fertilizacion adecuada30. La cantidad y calidad de espermatozoides determinan su
fusion al oocito31.

Se ha encontrado, en el erizo del mar, que la fertilizacion estimula la asociacion del ABL proteina quinasa con
detergente insoluble en el citoesqueleto del oocito. Sus niveles aumentan a los cinco minutos de fertilizacion, al
igual que la proteina tirosinquinasa32.

Reaccion cortical del oocito

Es un mecanismo que permite que un solo espermatozoide una su pronucleo con el oocito, ocurrienclo en éste
despolarizacién de membrana e incremento de pH intracelular.

Para explicar la activacidon del oocito se ha plateado dos hipoétesis:

a. La hipdtesis del receptor. La GTP une los receptores de membranas a enzimas que generan segundos
mensajeros intracelulares.

b. La hipédtesis del factor espermatico soluble, que activaria los oocitos, situacidon cornprobada en gametos de
mamiferos; se sugiere al aclicio y al ionositol fosfato como los protagonistas de este proceso.

El primer evento de activacién en la mayoria es la despolarizacion de membrana plasmatica33. Este mecanismo
varia segun la especie; en los humanos, el espermatozoide induce una corriente hacia fuera en la membrana
citoplasmatica del oocito, por la activacion de los canales del potasio; aqui interviene el calcio.

Mecanismo de la reaccidon cortical

Cuando el espermatozoide se fusiona con la membrana plasmatica del oocito, se activa la via del inositol
fosfolipido34. En su momento causa el incremento citosélico de calcio, de 0,1 micro mol a 10 micro mol, en
minutos retorna a los niveles de reposo. Pequefias nuevas oleadas contindan por varios minutos después de la
fertilizacién. La oleada u onda de calcio se inicia en el sitio de unién del espermatozoide - oocito, difundiéndose
en sucesivas oleadas, que, segun las especies, ocurren cada 4 a 10 segundos.

Este incremento del calcio activa una reaccion cortical inicial, en la cual los granulos corticales liberan su contenido
por exocitosis. Esto ha sido observado en todas las especies35. En el erizo del mar, la liberacion de calcio mediada

Revista Peruana de Ginecologia y Obstetricia



!

por GMP ciclico no es requerida para el incremento del calcio durante la fertilizacion36. El aumento de calcio
intracelular previene la poliespermia y activa el metabolismo del oocito37.

Un segundo fendmeno es el incremento del pH intracelular, que no se presenta en todas las especies39,40. En el
erizo del mar se ha observado un mecanismo antiporte Na + H+, por activacion de proteina C quinasa, y esto
causa alcalinizacién del citoplasma. Esta elevacidon del pH es necesaria para varios eventos de la activacién que
luego ocurriran. Estad en estudio el rol de la proteina C quinasa en la exocitosis41, el cual es cuestionado.

Eventos estructurales

El primer cambio estructural de la reaccidén cortical del oocito es la exocitosis de los granulos corticales, que son
pequefias organelas esféricas unidas a la membrana y originadas en el complejo de Golgi y que contiene enzimas
y mucopolisacaridasas.

En el oocito de erizo de mar, se ha observado cerca cle 20 000 granulos corticales, que inician la exocitosis en la
zona de unién del espermatozoide oocito y que luego en oleada se exocitan el resto de granulos. Esto modifica la
membrana vitelina, tanto por la accidon de enzimas liberadas en el espacio perivitelino, como por accién de las
mucopolisacaridasas, que inducen un influjo de agua en dicho espacio, causando su expansion.

El mecanismo de la exocitosis esta siendo estudiado; se ha encontrado que la quinasa Cdc 2/ ciclin B y la quinasa
de actividad MAP disminuyen inmediatarnente después de la exocitosis42.

En los mamiferos también se observa los cambios en la zona pellcida, llamada zona de reaccidn.

Grafico 4. Esquema de una reaccion cortical
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Todos estos cambios son manejados in vitro con las técnicas de fertilizacion ICSI (intracytoplasmatic sperm
injection). ROSI (round spermatid injection) ELSI (elongated spermatid injection) ELSI (elongated spermatid
injection)43-45.

Los granulos corticales de los oocitos podrian realizar dos mecanismos: 1) hidrdlisis de los residuos de
carbohidratos terminales de glicoproteina ZP por glicosidasas contenidas en los granulos; y 2) por adicién de

nuevas glicoproteinas a la ZP después de la exocitosis de granulos corticales46. Es importante un buen nimero
de granulos para evitar la poliespermia 47.

éPor qué sdlo un espermatozoide fertiliza al oocito?
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Esto es debido a la reaccién cortical, que no sdlo activa al oocito, sino que al mismo tiempo previene la interaccion
de espermatozoides supernumerarios.

En los ratones, este cambio en la zona pellcida no sélo impide el ingreso de espermatozoide de la misma especie,
sino de otras especies. Esto se llama bloqueo vitelino. Cuando hay varios espermatozoides en el espacio
perivitelino, se supone un debilitamiento de la zona de reaccién y una fuerte reaccidén vitelina, como ocurre en el
conejo.

Si mas de un espermatozoide se une el oocito, condicidn llamada poliespermia, se forman husos extra mitoticos
o multipolares, resultando en una inadecuada segregacion de cromosomas durante la division celular, se producen
células no diploidicas y el desarrollo celular es frenado. Los cambios intensos de temperatura y una variedad de
agentes quimicos que cambian el pH, inducen poliespermia, probablemente por alteracion del citoesqueleto.

Algunos autores postulan que la reaccidon cortical sirve como una alteracion quimica de la zona pellcida o
membrana vitelina, para proteger al embridn de infeccion bacteriana.

En Xenopus, se ha encontrado que granulos corticales de lectina, al unirse al ligando alfa galactocidasa con
intervencion del calcio, impiden la poliespermia48.

Se ha demostrado una distribucidn de diferentes residuos de azlcares en la zona pellcida de la rata, con cambios
en la posfertilizacion de la beta galactocidasa, con otros cambios que bloquean la poliespermia49.

Se ha estudiado que la aminopeptidasa liberada por oocito fertilizado bloquea la reaccidon acrosémica, previniendo
poliespermia, ya que bloquea la unidén espermatozoide oocitol50.

El propanolol induce poliespermia en la fertilizacion del erizo de mar51, por bloqueo de reaccién cortical, la cual
es incompleta.

Grafico 5. Union de los pronlcleos del espermatozoide y del oocito
en la ferilizacion de los mamiferos
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Formacion del cigoto

Una vez fertilizado el oocito, se llama cigote o cigoto. La fertilizacién, sin embargo, no estd completa, hasta que
los pronucleos masculino y femenino se han unido y combinado sus cromosomas en un nucleo diploide. En el
caso de los mamiferos hay una peculiaridad; primero, ambos pronucleos migran al centro del oocito, acercandose;
luego sus membranas se interdigitan y rompen, para dar paso a la primera division mitotica.

El centriolo, dafiado por el pronucleo masculino, se replica, y los cromosomas de ambos gametos son integrados
en huso unico, el cual realizara las divisiones posteriores y constituyen el cigote. El siguiente paso es la formacion
de una nueva membrana nuclear alrededor de la cromatina masculina y femenina, descondensadas, para
reproducri el prontcleo y durante su desarrollo ocurre formacién de DNA y transcripcion de RNA.

La fertilizacion marca el inicio de uno de los fendmenos mas apasionantes de la biologia: el proceso de
embriogénesis, en el cual el cigote se desarrolla y se transforma en un nuevo individuo.

El metabolismo de la glucosa es vital para el desarrollo del oocito fertilizado, utiliza el piruvato como nutriente
esencial hasta el estadio de ocho células después una glucosa y otras enzimas de la via glucolitica37.

Durante la espermatogénesis, el nucleo del espermatozoide es envuelto en distintas histonas y protaminas. La
asociacién del DNA con estos aminodacidos altamente basicos, se piensa, es la causa de la condensacion y
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represion de la actividad del DNA. Sakkas52 ha demostrado que paquetes de DNA pobres en cromatina o con
dafio contribuyen a falla de condensacion del espermatozoide después de ICSI fracasando la fertilizacion.

La rigidez de la cabeza del espermatozoide de mamiferos necesaria para la penetracion de la zona pellcida, es
debida a la extensiva cadena S-S de estas protaminas, las cuales son reguladas por zinc de la glandula prostatica.

Cuando el espermatozoide ingresa al citoplasma del oocito, su envoltura nuclear se rompe, las protaminas

son liberadas y ocurre la conclensacién de ambos pronucleos. Esta descondensacidn no es especifica de especies,
ya que el pronucleo del espermatozoide humano puede ser descondensado cuando ingresa a un oocito de anfibio.

La migracién del pronutcleo masculino y femenino al centro del oocito, ha sido muy estudiada. La pruebas de
fluorescencia conjugada, para los elementos del citoesquelcto, han mostrado que en el raton hay una area
condensada de microfilamento debajo de la corteza de la regidn del cuerpo polar. Ademas, en los microtibulos
del huso hay 16 microtubulos citoplasmaticos organizando el centriolo.

Después de la incorporacion del esperma, las mitocondrias son desplazadas de la pieza de unidn del esperma y
el centriolo espermatico es expuesto al citoplasma del oocito. Este evento es seguido por la formacién de
microtubulos del aster, el cual es responsable de la union de los pronlcleos masculino y femenino53.

El oocito brinda mitocondrias, ARN, reserva glucoproteicas y metabdlicas; el espermatozoide contribuye con el
centrosoma y proteinas54.
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