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RESUMEN

La sefalizacion mediada por Ca?* es esencial en la fecundacion de mamiferos ya que las variaciones en la concentracion
intracelularde esteion que se generan en el ovocito, conocidas como ondas de Ca#, controlan casi todos los procesos necesarios
para la progresion normal de la transicion ovocito-zigoto-embrién. En este articulo nos centraremos en la descripcion de
los dltimos avances en el estudio de los diferentes transportadores de Ca?* en el ovocito que nos permitiran comprender la
base molecular del origen de las ondas de Ca?*, de su transmision por el citosol del ovocito, asi como de sus consecuencias
funcionales. La sefnalizacion mediada por Ca? es responsable de la activacion de diferentes quinasas que controlan procesos
relacionados con la salida del bloqueo meiético y la evolucion del ciclo celular. Ademas, dedicaremos un apartado para
mostrar la participacion de la entrada de Ca? regulada por depésitos intracelulares (store-operated calcium entry, SOCE) en
la senalizacion ovocitaria durante la fecundacion, y la especial sensibilidad de esta via de entrada de Ca?* al estrés oxidativo
generado por la manipulacién de los ovocitos durante su cultivo in vitro. Rev Asoc Est Biol Rep 2010; 15(2):45-53.
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SUMMARY

Calciumsignalinginthe mammalianoocyteisessentialatfertilization. The repetitiveand transientincreasesoftheintracellular
free Ca* concentration, known as calcium waves, control almost all the oocyte events required for the progression of cell cycle
and the zygote-embryo transition. In this review we will focus on the description of the recent knowledge regarding Ca?
transport systems, required for the better understanding of the molecular basis of the generation and transmission of the
calcium waves, as well as for the functional consequences in the oocyte. Ca?-mediated signaling activates a series of protein
kinases that control many cellular aspects, including the Ca?* influx, the exit of meiotic arrest and cell cycle progression. In
addition we will describe the contribution of the store-operated calcium entry (SOCE) to the Ca®-dependent signaling in the
mammalian oocyte at fertilization. Finally we will show how this Ca?-influx is functionally altered by the oxidative stress
generated by the culture media during the handling and in vitro culture of gametes during assisted reproduction techniques.
Rev Asoc Est Biol Rep 2010; 15(2):45-53.
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1. CALCIO COMO MENSAJERO impulsos nerviosos, la contraccién que se lleva a cabo mediante

INTRACELULAR muscular, secrecién, o fecundacién. bombas de Ca* denominadas Ca%-

Sin embargo no es la concentracion ATPasas. Encontramos varios tipos
Entre los numerosos mensajeros de calcio total la que actda como de Ca®-ATPasas en la célula, una
intracelulares que podemos sefializador, sino la concentracién de de ellas localizada en la membrana

encontrar en las células eucariotas,
la concentracién de calcio citosélico
destaca por suimportancia ya que se
encuentra implicada en un elevado
nimero de eventos celulares, desde
el control del ciclo celular hasta la
muerte celular, ya sea apoptética
0 necrética, pasando por otros
procesos como la transmision de

calcio libre. En el citosolde las células
eucariotas la concentracién de Ca®*
libre ([Ca**],) esaproximadamente 100
nM, muy inferior a la concentracién
de Ca* libre extracelular ([Ca*])
que suele ser 1-2 mM. Para mantener
este gradiente de concentracién
se requiere la extrusion activa de
Ca?* al medio extracelular, accion

plasmatica, que se denomina PMCA,
por sus siglas en inglés (plasma
membrane Ca?-ATPase). La PMCA
emplea la energia liberada por
la hidrdlisis de ATP (adenosina
5'-trifosfato) para impulsar el
transporte de Ca%, en contra del
gradiente de concentracién, hacia
el exterior de la célula (véase la
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figura 1). A esta extrusion también
colaboran otros sistemas, como el
intercambiador Na*/Ca?, que extruye
Ca?* gracias a la energia obtenida por
el transporte de Na* desde el medio
extracelular al citosol.

veremos mas adelante. Elincremento de
la [Ca*], en respuesta a la estimulacion
es muy variado en cuanto a frecuencia,
duracién y amplitud, dependiendo del
tipo celular e incluso dentro del mismo
tipo celular dependiendo del estado
fisioldgico o de la fase del ciclo celular.

FIGURA 1. Principales sistemas de transporte de Ca** en una célula eucariota. InsP,R, Receptor de
inositol tris-fosfato; IR, receptor ionotrépico; MR, receptor metabotrépico; NCX, intercambiador Na*/
Ca?*; PLC, fosfolipasa C; PMCA, Ca*-ATPasa de membrana plasmdtica; SERCA, Ca?-ATPasa de reticulo
endoplasmatico; SOC: canal de Ca* regulado por depdsitos intracelulares.

A pesar de que estos sistemas
mantienen los niveles basales de la
[Ca>], ésta sufre incrementos que
pueden llegar hasta concentraciones
micromolares en respuesta a una gran
variedad de estimulos. EL incremento
de la [Ca*]. viene facilitado por canales
de Ca* que permiten la entrada de Ca®
al citosol desde el exterior celular.
También encontramos canales de Ca*
en algunos orgdnulos subcelulares,
que permiten la salida parcial de Ca®
desde estos orgdnulos hacia el citosol.
Es precisamente esta variacién de la
[Ca*]; lo que se considera un mensajero
intracelular, o segundo mensajero,
(casi) universal (Bootman et al.,
2001). Los estimulos que conducen a
un incremento de la [Ca*]. son muy
variados: desde la despolarizacion de
la membrana plasmatica en el caso de
células excitables, como neuronas o
miocitos, hasta la unién de hormonas
a receptores de superficie, o la propia
fusion espermatozoide-ovocito, como

En cualquier caso este incremento
de la [Ca*], debe ser contrarrestado
de alguna forma para que los niveles
de Ca% citosdlicos vuelvan a su nivel
basal (aproximadamente 100 nM),
transcurrido el estimulo. Es decir la
sefalizacion mediada por Ca®, como
cualquier otro sefalizador fisioldgico,
tiene un tiempo de duracién limitado
y ademds es reversible. EL mecanismo
principal para disminuir la [Ca*]. hasta
niveles basales incluye los sistemas de
extrusion localizados en la membrana
plasmatica antes mencionados (PMCA
e intercambiador Na*/Ca?) y de otro
importante transportador activo que
bombea Ca?* desde el citosol hasta
el principal depésito intracelular de
Ca?, el reticulo endoplasmatico (RE).
Este transportador se denomina Ca?-
ATPasa de reticulo endoplasmatico
) SERCA (sarco(endo)plasmatic
reticulum Ca®-ATPase) y permite que
el RE actde como reservorio o depésito
de Ca? intracelular, alcanzandose

concentraciones de Ca® intraluminales
muy superiores a los niveles citosélicos.
Ademds, en la membrana del RE
existen canales de Ca® que permiten
la salida de Ca? desde el RE al citosol.
Entre estos canales podemos destacar
los receptores de InsP, (inositol
1,4,5-trisfosfato), o InsP,R, que se
activan tras la unién a este ligando
intracelular, permitiendo la salida
de Ca* desde el RE e incrementando
temporalmente la [Ca*']..
Aunque  existen muchos  otros
participantes en la regulacion del
transporte de Ca** en ovocitos, éstos son
los actores principales en el esquema
actualmente aceptado de la sefializacién
mediada por Ca? en fecundacion.

2. SENALIZACION MEDIADA POR CA2*EN
LA FECUNDACION OOCITARTA: ONDAS
DE CA%

Tal y como hemos mencionado antes, la
fecundacion representa un estimulo mediado
por variaciones de la [Ca*]. en el citosol
del ovocito. Durante la fecundacion de
ovocitos de diferentes especies podemos
observar un incremento en la [Ca**], que
puede alcanzar valores de 1-3 uM. Este
incremento es diferente tanto en tiempo
global, como en frecuencia y amplitud
dependiendo de las especies (Stricker,
1999), aunque para abreviar nuestra
descripcién nos centraremos en los
ovocitos de mamiferos. En mamiferos,
incluyendo la especie humana, tras
la fusion espermatozoide-ovocito se
producen elevaciones transitorias y
repetitivas de la [Ca®]. que son iguales
en amplitud (es decir todas alcanzan el
mismo nivel de concentraciéon de Ca*
citosélico, 1-3 uM), como en duracién
(aproximadamente 1-2 minutos cada
una). Estas elevaciones transitorias
son conocidas como ondas de calcio
y, aunque se generan en un punto
localizado del ovocito, se transmiten
muy rapidamente al resto del citosol.
La frecuencia de estas ondas varia
entre especies, pero en la mayoria se
producen con una cadencia de 1 onda
cada 10-20 minutos.

¢Coémo se inicia y transmite el proceso
generador de ondas de calcio?
Actualmente se encuentra muyaceptado
el hecho de que las ondas de calcio se
inician por una actividad enzimatica
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especifica del espermatozoide.
Tras la fusion de membranas entre
espermatozoidey ovocito, la fosfolipasa
C zeta (PLCC) del espermatozoide
es liberada al citosol del ovocito
(Saunders et al., 2002). La actividad
PLCC hidroliza el lipido de membrana
fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP,)
produciendo cantidades significativas
de inositol 1,4,5-trisfosfato (InsP,) y
1,2-diacilglicerol (DAG). Mientras que
DAG es hidrofébico y queda retenido en
la membrana plasmdtica del ovocito, el
InsP, es soluble y por lo tanto difunde
con facilidad hacia el citosol. InsP, se
une a su receptor, InsP.R, localizado en
lamembranadel REy que tiene actividad
como canal de Ca%, activando la salida
de Ca?** desde el interior del RE hacia el
citosol (Malcuit et al., 2006) y de esta
manera el espermatozoide induce la
generacion de la primera subida de la
[Ca*]. en el ovocito (figura 2). Ademds
el canal InsP.R presenta un modo de
regulacién que provoca su activacion
por el propio Ca? citosélico, de modo
que incrementos locales de la [Ca*].
en las cercanias de un receptor InsP.R
activan a este receptor, permitiendo la
salida de mds Ca®*y activando a suveza
InsP.R Vecinos, en un proceso conocido
como liberacién de Ca% inducida por
Ca? (calcium-induced calcium release,
CICR) que es la base de la transmision
de la onda de Ca?* al resto del ovocito.

Una vez generada la liberacion de Ca*
desde el RE se activan mecanismos en el
ovocito, como en otros tipos celulares,
para restaurar los niveles basales de
Ca?* citosélico que permitan generar una
nueva onda de Ca* con posterioridad.
Entre estos mecanismos destaca la
actividad de las bombas de Ca®, PMCA y
SERCA, que llevardn a cabo la extrusion
de Ca?* al exterior celular y el bombeo al
interior del RE, respectivamente. De esta
forma se alcanza en pocos segundos el
nivel basal de Ca* citosélico. La PLCC va
a continuar activa en el ovocito durante
varias horas, concretamente hasta la
formacion de los pronicleos, por lo que
esta ruta de sefalizacion (liberacién de
InsP, — union a InsP,R — salida de Ca*
desde el RE — recaptura hasta el RE y
extrusion al medio extracelular) va a ser
predominante en el ovocito durante los
primeros estadios de la fecundacion. La
proteina PLCE presenta en su extremo
N-terminal una secuencia que determina
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FIGURA 2. Generacion de las ondas de Ca* en el ovocito de mamiferos. DAG, 1,2-diacilglicerol; PIP,

fosfatidil inositol 4, 5-bisfosfato; PLCL, fosfolipasa C zeta.

su localizacién nuclear (Larman et
al., 2004), por lo que en ausencia de
membrana nuclear, como ocurre durante
la metafase de la segunda divisidn
meidtica en ovocitos maduros, su
localizacion es citosélica. De esta forma
el ovocito se asegura un tren de ondas
de Ca?* mientras no exista membrana
nuclear. Cuando esta membrana se
forma, la PLCE queda secuestrada en los
prondcleos, es decir sin acceso directo
al citosol, por lo que deja de producirse
InsP,,y el tren de ondas de Ca? termina.

Es muy interesante el hecho de que
una célula pueda mantener este
tipo de sefalizacién durante horas
con el objetivo, como ya veremos
mds adelante, de salir del bloqueo
meidtico en el que se encuentra el
ovocito. Sin embargo, nuestro grupo
de investigacién se ha preguntado
si la continua extrusién de Ca® al
exterior del ovocito (mediante la
PMCA) en estetipodesefializaciontan
repetitiva no estaria disminuyendo
los niveles de Ca? dentro del RE, la
fuente inicial de Ca? para generar
las ondas. De ser asi, el agotamiento
o deplecién de los niveles de Ca®*
intraluminales conduciria a la
finalizacion temprana de las ondas
de Ca%, y por tanto al mantenimiento
del bloqueo meiético, es decir
constituiria un fallo en la fecundacién.

3. ¢CUALES SON LAS FUENTES DE CA?*
PARA LA GENERACION DE ONDAS?

Para asegurar que los depésitos
intracelulares de Ca®*dentro delovocito
(principalmente el RE) no sufren una
deplecién que ponga en peligro la
continuidad de la sefializacién mediada
por Ca%, existe un sistema de canales
de Ca** en la membrana plasmatica que
estdn regulados precisamente por el
nivel de Ca®*intraluminal en el reticulo
endoplasmatico  (Gomez-Fernandez
et al., 2009; Koh et al., 2009). Estos
canales de Ca?* permiten la entrada de
Ca% desde el exterior celular al citosol,
para que la SERCA pueda bombear Ca?
al interior del RE, y asf restaurar los
niveles de Ca# intraluminales. Por ello
estos canales se denominan canales
de Ca# regulados por depbsitos
intracelulares, o canales SOC (store-
operated Ca* channels) y la entrada
de Ca?* extracelular a través de estos
canales SOC se denomina entrada
de Ca?* regulada por dep6sitos
intracelulares o SOCE (store-operated
calcium entry). Esta via de entrada,
SOCE, se definié por primera vez en
1986 (Putney, 1986) y hoy sabemos que
esta ruta de entrada de Ca? es activa
en todos los tipos celulares, incluyendo
los ovocitos humanos (Martin-Romero
et al., 2008b), aunque la contribucién
de esta via a la sefalizacién mediada
por Ca? difiere de un tipo celulara otro.
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FIGURA 3. Activacion de canales SOC mediante la proteina de reticulo endoplasmatico STIM1.
El dominio EF-hand de la proteina STIM1 actda como sensor de Ca?* intraluminal. Tras la disminucién
de la concentracién de Ca? en el reticulo endoplasmatico la proteina STIM1 sufre multimerizacién,
sequida de una fuerte relocalizacion hacia la membrana plasmatica, activando canales SOC, entre los
que se encuentra ORAI1, mediante un dominio citoplasmatico de unos 100 aminodcidos denominado
dominio CAD (CRAC activation domain). Este dominio interacciona directamente con ORAI1,
permitiendo su apertura para facilitar la entrada de Ca? hacia el citosol. Adaptado de (Cahalan, 2010).

Los mecanismos por lo cuales los
canales SOC localizados en la membrana
plasmaticasonsensiblesalniveldellenado
del RE estan adn por aclarar, aunque
es conocido que en este mecanismo
participa una proteina denominada
STIM1 (stromal interaction protein 1)
(Liou et al., 2005; Roos et al., 2005).
STIM1 es una proteina transmembranal
localizada en la membrana del RE, con un
dominio “EF-hand” de unién a Ca®, cerca
del extremo N-terminal, que le permite
actuar como sensor de Ca® intraluminal.
El dominio citosélico presenta varios
dominios entre los que destaca un doble
dominio “coiled-coil” cuya funcién es la
activacion de canales SOCs localizados
en la membrana plasmatica (figura 3).
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Cuando la concentracién de Ca?* dentro
del RE disminuye por debajo de 200
uM, STIM1 sufre oligomerizacién y se
produce la aproximacién de STIM1 hacia
la membrana plasmatica, formandose
yuxtaposicionesRE-membrana plasmatica
(Liou et al., 2007; Muik et al., 2008;
Smyth etal., 2008). Esta oligomerizacién
es necesaria para la activaciéon de los
canales SOC de membrana plasmatica. De
esta forma gracias a STIM1 se establece un
puente entre el exterior celulary el RE para
reponer la concentracién de Ca® dentro de
esteorgdnuloyasegurarqueelREnosufrird
grandes cambios de concentracion de Ca%,
permitiendo la continuidad de las ondas de
Ca?* durante un largo periodo de tiempo.
Empleando un modelo murino, nuestro

B

15 min

F HL}F 380

_ Aida M. Lépez-Guerrero etal. ;Como y por qué se produce la sefializacion por ondas de Ca?* durante la fecundaciéon?

grupo de investigacion ha demostrado
recientemente que la proteina STIM1
es funcionalmente activa en ovocitos
(Gomez-Fernandez et al., 2009), y que la
activacion de los canales SOC es un proceso
muy temprano en la fecundacién (=10
minutos tras el inicio de la fecundacién),
lo que apoya la hipdtesis de que esta via
de entrada de Ca** extracelular (SOCE)
no sélo constituye un modo de mantener
la sefializacion mediada por Ca% a largo
plazo, sino que probablemente participa
en la generacién de las primeras ondas
de Ca%. Esta hipétesis se sustenta en dos
hechos constatados experimentalmente:
(@) cuando se transfieren los ovocitos a
una solucion libre de Ca%, la sefializacion
mediada por Ca?* cesa inmediatamente
(Kline and Kline, 1992), y (b) la
relocalizacién de STIM1 se observa de
forma concomitante a la generacién de la
primera onda de Ca** (Gomez-Fernandez
etal., 2009) (verfigura 4). Por ello nuestro
grupo ha propuesto una modificacién al
esquema hasta ahora aceptado y mostrado
en la figura 2, en la que se incluye la
participacion temprana de STIM1. De
esta forma, tras la liberacién de PLCC al
citosol, se produciria una salida masiva de
Ca?* desde el RE, lo que llevaria asociado
una fuerte relocalizacién de STIM1 para
activar canales SOC que permitirian la
entrada de Ca* desde el exterior celular
contribuyendo a la generacién de las
ondas de Ca# (figura 5). Esto explicaria
que los ovocitos requieran (Ca*
extracelular durante su fecundacién y
terminaria por contestar la pregunta
inicial: las fuentes de Ca?* para la generacion
de ondas son el RE y el medio extracelular.
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FIGURA 4. Relocalizacion de STIM1 durante la fecundacion de ovocitos de raton. Panel A: Ovocitos libres de zona pelicida (ZP) se expusieron a esperma
durante 15 min, tras lo cual se llevo a cabo la inmunolocalizacion de STIM1. Panel B: Ovocitos libres de ZP se cargaron con fura-2-AM y se determind el ratio
F340/F380 para el cdlculo de la [Ca**]  tras la exposicion a esperma capacitado como en el panel anterior. Imagen adaptada de (Gomez-Fernandez et al., 2009).
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FIGURA 5. Esquema propuesto de la sefializacion mediada por Ca?* durante la fecundacién de ovocitos de mamifero. La activacion de los InsP,R, debida
al incremento en la generacién de InsP, por la PLC del espermatozoide, conduce a una primera salida de Ca** desde el RE. Esta salida va acompafiada de la
relocalizacion de STIM1 que se aproxima a la membrana plasmatica, donde activa canales SOC para estimular la entrada de Ca? desde el medio extracelular y
facilitar: (1) el incremento de la concentracién de Ca** citosélico necesario para la generacion de las ondas de Ca*, y (2) el llenado del RE que mantenga su
funcionalidad durante todo el tiempo que permanece activa esta sefializacion.

4. ELINFLUJO DE CA?* A TRAVES DE
CANALES SOC ES SENSIBLE A ESTRES
OXIDATIVO

Seglin lo expuesto seria muyinteresante
conocer la naturaleza molecular de
estos canales de Ca%, los canales SOC,
que se expresan y son activos en el
ovocito. Durante mds de dos décadas los
investigadores han tratado de definir
qué protefnas eran las encargadas de
constituir los canales SOC empleando
otros tipos celulares, y no fue hasta el
afo 2006 cuando se describié ORAI1
(también conocida como CRACM1), una
proteina de membrana plasmatica con
cuatro segmentos transmembranales
que constituye el canal responsable
de la entrada de Ca?* regulada por
depésitos intracelulares (Feske et al.,
2006; Soboloff et al., 2006; Vig et al.,
2006; Zhang et al., 2006). Ademads de
unirse a ORAI1, STIM1 se une a otros
canales de Ca%*, impulsando de esta
forma su actividad como canal SOC: los
canales de la familia TRPC (transient
receptor potential canonical channels)
(Yuan et al., 2007). Hoy conocemos
que STIM1 interacciona directamente,
ademads de con ORAI1, con TRPC1, TRPC4
y TRPC5, e incluso forma interacciones
heteroméricas con TRPC1 y ORAI1,
constituyendo  complejos ~ TRPC1-
ORAI1-STIM1 que actdan como canales
SOCs con diferentes propiedades de
conductancia (Ambudkar et al., 2007).
Sin embargo, los canales TRPC pueden
actuar de forma dependiente de STIM1
o de forma independiente de STIM1, y
es el ratio STIM1/TRPC lo que determina
que estos canales actden regulados

dependiendo del nivel de llenado del
RE, o independientes de este nivel, es
decir que acttien como canales SOC o no
(Lee etal., 2010).

Debido a su papel fundamental en la
generacion de ondas de Ca?* durante
la fecundacion resulta necesario
determinar qué protefnasactdan como
canales SOC en el ovocito, ya que este
estudio nos permitira no sélo avanzar
en el conocimiento en este drea de la
biologiareproductiva, sinoaprovechar
estainformacion con efectos practicos
durante el empleo de técnicas de
reproduccién asistida, puesto que los
diversos canales muestran diferente
farmacologia. Con este objetivo
nuestro grupo de investigacion trabaja
actualmente en la identificacion de
estos canales en ovocitos de ratén, y
en la evaluacién de su participacion
activa en la sefalizacién mediada
por Ca* en fecundacién. Ademas de
esta identificacion molecular hemos
constatado que la entrada de Ca** a
travésdeestoscanalesesmuysensiblea
especies reactivas de oxigeno (reactive
oxygen species, ROS) generadas en
el medio de cultivo (Martin-Romero
et al., 2008b). Este hecho es de una
importancia critica, puesto que los
gametos, durante su manipulacion
en el laboratorio y durante su cultivo
in vitro, estdn expuestos a niveles
de ROS muy superiores a los que se
generan en situaciones fisioldgicas
debido principalmente a que la
tensién de oxigeno (0,) atmosférica
es significativamente mayor que la
tension de 0, in vivo.

Empleando sondas sensibles a diversas
ROS hemos demostrado que los medios
de cultivo comerciales habitualmente
empleados en centros de reproduccion
asistida generan ROS, entre las que
destaca peréxido de hidrégeno (H,0,),
ya que se pueden llegar a alcanzar
concentraciones de esta especie del
orden de micromolar (Martin-Romero
et al., 2008a). Este hecho puede
explicarse en base a la combinacion
de luz + 0, atmosférico + presencia
en los medios de cultivo de agentes
fotosensibles como la riboflavina,
aminas, nucleétidos de piridina, etc.,
que pueden actuar como generadores
fotoquimicos de anién superéxido
(0,7) y oxigeno singlete (Cunningham
et al., 1985; Michelson, 2000; Wells-
Knecht et al., 1995). La generacion
de 0, potencia la formacién de H,0, y
éste dltimo reacciona con 0, (reaccién
de Haber-Weiss) para producir radicales
hidroxilo y peroxilo (Michelson, 2000),
amplificando la generacion de ROS.
El liquido folicular por el contrario no
produce cantidades significativas de ROS
y los niveles de H,0, en este fluido se
encuentran en elintervalo submicromolar
(Martin-Romero et al., 2008a).

La exposicion de los ovocitos a
concentraciones micromolares de
H,0, de forma sostenida durante
todo el proceso de aislamiento de
los ovocitos, denudacién y posterior
FIV/ICSI, conduce a la disminucién
del contenido en glutatién reducido
(GSH), un importante antioxidante no
enzimatico intracelular, asi como al
incremento de la peroxidacién lipidica
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(Martin-Romero et al., 2008a), y todos
estos procesos conducen finalmente a
la desregulacién de la homeostasis de
Ca? libre citosélico.

En trabajos paralelos hemos descrito
que la desreqgulacién  inducida
por estrés oxidativo se produce
fundamentalmente por una sobrecarga
del ovocito debido a la entrada
descontrolada de Ca* a través de
canales SOC (Martin-Romero et al.,
2008b). Esta desregulacion tiene
una importante consecuencia, la
finalizacion temprana de la generacion
de las ondas de Ca% y por lo tanto el
mantenimiento del bloqueo meiético.
Hemos observado que el empleo de
blogueantes especificos de canales SOC
protege al ovocito de esta sobrecarga
de Ca®. Sin embargo, no es posible
usar de forma rutinaria bloqueantes de
canales SOC en medios de cultivo ya que
la entrada controlada y requlada de Ca*
a través de estos canales SOC (la entrada
regulada por STIM1) es necesaria
para el progreso de la fecundacion.
Por ello, nuestra recomendacidn,
a la luz de nuestros propios datos
experimentales, es que se deben
acortar los tiempos de incubacién de
ovocitos en los tampones y medios
de cultivo en la medida de lo posible,
mientras que es posible prolongar los
tiempos de espera en el propio liquido
folicular o en medios de cultivo de
composicién quimica sencilla (Martin-
Romero and Alvarez, 2008; Martin-
Romero et al., 2008a; Varghese et
al., 2010, In press). De hecho existen
resultados experimentales que apoyan
esta recomendacién, ya que en un
modelo murino las tasas de embarazo
tras FIVy posterior cultivo embrionario
son superiores cuando el cultivo se
lleva a cabo en un medio quimicamente
definido en comparacién con medios
mds complejos suplementados con
suero (Han and Kiessling, 1988).

5. LAS ONDAS DE CA?* SE REQUIEREN
PARA LA PROGRESION DEL CICLO
CELULAR

La generacién de las ondas de Ca*
durante la fecundacién sigue un patrén
especifico muy determinado. Hemos
visto hasta ahora cdmo y por qué se
generan estas ondas, pero ¢Cudl es su
funcion? ;Cudl es la diana molecular

que se activa gracias a estas ondas?
¢Qué relacion hay entre estas ondas
y la salida del bloqueo meiético? En
primer lugar hay que aclarar que las
dianas moleculares activadas por el
tren de ondas de Ca* es mdltiple,
pero destacan una serie de proteinas
quinasas, entre ellas la extracellular
signal-regulated kinase 1y 2 (ERK1/2),
Ca?*/calmodulin-dependent kinase
IT (CaMKII), protein kinase C (PKC) y
la cyclin dependent kinase 1 (CDK1 o
p34%?), por su estrecha relacién con
la salida del bloqueo meidtico que
se produce durante la fecundacion
(Ducibella and Fissore, 2008).

Las quinasas ERK1/2 se activan por
incrementos en la [Ca*],, y aunque esta
activacion es indirecta tiene particular
relevancia ya que nuestro grupo ha
descrito recientemente que STIM1 es
diana de la actividad ERK1/2 tanto in
vitro como in vivo, y que la fosforilacién
de STIM1 en residuos de serina dianas
de ERK1/2 (Ser575, Ser608 y Ser621)
es necesaria para que puedan activarse
los canales SOC (Pozo-Guisado et al.,
2010), permitiendo la entrada de Ca*
extracelular para continuar con la
generacién de ondas de Ca®. Aunque
inicialmente se sugirié que la PKC
también podria regular positivamente
la entrada de Ca?* (Halet et al., 2004),
hemos comprobado que STIM1 no es
diana de PKC y recientemente se ha
descrito que PKC fosforila a ORAI1,
pero esta fosforilacion conduce a su
inhibicién como canal SOC y no a su
activacion (Kawasaki et al., 2010).

En 2002 se describié que la actividad
del complejo MPF (M-phase Promoting
Factor), que mantiene el bloqueo
meiotico en los ovocitos maduros MII,
seregula de forma proporcionalal niimero
de oscilaciones de la [Ca*]. y al tiempo
total en el que la [Ca*] permanece
elevada (Nixon et al.,, 2002). El
complejo MPF estd constituido por
la quinasa CDK1 que actGa como
subunidad enzimdtica, y por la
ciclina B1, que acttia como subunidad
reguladora (Labbe et al., 1989). Una
elevada actividad del complejo MPF
es responsable del bloqueo meiético,
pero la disminucién de los niveles de
ciclina B1, conduce a una disminucion
de la actividad del complejo MPFy a la
salida del bloqueo meiético. Durante

la fase M del ciclo celular la cantidad
de ciclina B1 estd regulada por su
protedlisis controlada mediante el
proteosoma 26S. La degradacién de
la ciclina B1 estd estimulada por su
poli-ubiquitinacién, una modificacién
post-traduccional que consiste en
incorporar cadenas de ubiquitina
(Ub, una proteina de 76 aminodcidos)
unidas a residuos de lisina de la diana
molecular. Esta modificacion post-
traduccional es debida a una serie de
enzimas especificas, denominadas
genéricamente  E3  ligasa, que
reconocen el sustrato para ser marcado
con poli-Ub. En el caso de la ciclina
B1, la E3 ligasa del complejo APC/C
(anaphase promoting complex) es
la responsable de su ubiquitinacién
y posterior degradacién por el
proteosoma 26S. El grupo de Keith T.
Jones demostr6 empleando ovocitos
de ratén que la degradacién de ciclina
B1 dependiente de APC/C se inicia
cuando la concentracion de [Ca*]. en
el ovocito supera un umbral minimo
(=600 nM), tras la fecundacién. Sin
embargo esta degradacién no es
completa tras la primera onda de Ca%
como ocurre en Xenopus y en otros
organismos en los que sé6lo se observa
un dnico aumento de la [Ca*], tras la
fusion espermatica (una Unica onda).
Para continuar con la degradacién de
la ciclina B1 se requieren en mamiferos
mdltiples ondas de Ca* y cada una
de ellas solapa con una disminucién
significativa en el nivel de ciclina
B1 y, de forma consecuente, en la
actividad MPF responsable del bloqueo
meiético (Nixon et al., 2002). Como
consecuencia, tras una serie de ondas
de Ca?* de forma repetitiva, la ausencia
de ciclina Bl conduce finalmente
al reinicio del ciclo celular con la
conclusién de la meiosis.

Pero, ¢cual es la conexién entre la
[Ca*]. y el complejo MPF? La respuesta
se encuentra en la CaMKII, que
controla indirectamente la actividad
del complejo MPF. Es conocido desde
hace casi dos décadas que existe una
correlaciéon entre la actividad CaMKII
y la progresion del ciclo celular. La
actividad de la CaMKII es reqgulada por
el complejo Ca*/calmodulina, lo que
ha originado diversas hipétesis para
explicar la relaciéon que existe entre
los incrementos ciclicos de la [Ca*], la
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FIGURA 6. Evolucion de las ondas de Ca*, la actividad CaMKIIy la actividad del complejo MPF durante la fecundacion. Las ondas de Ca® activan la CaMKII que a
su vez activa la E3-ubiquitina ligasa del complejo APC/C para ubiquitinar la ciclina B1. La degradacién de la ciclina B1 por el proteosoma 26S conduce a la re-entrada

en ciclo celular por pérdida de la actividad MPF.

actividad CaMKII y el complejo MPF. En
primer lugar hay que destacar que el
aumento ciclico de la [Ca*],, como el que
ocurre en fecundacion, lleva asociado
una estimulacién de la actividad CaMKII
también de forma ciclica, de forma que
existe una elevada sincronizacién entre
ambos eventos celulares (Markoulaki
et al., 2004) (ver figura 6). Durante
cada onda de activacion de la CaMKII,
ésta a su vez activa la E3 Ub ligasa del
complejo APC/C, aunque esta activacion
es indirecta y en ella participan otros
elementos (ver revision en Ducibella
and Fissore, 2008). La activacion del
complejo APC/C conduce a la poli-
ubiquitinacién de la ciclina B1 del
complejo MPF y su degradacién por el
proteosoma 265, estimulando la salida
del bloqueo meiético. En resumen,
existe una elevada correlacion causal
y temporal entre onda de Ca#* —
activacién de CaMKII — ubiquitinacién
de ciclina B1 (y su posterior
degradacion) — disminucién de la
actividad del complejo MPF.

6. CONSIDERACIONES FINALES

Teniendo en cuentatodo lo expuesto en esta
revision, cabe preguntarse por tanto, ;qué
ocurre cuando no se alcanza un ndmero
adecuado de ondas de Ca** durante la
fecundacion oocitaria? ;Qué ocurre cuando
el incremento de la [Ca*]. no alcanza el

umbral descrito de 600 nM para activar
la CaMKII? La primera situacién podria
presentarse durante la actividad clinica
en aquellos casos en los que se emplean
espermatozoides defectivos en PLCC,
0 bien cuando se emplean ovocitos
no maduros citosolicamente, es decir
ovocitos que a pesar de mostrar un
claro corpdsculo polar no muestran
una elevada densidad de InsP.. En
todos estos casos no se conseguira una
sucesién de ondas con una frecuencia
y amplitud adecuadas para degradar
totalmente ciclina B1, por lo que el
ovocito no progresara en ciclo celular.
Por ello, los estudios encaminados a
determinar marcadores moleculares
de maduraciéon citosélica resultan
especialmente necesarios. La densidad
de canales InsP,, asi como la densidad
de bombas SERCA, son dos marcadores
de maduracién citosélica que pueden
emplearse en estudios de maduracién
ovocitaria y que podrian ser (tiles
para la evaluacion de la eficiencia
de diferentes medios de maduracion
in vitro (IVM). Por otro lado hemos
destacado que los canales SOC del
ovocito son especialmente sensibles
a modulacién redox, de modo que un
incremento en el nivel ROS puede llegar
a sobreactivar estos canales, alterando
la frecuencia de las ondas de Ca* vy
frustrando la fecundacién. En definitiva,
se requieren estudios bdsicos para

conocer todos los detalles moleculares
que rigen la funcién de los principales
transportadores de Ca® en el ovocito,
ya sean bombas o canales de Ca#, que
nos permitan manipular estas células
con el objetivo de asegurar tasas de
éxito en FIV muy superiores a las actuales.
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