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Resumen

Objetivos: Analizar los diferentes métodos de activación partenogenética y el efecto del envejecimien-
to de los ovocitos in vitro e in vivo sobre el porcentaje de activación partenogenética de ovocitos de
mamíferos, resaltando la especie humana.

Métodos: Revisión de la literatura.

Resultados y conclusiones: Se conocen muchos estímulos físicos y químicos capaces de activar la
partenogénesis en ovocitos de mamíferos tanto in vivo como in vitro. El porcentaje de activación par-
tenogenética alcanzado depende de la especie y cepa del animal, la presencia o ausencia de células
del cúmulus, el tipo de estímulo y grado y modo de envejecimiento post-ovulatorio de los ovocitos.
Los estímulos usados para inducir la partenogénesis producen una o varias elevaciones de Ca2+, in-
hiben la fosforilación y síntesis de proteínas, lo cual provoca una desactivación del factor citostático
(CSF) y del factor promotor de la mitosis (MPF). Los ovocitos humanos, comparados con los de otros
mamíferos, tales como el ratón, son mucho más difíciles de activar partenogenéticamente y sólo res-
ponden a los tratamientos con ionóforo de calcio A23187, manitol y puromicina. Los ovocitos enveje-
cidos in vivo son más fáciles de activar que los frescos y los envejecidos in vitro.

Palabras clave: Activación partenogenética. Envejecimiento post-ovulatorio. Metafase II.
MPF. Ovocitos.



178 - Vol. 20- nº 3 - Mayo-Junio 2003178 - Partenogénesis en ovocitos de mamíferos

INTRODUCCIÓN

Definición de partenogénesis

Típicamente, se define partenogénesis como la
producción de un embrión, se desarrolle o no hasta la
fase adulta, a partir de un gameto femenino sin con-
tribución por parte del gameto masculino. Esta defini-
ción deja fuera del término a la ginogénesis, activa-
ción del ovocito por un espermatozoide que no
contribuye con material genético al embrión.

En el caso de la mayoría de los mamíferos, lo que
se tiene en cuenta para determinar si ha habido parte-
nogénesis es la reanudación de la meiosis, ya que el
ovocito sin activar está detenido en estadio de meta-
fase de la segunda división meiósica (MII). Según el
objetivo de cada estudio, se valora como reanudación
de la meiosis, la extrusión de los gránulos corticales,
la formación del o los pronúcleos (PNs) o el aconteci-
miento de la primera división mitósica.

Características de la partenogénesis de mamíferos

En la mayoría de mamíferos, el ovocito recién li-
berado del folículo está detenido en MII y completa
el proceso de división al ser activado por un esperma-
tozoide. El ovocito activado emite el segundo corpús-
culo polar (2CP) y se produce la liberación de los
gránulos corticales, el contenido de los cuales contri-
buye a la modificación de la zona pelúcida impidien-
do la entrada de más espermatozoides o polispermia.
Sigue con la formación del PN femenino y masculi-

no, síntesis de ADN y condensación y unión de am-
bos juegos cromosómicos en el huso mitótico.
Finalmente, tras completarse la primera división mi-
tósica, se producen los dos primeros blastómeros con
su complemento cromosómico diploide correspon-
diente.

Uno de los efectos de la fecundación sobre el ovo-
cito es una serie de oscilaciones de Ca2+, que también
son producidos por algunos de los estímulos artificia-
les que inducen la partenogénesis.

El ovocito puede ser artificialmente activado por
una amplia variedad de estímulos que, como caracte-
rística general, suponen un severo estrés para la célu-
la. Está comprobado que sustancias oxidantes (1-3) y
antioxidantes (4) son capaces de activar cascadas de
MAP quinasas, como las que se activan en respuesta
a las oscilaciones de Ca2+. Los procesos que se desa-
rrollan en el interior de los ovocitos artificialmente
activados parecen ser los mismos que ocurren tras la
activación inducida por espermatozoides, pero nor-
malmente no ocurren todos o se desarrollan de forma
parcial. Por ejemplo, en lugar de producirse una serie
de oscilaciones de Ca2+, la mayoría de estímulos par-
tenogenéticos inducen la formación de una única ele-
vación de Ca+2.  Según el estímulo, es típico que los
gránulos corticales se extruyan en menor proporción,
que no se produzca la emisión del segundo cuerpo
polar o que se formen subnúcleos, porciones de mem-
brana nuclear reconstruida alrededor de unos pocos
cromosomas.

El efecto común que parecen producir todos los
métodos de estimulación, incluido el espermático, es
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Objectives: To analyze the different methods of parthenogenetic activation and the effect of oocyte
aging in vitro and in vivo on percentage of parthenogenetic activation of mammalian oocytes, stres-
sing the human species.

Methods: A literature review.

Result and conclusions: Many physical and chemical stimuli capable of inducing parthenogenetic
activation of mammalian oocytes both in vivo and in vitro are known. The percentage of parthenoge-
netic activation depends on the animal species and strain analyzed, the presence or the absence of
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phosphorylation or synthesis, which causes the deactivation of cytostatic factor (CSF) and mitosis
promoting factor (MPF). Human oocytes when compared to other mammalian oocytes, such as the
mouse, are much more difficult to be parthenogenetically activated and only respond to treatment
with calcium ionophore A23187, manitol and puromycin. Oocytes aged in vivo are more easily acti-
vated than fresh or in-vitro aged oocytes.
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la desactivación del bloqueo de la división a que está
sometido el ovocito. Esto ocurre a través de una cade-
na de proteínas quinasas que actúan como canal de
transducción del aumento de Ca2+ intracelular, provo-
cado por el estímulo, o a través de la inhibición direc-
ta de las proteínas responsables del bloqueo, depen-
diendo del estímulo implicado.

Las proteínas implicadas en el bloqueo meiósico
son entre otras las que forman el factor citostático
(CSF), como la proteína reguladora Mos en el ratón
(5-7), y el factor promotor de la mitosis (MPF), el
cual está compuesto por las subunidades ciclina B y
p34cdc2. Se asume que el CSF estabiliza la forma acti-
va del MPF, el cual, a su vez, mantiene al ovocito en
MII.

Hasta ahora, no se ha dado ningún caso probado de
partenogénesis a término en mamíferos. Quizá, porque
existen desequilibrios de dosis de los productos géni-
cos debido al genoma haploide, o al imprinting anor-
mal en el caso de partenogenones diploides, que harí-
an que el embrión muriera de forma prematura.

Rutas de desarrollo más comunes tras activación
partenogenética

Hay cuatro grandes tipos de partenogenones: ha-
ploides uniformes, haploides en mosaico por “divi-
sión inmediata”, heterocigotos diploides y mosaicos
haploides por “división inmediata retardada”. Cada
tipo se desarrolla según se extruya o no el 2CP, y se-
gún el modo y momento de la segunda división meió-
tica:

1) Embrión haploide uniforme: Extrusión del 2CP
y formación de un sólo PN.

2) Embrión haploide en mosaico: 
a) División del ovocito (“división inmediata”) y

formación de un PN en cada blastómero. Cada
PN contiene material diferente debido a los pro-
ductos del entrecruzamiento anterior a la primera
meiosis.

b) Se forman 2PN sin extrusión del 2CP y se produ-
ce la división celular (“división inmediata retar-
dada”).

3) Embrión diploide: Sin extrusión del 2CP, se
forma un único PN diploide; o se crean 2PN cuyo
material genético se reunirá más tarde en el huso de
la primera mitosis.

El uso de diferentes cepas, métodos de activación,
medios de cultivo y la edad postovulatoria influyen
en la obtención de diferentes partenogenones.
También, es posible usar sustancias que interfieren en
la dinámica del citoesqueleto, como las citocalasinas

B y D, para controlar la frecuencia de cada tipo de
partenogenón.

Factores que afectan al porcentaje de activación

La frecuencia de activación depende de la especie
del animal y la cepa dentro de ésta, el medio de culti-
vo, la conservación o denudación de las células del
cúmulus (8, 9) y el tipo de estímulo.

El envejecimiento del ovocito es un factor muy in-
fluyente. En general, los ovocitos recién ovulados son
difíciles de activar, y es más fácil cuanto más tiempo
ha pasado tras la ovulación, aunque también aumenta
el porcentaje de fragmentación y disminuye el poten-
cial de desarrollo de los ovocitos. Las condiciones en
que se produce el envejecimiento parecen ser muy
importantes, pues los ovocitos de ratón envejecidos in
vitro presentan frecuencias de activación mucho me-
nores que los envejecidos in vivo (10). Otro posible
factor es que la ovulación sea natural (espontánea) o
provocada (superovulación).

Muchos de estos puntos han sido tratados extensi-
vamente en revisiones clásicas como las de Graham
(11), Kaufman (12) y Whittingham (13) y no serán
desarrollados en el cuerpo de éste artículo, el cual se
centra en los métodos de activación partenogenética
no revisados anteriormente, la aplicación de las técni-
cas y métodos partenogenéticos en humanos y las di-
ferencias en el porcentaje de activación tras envejeci-
miento de los ovocitos in vivo e in vitro.

Técnicas de estimulación partenogenética

A grandes rasgos, se dividen en físicas y quími-
cas, pudiéndose usar cada una en solitario o combi-
nando varias técnicas para conseguir mejor resultado
en las frecuencias de activación o de desarrollo, o
controlar la frecuencia de aparición de un tipo deter-
minado de partenogenón.

Entre las técnicas físicas, se incluyen la simple
manipulación del ovocito, la punción con una aguja
en presencia de Ca2+ en el medio, calor (in vivo e in
vitro), frío (in vivo), choque eléctrico (in vivo e in vi-
tro), osmolaridad del medio de cultivo (hipertónico o
hipotónico) y presión negativa (14).

Entre las técnicas químicas, se han explorado las
enzimáticas (hialuronidasa, pronasa y tripsina), varia-
ciones en la composición iónica del medio (Ca2+, Br2+,
Mg2+ y La3+), inyección de iones (Ca2+, Ba2+ y Sr2+), io-
nóforo de Ca2+ A23187, etanol, alcohol bencílico
(15), 1,2-propanediol (16), solución de ácido de
Tyrode (17), anestésicos y tranquilizantes in vivo
(éter, cloroformo, cloruro etílico, alcohol etílico, pa-

- 179Vol. 20- nº 3 - Mayo-Junio 2003 Partenogénesis en ovocitos de mamíferos - 179



180 - Vol. 20- nº 3 - Mayo-Junio 2003

raldehído, óxido nitroso, nembutal y avertin [11-12]),
inhibidores de la síntesis proteica (cicloheximida y
puromicina; [18]), medio deficiente en piruvato (19),
inhibidores de la inosina monofosfato deshidrogenasa
(20), inhibidores de la fosfodiesterasa (21), estimula-
ción de proteínas G (22-24), activación de proteína
quinasa C (25).

La mayor o menor eficacia de estas técnicas varía
con la especie, y un ejemplo es la propia especie hu-
mana, cuyos ovocitos son sorprendentemente resis-
tentes a la activación artificial por la mayoría de téc-
nicas, al parecer, independientemente de la edad
postovulatoria (26).

Las técnicas que presentamos a continuación son
aquellas no reseñadas en las revisiones clásicas o, sí
lo han sido, se dispone de datos o enfoques nuevos.

Físicas

Manipulación

La simple manipulación necesaria para obtener los
ovocitos y depositarlos en el medio de cultivo puede
ser suficiente para activarlos. Kaufman (12) recoge
unos porcentajes de activación para ratones de dife-
rentes cepas del 45-65%; y del 70-75% si los ovoci-
tos, además, estuvieron expuestos a hialuronidasa.

La manipulación, por si sola, sin embargo, no pa-
rece capaz de activar a los ovocitos humanos.
Abramczuk y Lopata (26) sometieron a ovocitos hu-
manos, recogidos por laparoscopia y mantenidos en
cultivo hasta 39-54h tras el tratamiento con hCG, a
los mismos pasos que sufren los ovocitos en un pro-
tocolo de fecundación in vitro, con la excepción de
que no los pusieron en contacto con espermatozoides.
Ninguno de los ovocitos mostró signos de activación,
mientras que los ovocitos controles pertenecientes a
los mismos pacientes y expuestos al mismo proceso
pero en presencia de espermatozoides, sí fueron fe-
cundados, excluyendo la posibilidad de que los ovo-
citos de estas pacientes no pudieran llevar a cabo los
procesos de la activación.

Estímulo eléctrico

Un pulso eléctrico causa una única oscilación de
Ca2+ en el ovocito, ya sea por la liberación de reser-
vas interiores o por la apertura de poros en la mem-
brana plasmática, que suele ser suficiente para provo-
car la activación.

La revisión de Graham (11) recoge un porcentaje
de activación de hasta el 75% en ratones, mientras
que la de Kaufman (12) ofrece unos porcentajes algo

más modestos de activación in vivo en varias cepas:
40% para ovocitos procedentes de ovulación inducida
y 50% para los ovulados espontáneamente.

Onodera y Tsunoda (27) utilizaron ovocitos fres-
cos de ratón denudados para ensayos de electroesti-
mulación. La máxima frecuencia de activación (78%)
y desarrollo hasta blastocisto (32%) la consiguieron
con una serie de 2 pulsos de corriente continua (CC;
1.5 kV/cm; 100 (s) separados por un segundo, en so-
lución conductora (manitol 0.3M + MgSO4 + CaCl2

0.05mM) y cultivo posterior en M16 con citocalasina
B (5 µg/mL; 5 h).

Marcus, trabajando con ovocitos de ratón denuda-
dos aplicó electroestímulos de 1-3 pulsos (125 V; 40
(s) consiguiendo una frecuencia de activación del
30% (8).

En el estudio de Sasagawa y Yanamigachi (28), la
comparación de deferentes protocolos de activación
por electroestimulación in vitro muestra que, sobre
ovocitos de una determinada cepa de ratón incubados
hasta 18,5 h post-hCG, los protocolos más efectivos
(76-81% de activación) son aquellos con menor nú-
mero de pulsos y mayor separación temporal entre los
mismos. Con una excepción, el protocolo de 4 pulsos
(0,5 kV/cm; 128(s) a intervalos de 5 minutos. El pro-
tocolo que consiguió un porcentaje más alto de acti-
vación (77-81%) y de desarrollo hasta blastocisto
(29%) fue el más suave, consistente en un único pul-
so de 1.0kV/cm durante 128(s.

Ovocitos frescos denudados de conejo, sometidos
a una serie de 2 pulsos (CC; 1,5 kV/cm; 200 (s) sepa-
rados por un segundo, y cultivados posteriormente en
citocalasina B mostraron unos porcentajes de activa-
ción del 77% y de desarrollo hasta blastocisto del
25% (27).

Ovocitos frescos de oveja, denudados y expuestos
a un pulso de 1,25 kV/cm durante 80(s desarrollaron
un 80% de activación (29).

Ovocitos de tití recogidos por aspiración folicular
y denudados, expuestos a las 44-48 h post-hCG a dos
series de seis pulsos eléctricos (CC; 2kV/cm; 70(s)
separadas por media hora, alcanzaron un porcentaje
de activación del 98%. El desarrollo máximo de los
partenogenones fue hasta ocho células (15%), alcan-
zando la mayoría los estadios de 2-4 células (69%).
Se desconoce el intervalo de tiempo entre los pulsos
de cada serie (30).

Choque osmótico

Se entiende como choque osmótico la exposición
a un medio de osmolaridad anormalmente alta o baja
en relación a la óptima para la incubación del ovoci-
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to. Según la revisión de Graham (11), tales condicio-
nes activan hasta un 58% de ovocitos de rata y 38%
de conejo. En cuanto a los ovocitos de ratón, la osmo-
laridad del medio influye en la frecuencia de cada ti-
po de partenogenón y, en algunas cepas, en los por-
centajes de activación (12).

Marcus expuso ovocitos de ratón denudados a in-
cubación, durante 30 min, en medio M2 diluido 1:1
con agua destilada sin conseguir la activación de los
mismos (8).

Ovocitos de ratón recolectados 14-16 h post-hCG
y denudados, expuestos a un medio sin Ca2+ ni
Mg2+ con dimetil sulfóxido al 10% durante 2 minu-
tos, presentan frecuencias de exocitosis de los gránu-
los corticales y de formación pronuclear del 44% y
36%, respectivamente (31). En el mismo trabajo, se
observó que la presencia de 5-(N,N,-dimetil)-amilori-
da, inhibidor del intercambio Na+/H+ origina fre-
cuencias significativamente menores de exocitosis de
los gránulos corticales, formación pronuclear y fosfo-
rilación de proteínas. Eso no ocurre en presencia de
W7, inhibidor de la calmodulina. Esto sugiere que la
activación por cambios de presión se produce a través
de una ruta diferente de la ruta Ca+2/calmodulina y de-
pendiente del intercambio Na+/H+.

Ovocitos humanos 34-41 h post-hCG, denudados
y expuestos a 50-250 UI/mL de hialuronidasa bovina
durante 30-60 min y, posteriormente, a medio hipotó-
nico (1:4 ó 1:2, agua:medio) durante otros 30-60 min,
no mostraron signos de activación partenogenética
(26).

Presión negativa

En ovocitos humanos recogidos por aspiración fo-
licular a presiones de vacío de 100, 75 y 50 mmHg,
se observó que el porcentaje de activación partenoge-
nética (ovocitos con un único PN y uno o dos cuerpos
polares) de los ovocitos aspirados a 100 mmHg (6%)
fue significativamente superior al de los aspirados a
50 mmHg (14).

Choque de calor

Graham (11) recoge la activación in vitro de ovo-
citos de conejo (hasta un 44%) tras ser sometidos a
42-46ºC.

Por otra parte, Kaufman (12) revisa datos de varias
cepas de ratón. Tras aplicación de un baño a 44-45ºC
in vivo, un 50% de ovocitos ovulados espontáneamen-
te presentan signos de activación partenogenética;
mientras que la exposición in vitro a 44-44.5ºC induce
un porcentaje máximo de activación del 57%. Con las

mismas cepas de ratón y ovocitos cultivados en pre-
sencia de citocalasina B el rango de activación au-
menta hasta un 70-90%. 

Choque de frío

En Graham (11), se encuentran datos de activa-
ción in vivo por frío de ovocitos de rata (hasta
100%), hámster (hasta 80%), conejo (hasta 90%), hu-
rón (hasta 60%) y oveja (la mayoría de ovocitos). En
cambio, ovocitos denudados de ratón expuestos in vi-
tro a 2ºC durante 30 min no muestran signos de acti-
vación (8).

Ovocitos humanos 34-60 h post-hCG fueron ex-
puestos a 4ºC (dentro de un refrigerador) durante 30-
40 min y posteriormente devueltos al incubador.
Durante el periodo de observación no se encontraron
signos de activación en ninguno de los ovocitos (26).
No obstante, en el estudio de Gook et al. (32), no se
descarta la temperatura como un factor capaz de pro-
vocar la activación de ovocitos humanos durante los
tratamientos de criopreservación.

Químicas

Anestesia

Está demostrado que la aplicación de anestesia
puede provocar activación partenogenética in vivo en
ovocitos de rata: éter (64% [11]), cloroformo, cloruro
de etilo, alcohol etílico, paraldehído, óxido nitroso e
inyección intraperitoneal de nembutal (revisado por
Kaufman [12]); y ratón: éter (18% [11]) e inyección
intraperitoneal de avertin (46% [12]).

Hialuronidasa

Este enzima es muy efectivo para provocar la par-
tenogénesis en ovocitos de ratón. En el trabajo de
Kim y Schuetz (19), el cultivo de ovocitos envejeci-
dos in vivo expuestos a hialuronidasa produjo un
60% de activación.

Ovocitos de vaca madurados in vitro durante 33 h
y cultivados en medio M2 con 0,1% hialurinodasa
durante 10 min alcanzaron un porcentaje de activa-
ción del 18%, mientras que ovocitos madurados in vi-
tro durante 24 y 27 h consiguieron un porcentaje má-
ximo del 3% (33).

La exposición de ovocitos humanos a 0.05 mM
hialuronidasa durante 2-5 min no los activa si los
ovocitos son frescos, aunque los ovocitos envejecidos
in vitro durante 24 h presentan un porcentaje de acti-
vación del 6% (17).

- 181Vol. 20- nº 3 - Mayo-Junio 2003 Partenogénesis en ovocitos de mamíferos - 181



182 - Vol. 20- nº 3 - Mayo-Junio 2003

Pronasa

Tras la recolección de ovocitos de ratón 12,5 h
post-hCG, exposición a 1 mM hialuronidasa durante
2-5min para separarlos de las células del cúmulus y
pronasa para eliminar la zona pelúcida se obtuvo un
porcentaje de activación del 44%. En cambio, no se
encontró ningún ovocito fresco humano activado tras
tratamiento con 0,05 mM hialuronidasa y 0,5% pro-
nasa (17).

Solución de ácido de Tyrode

Usada para adelgazar o eliminar la ZP, la solución
de ácido de Tyrode es capaz de activar tanto ovocitos
humanos como de ratón. En el estudio de Johnson et
al. (17) los ovocitos de ratón, frescos, fueron separa-
dos de las células de cúmulus por exposición a 1 mM
hialuronidasa y se les aplicó solución de ácido de
Tyrode (pH 2,5) para eliminar la ZP. El porcentaje de
activación partenogenética fue del 43%. Con ovocitos
humanos se siguió el mismo protocolo obteniendo un
porcentaje de activación partenogenética del 33% en
ovocitos frescos y de un 20% en ovocitos, no tratados
con hialuronidasa, envejecidos in vitro durante 24 h.
Para disminuir la posible influencia de la hialuronida-
sa en ovocitos frescos, se realizó un experimento con
una concentración de 0.05 mM hialuronidasa. El por-
centaje de activación partenogenética fue del 22%.

Etanol

Ovocitos de vaca denudados y madurados in vitro
muestran una respuesta a la activación por etanol de-
pendiente del tiempo de cultivo durante la madura-
ción. Se expusieron grupos de ovocitos con diferentes
tiempos de cultivo al 7% etanol en medio M16 duran-
te 7 min, observándose dos grupos diferenciados: el
grupo de ovocitos cultivados durante 24-26 h, con un
25-38% de activación; y el grupo de ovocitos cultiva-
dos durante 27-32 h, con un 60-68% de activación.
Además con un grupo que todavía conservaba el cú-
mulus consiguió un porcentaje de activación del 78%
(33).

La incubación de ovocitos de ratón en medio M16
con 7% etanol durante 7 min produjo un porcentaje
de activación del 81% y un porcentaje de desarrollo
hasta la fase de blastocisto del 14% (27). El efecto
del etanol sobre ovocitos de ratón parece ser mayor
cuando están rodeados por las células del cúmulus (8,
33). De hecho, la exposición durante 5 min a 7% eta-
nol provocó frecuencias de activación del 57% en
ovocitos rodeados con cúmulus y del 16% en ovoci-
tos denudados (8). También, en Kim y Schutz (19), se

observa un bajo porcentaje de activación en ovocitos
denudados (<10%).

Ovocitos de oveja incubados en medio TCM 199-
HEPES con 7% etanol durante 5 min presentaron un
porcentaje de activación del 94% (29).

Por otra parte, Onodera y Tsunoda (27) incubaron
ovocitos frescos de conejo, denudados, en solución
similar a la usada con ratones, con rangos de 7-20%
de etanol, durante 7 min. En ninguna de las concen-
traciones se obtuvo activación partenogenética.

Tampoco la incubación de ovocitos humanos, en-
vejecidos y denudados, en medio con 7% etanol du-
rante 7,5 min produjo ninguna activación (26).
Concentraciones de hasta un 10% etanol y tiempos de
incubación de hasta 10 min no aumentaron significa-
tivamente el porcentaje de activación partenogenética
con respecto al grupo control (34-36).

En otro primate, el tití, el etanol presenta un efec-
to activador muy bajo, consiguiéndose sólo un 20%
en ovocitos envejecidos in vitro (4 días post-hCG) e
incubados durante 5 min en una solución de 7% eta-
nol en PBS (30).

1,2-propanediol

El 1,2-propanediol (PROH) es un crioprotector
comúnmente usado en criopreservación de embriones
y ovocitos. Al igual que ocurre con otras sustancias
que presentan grupos hidroxilo (-OH), tales como
etanol y éster de forbol, el PROH puede activar ovo-
citos de ratón, aunque es incapaz de activar ovocitos
humanos. En un estudio ovocitos humanos frescos
fueron expuestos a soluciones de congelación y des-
congelación basadas en PROH. No observaron signos
de activación partenogenética, tales como la forma-
ción pronuclear, en ningún ovocito. En contraste,
cuando tanto ovocitos frescos como envejecidos se
sometieron a un tratamiento completo de criopreser-
vación, se obtuvieron porcentajes significativos de
partenogénesis del 27% y 29%, respectivamente (32).

Secuestro de iones Zn2+

Con la exposición de ovocitos de cerdo en fase de
vesícula germinal a diferentes dosis de una sal disódi-
ca de EDTA (quelador específico de iones divalentes;
Na-EDTA) los máximos porcentajes de activación,
63% y 65%, se obtuvieron en ovocitos rodeados o no
de células del cúmulus, respectivamente, usando una
concentración 1 mM Na-EDTA. Para conocer el me-
canismo por el cual el Na-EDTA induce una activa-
ción partenogenética, se efectuaron una serie de ensa-
yos con EDTA saturado con varios iones metálicos,
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tales como Ca+2 (Ca-EDTA), Cu+2 (Cu-EDTA), Fe+3

(Fe-EDTA) ó Zn+2 (Zn-EDTA), así como con el que-
lador específico de iones Ca2+, EGTA. Sólo cuando
los ovocitos se trataron con Zn-EDTA y EGTA, no se
obtuvo respuesta partenogenética. Estos resultados
apuntan a que la disponibilidad de Zn2+ libre en el
ovocito es necesaria para mantenerlo estable en MII y
que el secuestro de Zn2+ es el responsable de la acti-
vación partenogenética (37).

Ciclohexamida

Ovocitos frescos de ratón, incubados durante 6 h
en presencia de 10 (g/mL de ciclohexamida, presenta-
ron un porcentaje de activación del 22% (28). En el
trabajo de Kim y Schuetz (19), la concentración de 10
(g/mL también provocó un 22% de activación , pero
se llegó hasta el 89% con 100 (g/mL. Aunque por sí
sólo, este inhibidor de la síntesis proteica tenga muy
poco efecto como activador partenogenético, es capaz
de potenciar el efecto de otros tratamientos activado-
res.

Exposición a Sr2+

El tratamiento con Sr2+ provoca oscilaciones repe-
titivas de Ca2+ en el interior del ovocito capaces de es-
timular la activación partenogenética. La exposición
de ovocitos de ratón denudados a 12-60 min de incu-
bación en medio M16, en el que la sal de calcio se re-
emplazó por cloruro de estroncio equimolar obser-
vando frecuencias de activación de 12-86% según
cepa y tiempo de exposición (8). También se encontró
un 44% de activación partenogenética en ovocitos
frescos y denudados de ratón, incubados durante 2 h
en medio M16 libre de Ca2+ con 10 mM SrCl2 (38).

Ionóforos de calcio

Ovocitos de ratón denudados expuestos durante 5
min a medio M16 suplementado con 0,05 µg/mL io-
nóforo de calcio A23187 alcanzan porcentajes de ac-
tivación de 45-81% según la cepa usada (8).
También, es uno de los pocos tratamientos capaz de
inducir partenogénesis en ovocitos humanos.
Incubando ovocitos frescos en presencia de 5 µM del
ionóforo de calcio A23187 durante 5 min, se consi-
guió un porcentaje máximo del 54% (35). Similar tra-
tamiento arroja un porcentaje del 60% en otro estudio
(34). Parece que esos porcentajes de activación no
son posibles con ovocitos envejecidos, ya que en al-
gunos casos no se consiguen porcentajes de activa-
ción significativamente diferentes a los de los grupos
control (35, 36, 39). En otro estudio utilizando el

mismo tratamiento, la tendencia se invierte y el por-
centaje de activación en ovocitos frescos resulta sig-
nificativamente menor (42%) que el alcanzado con
ovocitos envejecidos in vitro (65%). También la edad
de la mujer donante influye, ya que los ovocitos de
mujeres mayores de 35 años presentan menor porcen-
taje de activación (53%) que los del grupo de meno-
res de 35 (69-76%) (40).

El tratamiento durante 5 min con 5 µM ionomici-
na, otro ionóforo de calcio, en medio TCM 199-HE-
PES consigue muy buen porcentaje de activación
(98%) en ovocitos ovinos frescos y denudados, desa-
rrollándose el 58% de estos ovocitos hasta la fase
blastocisto (29).

Medio libre de iones de Ca+2 y Mg+2

En la revisión de Kaufman (12), encontramos que
la mayor frecuencia de activación de ovocitos sin de-
nudar se consigue con medio estándar carente de io-
nes Mg2+ (80%), mientras que en medio sin Ca2+ ni
Mg2+ se obtienen frecuencias de activación de 40-
60%. Sin embargo, hay que señalar que, para facilitar
la observación, después de la exposición al medio, los
ovocitos se denudaron mediante tratamiento con hia-
luronidasa, lo cual podría haber hecho que el porcen-
taje observado de activación fuera mayor que el es-
trictamente debido a la carencia de iones calcio o
magnesio en el medio.

En el estudio de Marcus (8), la incubación de ovo-
citos denudados de ratón durante 30 min en medio
M16 en el que las sales de Ca2+ y Mg2+ habían sido re-
emplazadas por cloruro sódico no se consiguió acti-
var ningún ovocito. Posibles explicaciones a la dife-
rencia respecto de los resultados anteriores podrían
ser la ausencia de células del cúmulus o el uso de di-
ferentes protocolos o cepas de ratón.

Puromicina

El tratamiento de ovocitos en MII con puromicina
inhibe la síntesis proteica, incluyendo la ciclina B,
componente del MPF. Esto hace que , al agotarse las
proteínas que ya estaban en el citoplasma, el ovocito
se active y tenga lugar el desarrollo partenogenético.

Es el tratamiento más efectivo conocido para la
especie humana, con una frecuencia de activación
partenogenética de hasta un 91% en ovocitos enveje-
cidos, tratados con 100 mg/mL de puromicina duran-
te 7-24 h (39). En otro estudio, se ensayó el grado de
activación partenogenética utilizando diferentes con-
centraciones de puromicina (10, 50 y 100 (g/mL en
medio F-10 ó M16 durante 5-24 h), sin que los por-
centajes de activación (86-100%) presentaran dife-
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rencias significativas. No obstante, parece ser que el
desarrollo es mejor usando una concentración de 10
(g/mL durante 6-10h de incubación. El envejecimien-
to post-ovulatorio no parece afectar el porcentaje de
activación, pero los grupos de ovocitos jóvenes pre-
sentan mejor desarrollo preimplantatorio (41).

Medio carente de piruvato

El cultivo de ovocitos de ratón frescos y denuda-
dos en medio deficiente en piruvato provoca también
la activación partenogenética. Tras 4 h de cultivo, la
síntesis proteica queda inhibida y el ovocito entra en
interfase. El desarrollo continúa al exponer de nuevo
los ovocitos a medio con piruvato. En medio MEM
suplementado con suero fetal bovino, sin piruvato,
cultivando durante 24 h, se obtiene un porcentaje de
activación del 78%. En solución equilibrada de sales
de Earle y diferentes concentraciones de piruvato, co-
mienza a haber activación con 94 (M piruvato y se al-
canza un máximo (>85%) con 47 ó 23.5 (M. Aunque
la activación se produce tanto en ovocitos jóvenes co-
mo envejecidos, el tiempo de cultivo necesario para
activar estos últimos es menor (19).

Solución de manitol

La exposición de ovocitos humanos a una solu-
ción isotónica de manitol con baja concentración en
calcio, magnesio y cloro provoca su activación parte-
nogenética. La frecuencia de activación (64%-95%)
no parece afectada por el envejecimiento in vitro
(hasta 2 días). Sin embargo, la frecuencia de apari-
ción de dos o más pronúcleos sólo se observa en ovo-
citos envejecidos (42), lo cual, probablemente, está
relacionado con el deterioro que sufren los filamentos
del huso mitótico durante el envejecimiento.

Inhibidores de la fosfodiesterasa

Pentoxifilina, cafeína y 2-deoxiadenosina, que son
inhibidores de la fosfodiesterasa y antagonistas de los
receptores de adenosina, se han usado comúnmente
para estimular la motilidad de los espermatozoides en
tratamientos de fecundación in vitro. Estas metilxan-
tinas, a las concentraciones usadas en clínicas de fe-
cundación in vitro, pueden provocar la activación
partenogenética de ovocitos de ratón con máximos de
activación del 82% para la pentoxifilina (10 mM, 10
min), 90% para la cafeína (5 mM, 60 min) y 75% pa-
ra la 2-deoxiadenosina (10 mM, 30 min). En los tres
casos la frecuencia de activación aumentaba con la
dosis y el tiempo de incubación, como también lo ha-
cía el número de ovocitos atétricos y lisados. Así

mismo, el desarrollo de los partogenones era muy li-
mitado; hasta la fase de dos células con pentoxifilina
o cafeína, y con algunos blastocistos en el caso de la
2-deoxiadenosina (21). Sin embargo, la cafeína pre-
viene la fosforilación inhibitoria de la subunidad
p34cdc2 y podría evitar la pérdida de actividad del MPF
que se produce durante el envejecimiento del ovocito
(43).

Inhibidores de proteínas quinasas

Ro-31-8220, H7 y estaurosporina, inhibidores de
MAP quinasas; genisteína, inhibidor de la proteína ti-
rosína quinasa; bohemina (44) y butirolactona I (45),
inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas, y 6-
dimetilaminopurina (46), inhibidor de la fosforilación
de proteínas, activan ovocitos de diferentes animales
de experimentación aparentemente sin producir osci-
laciones de Ca2+ (47-49).

Inhibidores del enzima inosina monofosfato deshi-
drogenasa

El tratamiento in vivo con bredinina y ácido mico-
fenólico, inhibidores del enzima inosina monofosfato
deshidrogenasa, produce activación en ovocitos de
ratón, obteniendo un porcentaje máximo del 95% pa-
ra la brenidina y del 75% para el ácido micofenólico,
con desarrollo hasta la fase de blastocisto del 7% y
del 6% del total, respectivamente. La frecuencia está
directamente relacionada con el tiempo de permanen-
cia del ovocito en el folículo tras la administración
del tratamiento. No existe respuesta similar si el trata-
miento se realiza durante la maduración in vitro, por
lo que se supone que el efecto se produce por la inte-
rrupción de rutas del metabolismo de purinas impor-
tantes en el mantenimiento del bloqueo meiósico
(20).

Estimulación de proteínas G

El papel de las rutas mediadas por proteína G se
ha estudiado en ovocitos de ratón y cerdo que expre-
san un receptor muscarínico m1 exógeno, acoplado a
proteína G, tratando con acetilcolina (22, 24), y en
ovocitos de cerdo inyectando GTP-γ-S (23). En am-
bos casos, se consiguió activación (50% y 71%, res-
pectivamente) y cierto grado de desarrollo.

Estos trabajos refuerzan la hipótesis de que la ac-
tivación del ovocito durante la fecundación se dispa-
ra por la unión de proteínas espermáticas a recepto-
res de membrana del ovocito,  y exploran la
posibilidad de que la ruta de activación esté mediada
por una proteína G.
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Estimulación del enzima proteína quinasa C

La proteína quinasa C está implicada en la casca-
da de quinasas que regula el sistema Ca+2-calmoduli-
na. Su estimulación tras tratamiento de ovocitos hu-
manos con forbol éster produce una frecuencia de
activación partenogenética marginal (14%) (36).

Efecto del envejecimiento in vivo e in vitro de los
ovocitos

El cultivo in vitro hace a los ovocitos menos pro-
pensos a la activación que el cultivo in vivo. El estu-
dio de Abbott et al. (10) revela estas diferencias tanto
en la activación espontánea como en la activación por
tratamiento con ionóforo de calcio. Los porcentajes
máximos de activación espontánea que consiguieron
fueron 36% para ovocitos envejecidos in vivo hasta
22 h post-hCG y 2% para ovocitos extraídos 13-16 h
post-hCG y envejecidos en cultivo in vitro durante 3-
6 horas. Con el tratamiento de ionóforo de calcio, los
porcentajes de activación fueron 75% de activación
en ovocitos envejecidos in vivo y 25% en ovocitos
envejecidos in vitro.

En los ovocitos envejecidos in vitro los niveles de
actividad p34cdc2 y MAP quinasa se mantienen de
forma más estable que in vivo, conservando un am-
biente intracelular incompatible con procesos que lle-
van a estas células hacia la interfase, hecho correla-
cionado con el aumento de susceptibilidad a
estímulos partenogenéticos.

Esta diferencia podría ser debida tanto a la presen-
cia de factores en el oviducto que ponen en marcha
estos procesos como a una inhibición de los mismos
inducida por el ambiente de cultivo in vitro.

RESUMEN-CONCLUSIÓN

Se han estudiado muchos estímulos capaces de de-
sencadenar la activación partenogenética de los ovo-
citos tanto in vivo como in vitro. En general, ya se
trate de físicos o químicos, los estímulos se caracteri-
zan por someter a estrés al ovocito, activar las rutas
enzimáticas que se activan por fecundación normal o
desactivar los factores que mantienen al ovocito esta-
bilizado en la fase MII. La efectividad de cada estí-
mulo depende de muchos factores como son la espe-
cie y cepa con la que se trabaja, el t iempo
transcurrido desde la ovulación y el medio y las con-
diciones de cultivo del ovocito.

En el ratón, que es el animal de laboratorio con el
que se han realizado más estudios de este tipo, se

puede alcanzar un alto porcentaje de activación parte-
nogenética con casi todos los estímulos aplicados, es-
pecialmente los estímulos eléctricos y exposición a
etanol, ciclohexamida, estroncio, ionóforos de calcio
y cultivo en medio pobre en piruvato.

En la especie humana, de la cual se tiene también
abundante información, se sabe que los ovocitos son
muy difíciles de activar partenogenéticamente. Sólo
unos pocos estímulos ofrecen frecuencias de activa-
ción significativamente altas. Estos son la exposición
al ionóforo de calcio A23187 (sólo en ovocitos fres-
cos), manitol y puromicina. Siendo este último el más
efectivo parta provocar la activación partenogenética
tanto de ovocitos frescos como envejecidos.

Un factor muy importante que influye en el por-
centaje de activación partenogenética es el envejeci-
miento del ovocito. Durante ese envejecimiento acon-
tecen dentro del ovocito una serie de cambios que
afectan a la estructura del citoesqueleto y los orgánu-
los, la expresión génica y la actividad enzimática.
Uno de estos cambios enzimáticos es la fosforilación
de la subunidad p34cdc2 del MPF, el cual es uno de
los factores responsables del mantenimiento del ovo-
cito en la fase MII. Cuando esa unidad se fosforila el
MPF se inactiva. El grado de fosforilación es propor-
cional al envejecimiento el ovocito y se correlaciona
con la facilidad de activación.

Sin embargo, los cambios que se producen durante
el envejecimiento son distintos si éste se produce in
vivo o in vitro. En los ovocitos envejecidos in vitro,
los niveles de actividad p34cdc2 y MAP quinasa se
mantienen estables y sus frecuencias de activación
son mucho menores que las de los activados in vivo.
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