
turos trabajos de investigación de tipo prospectivo,
brindar a los médicos tratantes una herramienta
útil para el análisis de los casos.

Palabras claves. Maduración ovocitaria, MPF,
pCdc2 (Y15), falla de fertilización. 

Introducción
La maduración nuclear y citoplasmática ovo-

citaria ocurre in vivo durante el crecimiento foli-
cular y la ovulación. Ambos procesos son induci-
dos por cambios en los niveles plasmáticos de las
gonadotrofinas. La relación entre el ovocito y las
células foliculares que lo rodean se modifica du-
rante el período de maduración como resultado
de cambios en la membrana del ovocito y el siste-
ma de señales intracelulares.1,2

La maduración extra-nuclear involucra cam-
bios en la organización de las organelas citoplas-
máticas, en la membrana celular y en la matriz vi-
telina.3,4 La maduración del núcleo se caracteriza
por estados alternantes de desarrollo y de arresto
de la meiosis. La primera interrupción en la pro-
gresión meiótica es la prolongada etapa del desa-
rrollo llamado vesícula germinal (GV), que sirve,
de manera práctica, para identificar los ovocitos
inmaduros. Durante su crecimiento, el ovocito
adquiere la capacidad de reiniciar la maduración
meiótica en respuesta al estímulo gonadotrófico
preovulatorio, específicamente el alza de LH; de
ese modo se rompe la envoltura nuclear, se elimi-
na el primer corpúsculo polar y se continúa la
meiosis hasta metafase II (MII), etapa en la cual

Resumen

El presente trabajo tuvo como finalidad describir la
importancia de los mecanismos de regulación del
factor promotor de la maduración (maturation pro-
moting factor - MPF) en el citoplasma del ovocito
durante su maduración, así como en los que provie-
nen de falla de fertilización. La proteína pCdc2
conforma la unidad ejecutora de los mecanismos de
actividad del MPF, los cuales median el desarrollo y
competencia del ovocito. La pCdc2 en su forma
inactiva (pCdc2 Y-15) presenta un comportamien-
to característico durante la maduración del mismo,
encontrándose un aumento significativo durante la
transición entre los estadios de MI a MII, y ausen-
cia de la misma en el ovocito detenido en MII. 
La detección de esta proteína en el estudio de falla
de fertilización luego de ICSI (inyección intracito-
plasmática de espermatozoides) nos ha permitido
identificar y a la vez relacionar con mayor precisión
sucesos de inmadurez citoplasmática del ovocito con
eventos de falla de activación, principalmente la
ocurrencia de PCC (del inglés, premature chromo-
some condensation, condensación prematura de cro-
mosomas), así como la falla en la decondensación
del ADN paterno. Por consiguiente, consideramos
importante determinar las responsabilidades sobre
la causa de falla de fertilización, ya sea ovocitaria
y/o espermática. Finalmente, el objetivo último de
este trabajo es crear una línea de investigación en re-
lación a este tema, y mediante la realización de fu-
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En humanos, la posibilidad de obtener un
mayor número de ovocitos en estadio MII a tra-
vés de estímulos hormonales controlados ha per-
mitido aumentar la posibilidad de obtener ma-
yor cantidad de embriones in vitro en el marco
de los tratamientos de fertilidad asistida, y con
esto aumentar las posibilidades del éxito repro-
ductivo de la pareja, el cual a su vez, se vio favo-
recido con la implementación del ICSI como
técnica asistencial en los casos con factor mascu-
lino severo.

En el momento de la fertilización tanto in vi-
vo como in vitro, se asume que ambas gametas
tienen los elementos necesarios para lograr una
fecundación adecuada. Al respecto, se sabe de la
importancia de algunas proteínas del espermato-
zoide (por ejemplo fosfolipasa zeta) cuyo rol es la
reactivación del ovocito detenido en MII me-
diante la inducción de pulsos de calcio intracelu-
lar.11,12 Cuando esto ocurre de manera correcta el
ovocito reinicia la meiosis II, permitiendo la ex-
trusión del segundo cuerpo polar y la formación
de pronúcleos. Sin embargo, la ocurrencia de fa-
lla de fertilización en los ciclos de tratamiento de
alta complejidad no es un hecho aislado. Al res-
pecto, se han descrito una serie de eventos carac-
terísticos en el estudio de falla de fertilización,
siendo la falla de activación del ovocito una de los
principales. Ésta puede a su vez, estar asociada a
dos posibles eventos: la falla de descondesación
del material genético paterno o la condensación
prematura de cromosomas (PCC).13 Ambos han
sido descritos como los eventos de mayor inci-
dencia en los estudios de falla de fertilización.14

La atribución de una responsabilidad ya sea ovo-
citaria como espermática en la falla de fertiliza-
ción puede ser de especial interés para el médico
tratante, debido a que puede ofrecer la opción de
realizar algún cambio en el tratamiento futuro de
la pareja. 

Por todo esto, este trabajo tiene como objeti-
vos en primera instancia evidenciar los niveles de
expresión de pCdc2 (Y15) durante la madura-
ción ovocitaria, y en segunda instancia, determi-
nar los niveles de expresión de la proteína en las
fallas de fertilización luego de ICSI y de esta ma-
nera conocer su status madurativo en ese momen-
to y su posible implicancia en la mencionada fa-
lla de fertilización. 

queda detenido por segunda vez y de esa forma es
ovulado. El segundo arresto, en metafase II, se
mantiene hasta que el ovocito sea fecundado o
activado partenogénicamente, completándose la
meiosis con la consiguiente eliminación del se-
gundo corpúsculo polar.

En los mamíferos, dos factores (el MPF y las
proteínas quinasas mitógeno activadas - MAPK)
participan de manera decisiva en la maduración
del ovocito. En relación a las MAPK, se ha des-
crito que su actividad permite el adecuado pro-
greso de la meiosis y la detención del ovocito en
MII luego de la extrusión del primer cuerpo po-
lar.5 Por otro lado el MPF, descrito a inicios de los
años ‘70 es considerado el responsable del reini-
cio de la meiosis en los ovocitos detenidos en la
profase.6 El MPF está constituido por una subu-
nidad catalítica, la quinasa dependiente de cicli-
nas (cdc2) y la unidad reguladora, la ciclina B.
Esta última recibe ese nombre debido a que su
concentración oscila durante el ciclo celular. La
cantidad de moléculas de MPF depende de la dis-
ponibilidad de ciclina en el citoplasma capaz de
conjugarse con la cdc2, unidad que es estable en
el ovocito durante el ciclo celular. El MPF au-
menta su concentración durante la maduración
ovocitaria, alcanzando su pico máximo durante el
estadio de MII. El complejo es sometido a una se-
rie de fosforilaciones y desfosforilaciones. Así, si
la cdc2 es fosforilada en el residuo treonina 161
(T161), el sistema se encuentra activado, por
ejemplo, desde la Anafase I-Telofase I (AI-TI)
hasta llegar a MII. Por otro lado, si cdc2 es fosfo-
rilada en el residuo tirosina 15 (Y15), el sistema
se encontrará inactivo. La activación del MPF se
autorregula por un feed-back positivo a partir de
las moléculas activas que se incrementan en el
ovocito.7 El MPF también activa proteínas aso-
ciadas a los microtúbulos llamadas mitogen acti-
vated protein kinases o MAPK.8

Al finalizar la maduración, el MPF ha alcan-
zado su máxima concentración y el ovocito ma-
duro se encuentra detenido en MII. Este estado
de arresto es exclusivo del mismo y está regulado
por el factor cistostático o CSF. Este complejo
tiene como función estabilizar al MPF, mantener
a los cromosomas condensados y evitar una se-
gunda ronda de replicación del ADN durante la
transición de metafase I (MI) a MII.9,10
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Materiales y métodos

Ovocitos

Los ovocitos utilizados para el presente estudio
fueron obtenidos bajo consentimiento informado
de parejas que participan en el programa de repro-
ducción asistida de alta complejidad del CEGyR
(Centro de Estudios en Ginecología y Reproduc-
ción). Los ovocitos fueron obtenidos inmediata-
mente luego de la aspiración 36 horas después de
la administración de hCG, siendo éstos prove-
nientes de mujeres menores de 35 años de edad.
Por otro lado, los ovocitos con falla de fertiliza-
ción fueron obtenidos hasta 45 horas post-inyec-
ción espermática (ICSI). Éstos corresponden a ca-
sos de alta complejidad (ICSI) que presentaron
fertilización sub-óptima (menor al 50%). Final-
mente, el material empleado en el presente repor-
te se basa en el estudio de un total de 174 ovoci-
tos humanos detallados en la (Tabla 1).

diante la utilización de Hoechst 33342 (Molecular
Probes - Life Technologies, Oregon, USA).
Inmunocitoquímica de ovocitos humanos

Las células de cumulus y la zona pelúcida fue-
ron removidas de los ovocitos mediante el uso de
hialuronidasa (1m/mL) y medio Tyrodes acidifi-
cado (pH 2,5; Irvine Scientific, Sta Ana, CA), res-
pectivamente. Los ovocitos libres de la zona fue-
ron fijados por 40 minutos en formaldehido al
2% y permeabilizados con tritón X-100 al 0,1%
en PBS (buffer fosfato salino). El bloqueo de si-
tios inespecíficos fue realizado mediante el uso de
0,3% de suero albumina bovina (BSA) y 1% de
suero de cabra en PBS por 1 hora a temperatura
ambiente. Seguidamente, la incubación de los an-
ticuerpos primarios y secundarios se realizó por
toda la noche a 4°C y por 1 hora a temperatura
ambiente, respectivamente. Finalmente, el ADN
fue teñido con Hoechst 33342 (10ug/mL) por un
intervalo de 20 minutos. Las imágenes fueron
capturadas en el microscopio de Epifluorescencia
Olympus BX-40. La captura de imágenes fue rea-
lizada mediante el programa Act-2U (Nikon) y
procesada mediante Adobe Photoshop CS2. La se-
mi-cuantificación de la intensidad promedio de
la expresión de la proteína pCdc2 se realizó me-
diante el programa Scion Image (v 4.03).

Evaluación de falla de fertilización por 
inmunocitoquímica  

Para la evaluación de las fallas de fertilización
luego de ICSI se tomarán en cuenta los siguien-
tes posibles eventos:
• Ausencia del espermatozoide dentro del cito-

plasma ovocitario.
• Falla de activación ovocitaria:

a) Falla de descondesación. 
b) Condensación prematura de cromo somas
(PCC).

• Defectos en la formación de pronúcleos.
• Detención en la primera metafase.

Western blot

Diez ovocitos humanos de cada estadio de
maduración (GV, MI, MII) fueron procesados
para realizar una electroforesis en un gel de polia-
crilamida al 10%. Posteriormente se realizó la
transferencia a la membrana de nitrocelulosa pa-
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Tabla 1. Total de ovocitos empleados en el estudio.

Reactivos y anticuerpos

Todos los reactivos fueron obtenidos de Sigma
Chemical Co (St Louis, Misouri, USA). Por otro
lado los anticuerpos primarios empleados fueron:
pCdc2 (Y15), un anticuerpo monoclonal especí-
fico para la proteína fosforilada en el residuo de
Tyr 15 (anticuerpo monoclonal anticonejo, dil:
1:100, Cell Signaling Technology Inc, Massachu-
setts, USA); a su vez, se empleó el anticuerpo
contra tubulinas acetiladas (anticuerpo monoclo-
nal anti ratón, dil: 1:100, Sigma Chemical Co).
Los anticuerpos secundarios empleados fueron:
488 Anti-ratón, 594 Anti-conejo (Molecular Pro-
bes - Life Technologies, Oregon, USA) y Anti-ra-
tón-HRP (Santa Cruz Biotechnology Inc, Califor-
nia, USA). La tinción del ADN se realizó me-
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del promedio de la intensidad de señal de pCdc2

(Y15) durante la maduración ovocitaria. En los

tres estadios analizados, los ovocitos presentan

una distribución de pCdc2 de tipo homogéneo

en el citoplasma. Respecto a la cantidad relativa

de pCdc2 se evidenciaron diferencias significati-

vas entre los tres estadios evaluados, siendo el es-

tadio MII el que presentó un nivel significativa-

mente menor (1397±540). Por el contrario, el es-

tadio de MI presentó los mayores niveles de ex-

presión de la proteína (90033±9689) (p≤0.05).

Por esto se considerarán los niveles de pCdc2

(Y15) como: a) Alto (ovocito con madurez in-

completa); y b) Bajo o ausente (ovocito con ma-

durez completa). La inmunodetección por la téc-

nica de Western blot evidenció los mismos patro-

ra llevar a cabo la técnica de Western blot. Se veri-
ficó mediante la tinción de Ponceau S que las
cantidades de proteína a evaluar fueran similares.
Las membranas se incubaron con el anticuerpo
anti-pCdc2 (Y15) (1:500) seguido por un anti-
cuerpo secundario de antiratón-HRP (1:500), y
finalmente el revelado se realizó mediante la téc-
nica de quimioluminiscencia empleando el kit de
detección para Western blot Amersham ECLTM

(GE Healthcare Life Sciences, New Jersey, USA).   

Análisis estadístico

Con los resultados obtenidos de las densida-
des medias de intensidad de la señal de pCdc2, se
empleó el test de análisis de varianza (ANOVA).
Los datos se expresan como media ± desviación
estándar. Se tomó en cuenta un p≤0,05 para es-
tablecer diferencias significativas. Se empleó el
programa estadístico Statistix 9.0 (2008v).

Resultados

Expresión y distribución de pCdc2 (Y15) 
durante la maduración ovocitaria 

El material analizado en este trabajo está resu-

mido en la (Tabla 1). Los ovocitos estudiados se

encontraban en los estadios de GV, MI y MII en

el momento de la aspiración ovocitaria. En la (Fi-

gura 1) se muestra el análisis por inmunofluores-

cencia para la proteína pCdc2 (Y15) en los dife-

rentes estadios de madurez. Por otro lado en la

(Figura 2) se muestra el análisis semi-cuantitativo
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Figura 1. Inmunodetección de pCdc2 (Y15) durante las distintas etapas de la maduración del ovocito (GV,
MI y MII) (AI: Anafase I, TI: Telofase I).

Figura 2. Semi-cuantificación de las intensidades
promedio de las señales representadas en la Figura 1
(* p < 0,0001). 
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nes descritos por la técnica de inmunofluorescen-

cia (Figura 3).
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Figura 3. Western blot para pCdc2 (Y15) y tubulina.

Tabla 2. Resultados del estudio de falla de fertilización.  

Figura 4. Se representan los niveles de expresión de pCdc2 (Y15) en ovocitos con falla
de fertilización: AA´: Falla de activación + PCC; BB´: Falla de activación + falla de
descondensación y CC´: Detención en la primera metafase

Análisis de falla de fertilización
En la Tabla 2 y Figura 4 se muestran los resul-

tados obtenidos del estudio de falla de fertiliza-
ción de los 103 ovocitos analizados. Al respecto,
se resalta la presencia en un 59,3% de falla de ac-
tivación ovocitaria con PCC (Figura 4 AA´), de
los cuales el 43,8% presentaron niveles elevados
de pCdc2 (Y15) y el 15,5% presentaron niveles
disminuidos de la misma. Por otro lado, el 32,0%
presentaron falla de activación ovocitaria con fa-
lla en la descondensación del material genético

paterno (Figura 4-BB´); dentro de este grupo el
6,8% presentaron niveles altos de pCdc2 (Y15) y,
por el contrario, el 25,2% presentaron niveles
disminuidos de la expresión de la misma. 

Por otra parte, el 5,8% de los ovocitos estu-
diados presentaron una detención en el estadio
de primera metafase. En éstos se puede apreciar
su activación (polimerización de microtúbulos
en el citoplasma ovocitario y presencia de dos
cuerpos polares); en relación a pCdc2 se detecta
en cantidad disminuida (Figura 4. CC´). Final-
mente, se pudieron detectar tres casos de ausen-
cia del espermatozoide en el citoplasma ovocita-
rio (2,9%), mientras que en ninguno de los ca-
sos se observaron defectos en la formación de
pronúcleos.
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Discusión
La maduración del ovocito en mamíferos

comprende una serie de complejos mecanismos
altamente regulados de manera hormonal. El de-
sarrollo de la competencia del ovocito humano
no puede ser predicho solamente con las observa-
ciones hechas por el tamaño folicular o por la
maduración meiótica en el momento de la inse-
minación.15 El presente trabajo no tiene como
objetivo proponer un marcador(o marcadores) de
competencia ovocitaria, por el contrario, preten-
de brindar información de lo acontecido luego de
la inyección o inseminación ovocitaria en los tra-
tamientos de reproducción asistida en relación a
la maduración citoplasmática del ovocito.

Como se sabe, durante la inducción de la ovu-
lación en los programas de fertilización in vitro
(FIV) se encuentra una gran heterogeneidad en el
desarrollo de la cohorte, en donde el ovocito apa-
rentemente normal en metafase II no es penetra-
do por un espermatozoide competente.16 Al res-
pecto, en los casos de FIV se ha descrito una falla
en el progreso de fecundación después de la pene-
tración o un arresto en su desarrollo durante el
período pre-implantacional.17,18 En cuanto al IC-
SI, la heterogeneidad encontrada dentro de la co-
horte desde el punto de vista de madurez del ovo-
cito, ha permitido establecer primariamente una
responsabilidad entre el status madurativo y la
existencia de casos con falla en la  fertilización.14

La profundización del estudio de falla de fer-
tilización luego de ICSI ha permitido conocer
una serie de posibles alteraciones en los mecanis-
mos normales de la fertilización tanto a nivel es-
permático como ovocitario. Sin bien es cierto que
la técnica de ICSI fue introducida como alterna-
tiva ante un factor espermático severo (permi-
tiendo el ingreso del espermatozoide de manera
mecánica dentro de citoplasma ovocitario, omi-
tiendo una serie de eventos fisiológicos previos),
ésta ha permitido lograr la activación del ovocito
arrestado en MII y continuar su desarrollo em-
brionario.19 La activación del ovocito se inicia
cuando el espermatozoide gatilla una serie de pul-
sos de calcio intracelulares que le permiten reini-
ciar y completar su meiosis. 

Se pueden también determinar características
dentro del estudio de falla de fertilización relacio-
nados al espermatozoide. La falla en la descon-

densación del material genético paterno (ADN
espermático) es lo más común de encontrar. Esta
alteración se puede deber a la incapacidad del es-
permatozoide de activar al ovocito, ya sea por
mutaciones y/o ausencia de proteínas activadoras
o por incapacidad del ovocito de remodelar el
ADN espermático (remoción de protaminas nu-
cleares). 

En relación a la responsabilidad ovocitaria en
los casos de falla de fertilización, se conoce que
puede estar implicada una alteración en la madu-
rez citoplasmática del ovocito, en particular el
MPF.20 Así, nuestro trabajo pretende encontrar
una relación entre los niveles de madurez cito-
plasmática, empleando uno de los componentes
del MPF (pCdc2-Y15), del ovocito MII inyecta-
do por ICSI y en la ocurrencia de falla de fertili-
zación. 

En nuestros resultados respecto a los niveles
de pCdc2 (Y15) durante la maduración ovocita-
ria se evidenció que éstos fluctúan de acuerdo al
estado de madurez nuclear del ovocito. Los nive-
les de pCdc2 (Y15) presentan un pico de activi-
dad durante los estadios de Anafase-Telofase I,
siendo 4 veces mayor de lo encontrado en el esta-
dio de GV y 80 veces mayor de lo encontrado en
el estadio de MII (Figuras 1, 2 y 3). Esto es con-
gruente con lo que se conoce en otras especies
respecto a los niveles de MPF, los cuales sufren
una caída durante la transición de MI hacia
MII.21,22 El ovocito detenido en MII presenta ni-
veles altos de Cdc2 (T161) y el control cistostáti-
co de este mecanismo no permite su disrupción
hasta la entrada del espermatozoide.23 Contraria-
mente, en el ovocito MII correctamente maduro
los niveles de pCdc2(Y15) se encuentran dismi-
nuidos, por lo que a nuestro parecer la ausencia
de esta proteína junto a una correcta aparición de
la metafase II y el primer cuerpo polar, nos esta-
ría indicando un status óptimo de madurez cito-
plasmática y nuclear del ovocito.

Finalmente queremos comentar que el uso de
esta proteína (pCdc2 Y-15) en los estudios de fa-
lla de fertilización nos permitió visualizar de ma-
nera precisa el estado de madurez citoplasmática
del ovocito. Por otro lado, si bien es cierto que la
competencia espermática (factores de activación)
es importante de ser resaltada, creemos que por lo
menos sería significativo conocer el estado madu-
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rativo del ovocito en el momento de la inyección.
Esto no implica que más adelante no se pueda
combinar la inmunodetección tanto de marcado-
res ovocitarios como espermáticos en el estudio
de falla de fertilización.         
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