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I. INTRODUCCION

A mediados de1 sig1o XIX se observó, por primera vez, 1a

penetración de un ovocito de mamífero por un espermatozoide. Só1o

a partir de este momento se estab1eció que 1a unión de 1as

gametas femenina y mascuïina iniciaba e] desarro11o de un nuevo

ser. Hasta entonces existia una gran confusión acerca de1 pape1
desempeñado por cada uno de los sexos en e] proceso de

reproducción. Ta] como es narrado por Gwatkin (1977), entre 10s
antiguos Griegos se creía que e] semen y 1a sangre menstrua] se

combinaban para formar e1 embrión y 1as membranas fetaïes.

Aristóteïes (384-322 AC)en su 1ibro Historia Anímaïíum, sugirió
que e] semen contribuia a 1a concepción de un nuevo organismo de
un modo no materia] dando únicamente forma a1 embrión en

desarro11o, a1 cua] é] consideraba proveniente en forma fisica,
enteramente de 1a madre. La figura mas sobresa1iente, cinco
sigïos 1uego de Aristóteïes, dedicada a1 estudio de 1a
embrio1ogia entre otras discip1inas médicas, fue e] médico griego
Ga1eno (130-200 DC) quien, en forma opuesta a 1a visión de

Aristóte1es, creia que e] embrión se formaba de 1os e1ementos
materiaïes de ambos padres. Los natura1istas de 1a Edad Media y

de1 Renacimiento basaban sus ideas en parte en Aristóte1es, y en

parte en Ios conceptos de Gaïeno y sus seguidores.

Hacia e] sig1o XVII, e] médico ingïés, Wi11iam Harvey, pub1icó

De Generatione Anímaïium (1651), en cuya primera página aparece

Júpiter, e1 dios supremo Romano, abriendo un huevo de] cua]

emergen insectos, peces, repti1es, pájaros y e] hombre. En e]
huevo aparece 1a inscripción "Ex ovo omnia" que significa "todas



1as criaturas provienen de un huevo", 1o cua1 constituyó una gran
predicción teniendo en cuenta que aún no conocía 1a existencia
de] pequeño ovocito de 1os mamíferos. Ta] como 1o describe

Gwatkin en 1a compiiación mencionada, e1 conocimiento acerca de

1os ovocitos de vertebrados aumentó posteriormente gracias a
Maïpighi (1673), quien reaïizó grandes avances en e] estudio

sobre e1 desarro11o de 1os huevos de po110. Sin embargo, Ma1pighi

ciamaba haber visto un embrión dentro de1 ovocito no ferti1izado,
1o cua1 generó 1a teoría errónea de 1a preformacíón. Tras e]
descubrimiento de Ios espermatozoides de mamíferos, rea1izado por
Leeuwenhoek seis años más tarde, se generó 1a idea de que e]

espermatozoide, y no e1 ovocito, contenía a1 homuncuïus, u

organismo preformado. Por 10 tanto surgieron dos escue1as de
pensamiento, 10s espermístas quienes sostenían que 1os testícuïos
de Adán deberían haber contenido a toda 1a humanidad, y 10s

ovístas quienes sostenían 1o mismopara 10s ovarios de Eva.

E1 concepto de1 desarr011o de estructuras comp1etamente nuevas
a partir de tejidos indiferenciados (epigénesis), e] cua] se
contraponía a 1a teoría de 1a preformación, surgió en e1 sigio
XVIII con 1os estudios reaiizados por Caspar W01ff (1759) en

vegeta1es.
En ese entonces no se conocía verdaderamente a1 ovocito de 10s

mamíferos, y se consideraba natura1 que poseyera un tamaño
simiiar a1 de 1os grandes ovocitos de todos 10s otros
vertebrados. De Graaf (1672), fue uno de 1os primeros en indicar
e1 origen ovárico de ios ovocitos. Sin embargo, a1 describir e]
desarr011o foïicuïar consideró a1 fo1ícu1o entero como 1a gameta

femenina de 10s mamíferos y, así como sus seguidores, no pudo

exp1icar cómo se producía e] pasaje a través de 1as trompas de



Fa11opio, 1as cua1es resu1taban muy pequeñas para a1bergar a 1o

que é] consideraba un ovocito (Austin, 1960). Fué Von Baer (1827)

quien, examinando ovarios humanos definió precisamente 1a
estructura de] fo1icu1o y 1a disposición de1 ovocito en su
interior.

La primera observación de un espermatozoide dentro de] espacio
perivite1ino de un ovocito fue rea1izada en e] conejo por Barry
en 1843. Posteriormente, fueron Van Beneden y Hertwig (1876) ios

responsab1es de 1os más significativos avances de 1a época. Estos
investigadores demostraron 1a formación de un pronúcïeo como
resu1tado de 1a entrada de] espermatozoide, y su posterior unión
con e] pronúc1eo de] ovocito. La inmensa significancia de estas
observaciones fue comprendida rapidamente, y fue durante 10s 20
años que se sucedieron a aqueï descubrimiento, que e] concepto
genera] de ferti1ización ta1 cua] es uti1izado hoy en dia, fue
estab1ecido (Austin & Wa1ton, 1960).

A partir de estas primeras observaciones, y con e] mejoramiento
de 1as técnicas histo1ógicas se fueron registrando 1as
caracteristicas morfo1ógicasde 1as distintas etapas de] proceso
de ferti1ización de mamíferos. Desde épocas tempranas, fueron
varios Ïos autores que intentaron 1ograr bajo condiciones in
vitro, e] proceso de ferti1ización (Shenk, 1878; Long, 1912). Sin
embargo, por primera vez en 1959, Chang reportó e] primer
nacimiento de mamíferos a partir de ovocitos ferti1izados ín
vitro. En este trabajo pionero, 1os espermatozoides habian sido
previamente incubados en e1 tracto genita] femenino, para ser
posteriormente uti1izados en 1a ferti1ización de ovocitos in
vitro. Posteriormente 1es correspondió a Yanagimachi y Chang

(1963) desarroiiar por primera vez una técnica que permitió 1a
ocurrencia de] proceso de ferti1ización comp1etamente bajo



condiciones ín vitro.

Fina1mente, en 1978, 1uego de un periodo de aproximadamente

diez años de trabajo dedicado a 1a adaptación a1 humanode todas

ias técnicas disponibïes para e] manejo de gametas y
transferencia de cigotas de otras especies, 1os médicos Bob
Edwards y Patrick Steptoe (1978) informaron e] nacimiento de]

primer bebé humanoproducido a partir de una ferti1ización in
vitro, 1a niña Louis Brown.

I.1. Las Cé1u1as Germina1es

1.1.1. Origen en e] desarroïïo embrionario.

La reproducción en mamíferos es un proceso sumamente comp1ejo

con sistemas propios de eventos fisio1ógicos y comportamentaïes,
pero en ú1tima instancia, todo depende de 1a unión de cé1u1as

germina1es especia1izadas, las gametas femenina y mascuiina. En
e] momento de 1a unión, ambas gametas son hap1oides en e] número

cromosómico y en e1 contenido de ADN, estado que surge como

consecuencia de] proceso meiótico. Antes de 1a meiosis, 1as
cé1u1as germina1es existen comocé1u1as dip1oides, 1as cuaies
pueden ser 1oca1izadas en estadios embrionarios muy tempranos,
previos a1 desarro11o gonada1 (Byskov, 1982). A estas cé1u1as
germina1es dip1oides se ias denominan células germinaïes
prímordia7es (CGP) y se caracterizan por su gran tamaño y gran
contenido de 1a enzima fosfatasa a1ca1ina. Desde e] sitio

origina1 de 1oca1ización, 1as mismas son transferidas en forma
pasiva a1 epite1io de] tubo digestivo primitivo, y 1uego, por



movimientos ameboides 11egan a1 sitio de desarro110 gonada].
Durante este trayecto 1as CGP mantienen una a1ta actividad

mitótica, ya que de sóïo 15 —100 1oca1izadas originaïmente en e]
ratón, se encuentran más de 20000 en e] momento de 1a

co1onización de 1as crestas gonada1es. Es importante reca1car que
1as CGPson 1a única fuente de cé1u1as germina1es en e1 aduïto, y

que tanto su origen comosu migración hacia 1as crestas genita1es
(esbozos gonadaïes) son independientes de1 sexo de] embrión.

Tras 11egar a 1as crestas genita1es, estas cé1u1as se ubican en
e] epite1io de 1as mismas. En 1as gónadas indiferenciadas, 1as
cé1u1as somáticas y germina1es se distribuyen en todo e] tejido.
A partir de cierta etapa de] desarr011o embrionario, e1 sexo de1
embrión se hace morfoïógicamente distinguib1e, ref1ejándose
primeramente en 1a morfo1ogia gonada1. Si e] embrión es
mascu1ino, cordones ce1u1ares comienzan a desarro11arse desde 1a
parte centra] hacia 1a periferia, rodeando a 1as cé1u1as
germina1es que se diferencian en 1as espermatogonias, 1as cuaïes
a través de 1a meiosis darán origen a 1os espermatozoides, 1as
gametas mascu1inas. Este proceso se denomina espermatogénesís. En
1os embriones femeninos, 1as cé1u1as germinaïes diferenciadas en
oogonias no permanecen confinadas en cordones ce1u1ares. Las
oogonias a su vez sufrirán un proceso meiótico, 1a ovogénesís,
para dar origen a 1as gametas femeninas, 1os ovocítos.

I.1.2. Cicïo de vida de 1as cé1u1as germina1es.

E1 cicïo de vida de 1as cé1u1as germina1es es diferente según
se trate de] sexo femenino o mascu1ino (Fig. I.1). En 10s machos,
1as divisiones meióticas que darán 1ugar a 1a aparición de 1os



espermatozoides, no comienzan hasta un periodo cercano a1

comienzo de 1a pubertad. Una vez desencadenada 1a meiosis, 1a

producción de espermatozoides se produce en forma ininterrumpida
durante toda 1a vida de] organismo. En consecuencia, 1a cantidad
de ceiuïas germina1es producidas durante 1a vida adu1ta de1 macho
es iiimitada.

Por e1 contrario, en 1as hembras, 1a meiosis comienza muy

temprano, generaimente durante 1a vida embrionaria, o en aigunas

especies comoe] hamster, conejo, gato y visón (Siracusa et a1.,
1985), a1rededor de] nacimiento.

A diferencia de 10 que ocurre en ios machos, 1a profase so1o

continúa hasta e] periodo de dip1otene, 1uego de 1o cuai sufre un

arresto que se mantiene durante toda 1a etapa prepubera1 de 1a
vida de1 organismo (Fig. I.2). Los ovocitos comienzan entonces
una proïongada etapa de arresto meiótico, 1a cua] ha sido
erróneamente 11amadade "reposo", ya que es durante esta etapa
que se produce una enorme actividad metabóïica y sintética
(Wassarman, 1983), 1a cua] trae como consecuencia, por un 1ado,

un crecimiento de] ovocito de] orden de aproximadamente 300 veces

su vo1umen, y por e] otro, 1a acumuiación de compuestos que se
uti1izarán durante 1a fertiiización y desarro11o embrionario
previo a 1a impiantación

Comoconsecuencia de1 estab1ecimiento de] ba1ance hormona] que

determina e] advenimiento de 1a pubertad, y e] inicio de 1os
cicios reproductivos, se produce e1 desarresto meiótico y 1a
continuación de este proceso conjuntamente con 1a serie de
cambios que cuiminan en 1a ovu1ación. A este proceso se 1o

denomina maduración del ovocito, e] cua] consiste en: ruptura de1
núcieo o vesicu1a germina1, condensación de cromosomas, formación
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Fig. I.1. Cicïos de vida de las cé1u1as germinaïes mascu1inas y
femeninas. Las cé1u1as germina1es de ambos sexos se dividen
mitóticamente hasta e1 momentocercano a 1a diferenciación sexua]
gonadaï. A partir de este momento, durante 1a vida feta], 1as
cé1u1as germinaies femeninas entran en meiosis. Las cé1u1as
germina1es mascu1inas mantienen una pobiación ce1u1ar que se
divide mitóticamente, a partir de 1as cua1es se generarán 1as
cé1u1as meióticas durante toda 1a vida adu1ta de] organismo.
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Fig. 1.2. Cicïo de vida de 1as cé1u1as germinaïes femeninas.
Progresión, durante 1a vida feta], desde 1as cé1u1as germina1es
primord1a1es hasta 1os ovocitos arrestados en 1a profase I de 1a
meiosis, y durante 1a vida adu1ta desde 1os ovocitos en profase I
hasta 1os ovocitos fert11izados.



de] huso correspondiente a 1a metafase I, emisión de] primer
cuerpo poiar, y formación dei huso correspondiente a 1a metafase
II (Wassarman, 1988). En este estadío se produce 1a ovu1ación en

1a mayoría de 1os mamíferos. La progresión más a11á de 1a

metafase II (que imp1ica 1a separación de 1as cromátides y
emisión de] segundo cuerpo po1ar), só1o ocurre si e] ovocito es
fertiïizado (Fig. 1.2).
Por 10 tanto, en 1as hembras, ias ovogonias poseen un tiempo de

vida muy 1imitado, que no va más a11á de] período cercano a1

nacimiento, y por 10 tanto, 1a producción de cé1u1as germina1es
tiene un 1ímite máximo,estab1ecido en principio por 1a cantidad
de divisiones mitóticas de ovogonias preexistentes. Si se tiene
en cuenta que además, en e1 ovario se produce constantemente un

importante fenómeno de atresia que produce 1a degeneración de 10s
ovocitos, 1a cantidad de cé1u1as germinaies disponibïes resuïta
muy 1imitada, sobretodo si se compara con 1a producción en e]
macho.

I.2. Descripción de1 ovocito y e] esgermatozoide

1.2.1. Estructura genera] de] ovocito.

E1 esquema de un ovocito de mamíferos euterianos se muestra en

1a Fig. I.3. Si bien su tamaño es reiativamente pequeño en
comparación a 10s ovocitos de muchos grupos que no son mamíferos,

e1 mismoresuïta extraordinariamente grande en reiación a1 tamaño
de 1as cé1u1as somáticas. E1 diámetro aproximado de un ovocito de

mamífero es de 70 - 120 um y no guarda reiación a1guna con e]

tamaño dei anima] adu1to (Austin, 1961).
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E1 ooplasma (o citopïasma de] ovocito) está rodeado por e]
ooïema (o membranap1asmática de] ovocito) y contiene, entre 1as

organe1as principa1es a 1as mitocondrias, e1 reticuïo
endopiasmático, y e] aparato de Goigi. Estas organe1as contienen
una bateria de enzimas y se encuentran invo1ucradas en

importantes actividades metabó1icas y sintéticas. Existe, a su
vez, gran cantidad de ribosomas acumuïados durante 1as etapas de
crecimiento de] ovocito. Este incremento en 1a cantidad de RNA

ribosomaï es consistente con un gran incremento en 1a sintesis de
proteinas que se produce durante este periodo.

A partir de] aparato de Go1gi, durante 1a etapa de crecimiento
de] ovocito, se produce un aumento en 1a cantidad de vesicu1as y

gránu1os derivados de] Go1gi, 1o cua1 es consistente con su
actividad secretoria y su participación en 1a formación de
gránulos corticaïes. Los gránuïos cortica1es son organe1as
pequeñas, redondas, asociadas a 1a membranap1asmática, siendo
ios mismos considerados simiïares a 1os iisosomas ya que derivan
de] aparato de G019i y contienen en su interior enzimas
hidroïiticas y sacáridos (Schue1, 1985). Estas estructuras,
descubiertas por primera vez en 1os mamíferos por Austin (1956),
participan en 1a respuesta de] ovocito a 1a entrada de]
espermatozoide, esencia1mente como parte de] mecanismo que

previene 1a entrada de espermatozoides supernumerarios (ver
sección 1.9.2.).

Entre 10s componentes de1 citoesqueieto de1 ovocito se
encuentran 10s microtúbu1os, 1os cua1es estan invo1ucrados en 1a
formación de1 huso meíótíco, ei cua1 carece de centrio1o (Austin,
1982). Cabe mencionar que, de acuerdo a1 momento de] cicio, e]

ovocito posee un núc1eo organizado, o cromosomas condensados sin



membrana nuc1ear.

Existen también microfiiamentos, 10s cuaïes se encuentran en 1a
región cortica] de] citop1asma. Se cree que su función seria 1a
de permitir 1a formación de] cuerpo po1ar, o de faci1itar 1a
separación de] citop1asma en dos partes iguaïes en etapas de
ciivaje (Austin, 1982).

Los componentes bioquímicos de] citop1asma incïuyen una gran
cantidad de RNA, proteinas y g1ucógeno acumu1ado durante e]

crecimiento. E1 ovocito no ferti1izado de ratón posee unos 40 pg
de DNA(echuyendo e1 cuerpo po1ar), 500 pg de RNA, 20-25 ng de

proteina, y 150 pg de giucógeno. A su vez, e] citop1asma posee

aproximadamente 100.000 mitocondrias, 100.000.000 de ribosomas y
4500 gránu1os corticaïes. Cada ovocito posee 800 fmo1es de ATP

(una cé1u1a norma1 posee entre 15 y 25). Fina1mente, existe una

reserva importante de tubu1ina (z 250 pg) y de actina (z 100 pg)

asi como también cantidades enormes de gran variedad de enzimas

invoiucradas en 1a sintesis de macromo1écu1as y metaboïismo

energético (Wassarman, 1988). Por 10 tanto, e] ovocito no
ferti1izado de mamíferos, posee una reserva muy importante de
substancias y componentes que serán moviïizados a partir de 1a
ferti1ización. Teniendo en cuenta que e1 mismo posee un voiumen

60 — 70 veces mayor que una cé1u1a tipica somática, 1a enorme

acumu1ación de materia1 podria atribuirse a1 crecimiento sin
citocinesis que sufre 1a gameta.

E1 oolema (o membrana piasmática) de1 ovocito es esencia1mente

simi1ar a 1a de otros tipos ce1u1ares. Posee microve11osidades en
toda su superficie, exceptuando 1a región que cubre a1 huso
meiótico. E1 potencia] de reposo de 1a membrana de] ovocito de

ratón y hamster es de aproximadamente -40 y —30 mV



respectivamente (Miyazaki & Iguza, 1981; Jaffe et a1., 1983).

Rodeandoa1 ovocito se encuentra una capa extraceïuiar
denominada zona pellucída, 1a cua] se forma durante 1a etapa de
crecimiento, e incrementa su tamaño a medida que aumenta e]

tamaño de1 ovocito. La zona pe11ucida permanece aún 1uego de 1a

ferti1ización, durante etapas de] desarro11o embrionario, hasta
e1 momento cercano a 1a imp1antación (Wassarman, 1983). La misma

es permeabïe a macromo1écu1as grandes y pequeños virus y su

composición consiste fundamenta1mente en proteinas y
carbohidratos, variando 1a proporción de cada uno de estos
componentes según 1as especies. Entre 1os azúcares identificados
se encuentran 1a manosa, fucosa, ga1actosa, N-aceti1gïucosamina y
N-acetiiga1actosamina. También fue detectada 1a presencia de
ácido sialico en unión g1icosidica y ésteres de su1fato y fosfato
(Austin, 1982). La soïubiïidad de 1a zona en condiciones
variabïes de pH, concentración iónica, temperatura, y en
presencia de detergentes y urea, permitió estab1ecer un mode1oen
e1 cua] ios componentes gïicoproteicos se encuentran organizados
como compïejos supramo1ecu1ares unidos por fuerzas no cova1entes
(Wassarman, 1988). Distintas fami1ias de g1icoproteinas han sido
identificadas como componentes de 1as zonas de ovocitos de

distintas especies. En e] ratón (una de 1as especies en que 1a
zona pe11ucida ha sido mayormenteestudiada) se han identificado
3 g1icoproteinas principa1es, ZP1, ZP2 y ZP3, con pesos
mo1ecu1ares respectivos de 200.000, 120.000 y 83.000 (B1ei1 &

Wassarman, 1980a). En e] cerdo se identificaron cuatro famiïias
de proteinas, ZP1-4 con pesos moiecu1ares entre 82.000 y 21.000,
y en e] hamster se han identificado tres (ZP1-3), con pesos
mo1ecu1ares entre 240.000 y 80.000 (Yanagimachi, 1988a).



La zona pe11ucida contiene receptores que median 1a interacción
con e1 espermatozoide, habiendo sido 1a ZP3 de] ratón

caracterizada como uno de estos receptores (B1ei1 & Wassarman,
1980b, 1986). A su vez, 1a zona pe11ucida participa junto a 1os
gránu1os cortica1es en uno de 10s mecanismos de prevención de 1a

po1iespermia.

Entre 1a zona pe11ucida y 1a membrana p1asmática de] ovocito se

encuentra un espacio 11eno de f1uido, e1 espacio períviteïíno. En
1a etapa previa a 1a ocurrencia de 1a primera división meiótica
este espacio es virtuaï, pero con 1a emisión de cada cuerpo poïar
se 1ibera f1uido que 11ena este espacio. En e] espacio

perivite1ino se encuentran 1os denominados cuerpos polares,
provenientes de 1as divisiones meióticas. En aque11as especies en
1as cua1es e] ovocito se ovu1a en e1 estadio de metafase II, só1o
se encuentra un cuerpo poïar. E1 segundo no es 1iberado hasta
después de producirse 1a ferti1ización. Sin embargo, en ciertos
casos, e1 primer cuerpo po1ar se puede dividir, desaparecer en
forma temprana (rata) o permanecer sin dividirse (conejo,
hamster) (Austin, 1982). En ocasiones, como consecuencia de un
fenómeno de activación espontánea, puede producirse 1a emisión
de] segundo cuerpo po1ar sin haber sido ferti1izado e1 ovocito
(Austin, 1982).

Rodeando a1 ovocito con su zona pe11ucida se encuentra un grupo

de céïuïas de origen foïicuïar (derivadas de 1as cé1u1as de 1a
granu1osa) dispuestas en capas, 1as cua1es en conjunto forman e1
cumuïus oophorus. Durante 1a etapa de crecimiento f01icu1ar, e1
ovocito se nutre principa1mente a través de 1as cé1u1as dei
cumuius. En e] foïicu1o, estas cé1u1as emiten procesos



citopiasmáticos que atraviesan 1a zona pe11ucida 11egando hasta
1a membrana de] ovocito y estabiecen canaies de comunicación

(uniones "gap”), a través de 1os cua1es se produciría e1 pasaje
de metabo1itos (Anderson & A1bertini, 1976; Gi1u1a et a1., 1978).
En ei momento de 1a ovu1ación estas uniones desaparecen (Larsen

et a1., 1986) y ias cé1u1as de] cumu1us comienzan a secretar

ácido hia1urónico produciéndose un fenómeno de expansión ó
mucificación de1 cúmuïus (Eppig, 1982). Dado que, aunque sin

uniones interce1u1ares, e] cumu1us persiste aún 1uego de 1a
fertiiización en 1a mayoria de 10s mamíferos, se cree que e]
mismotendria una función en 1a etapa post-ovu1atoria distinta a
1a función nutricia de 1a etapa pre-ovu1atoria. Una posib1e
función seria 1a de permitir una eficaz captura de] ovocito por
parte de 1as trompas o, ta] vez, debido a 1a disposición radia]
de 1as céiuias, 1a de guiar a1 espermatozoide hacia e] ovocito
(Austin, 1982). Cabe mencionar que, en un trabajo reciente se
demostró que e1 fïuido fo1icu1ar proveniente de foïicuïos humanos
provocaba 1a acumu1ación de espermatozoides humanos in vitro, y

que esta acumu1ación se corre1acionaba con 1a penetrabi1idad de1
ovocito de] cua] provenía e] f1uido (Ra1t et a1., 1991). Los
autores sugirieron que e1/1os factor/es causante/s de 1a
acumuïación de ios espermatozoides podrian originarse en ias
cé1u1as de] cumuïus o de 1a granu1osa. Si ias cé1u1as de] cumu1us

sintetizaran un factor de esta natura1eza, una tercera función
para e] mismo seria 1a de provocar 1a atracción de 1os

espermatozoides hacia e1 ovocito en e1 momentode 1a ovu1ación.

Como ha sido mencionado, e] ovocito de mamíferos resu1ta
simi1ar con e1 de 1os no-mamiferos en cuanto a que posee una

reserva de macromoïécuïas y organe1as que serán uti1izadas a



partir de 1a ferti1ización. A pesar de que e] c1ivaje de
embriones de mamíferos es extremadamente 1ento en comparación a1

de ios anfibios y equinodermos, 1a masa de proteinas sintetizadas
de novo durante e1 periodo de ciivaje es sumamente pequeña en

comparación a 1a cantidad aportada por e] ovocito no ferti1izado.
A su vez, resuita c1aro que ciertas estructuras y organeias
(mitocondrias, gránu1os corticaies, zona pe11ucida) son
sintetizadas durante 1a ovogénesis, para ser uti1izadas durante
1a ferti1ización y embriogénesis temprana. Asi también, 1a gran
cantidad de ribosomas e histonas heredados por e] embrión serian
uti1izadas durante 1as primeras divisiones mitóticas dei
desarro110. Por 1o tanto, 1a ovogénesis posee varios objetivos:
un aumento en variación genotipica, 1a producción de una cé1u1a

hap1oide, 1a biogénesis de macromoiécuïas y organe1as
invoiucradas en 1a ferti1ización, y 1a formación de una reserva
de materiaies que permitirían y regu1arían e] desarro11o de]
embrión durante 1a etapa previa a 1a impiantación. En todos estos
aspectos, 1os ovocitos de mamiferos se asemejan a 1os de 10s no
mamíferos.

E1 periodo posterior a 1a ovuïación durante e1 cua1 e1 ovocito

es capaz de fusionarse con un espermatozoide y dar origen a un
embrión norma], es 1o que se conoce con e1 nombre de vida fértil.

En forma generaïizada, 1os ovocitos permanecen fértiies por un
periodo de 24 hs 1uego de 1a ovu1ación (vaca, oveja, cerdo,

hombre), o en a1gunos casos este periodo no sobrepasa 1as 12 hs
post-ovuiatorias (conejo, rata, hamster, ratón) (Austin, 1974).
Si e1 periodo entre 1a ovu1ación y 1a fertiïización es mayor que
1a vida férti] de1 ovocito, e] desarroïio embrionario puede
iniciarse, pero generaïmente resu1ta anorma] y de duración
1imitada (Austin, 1982).



1.2.2. Estructura genera] de] espermatozoide

Comoha sido mencionado, e1 espermatozoide es e] producto finai
de 1a meiosis en e] macho, 1a cua] ocurre dentro de 10s túbuios

seminíferos, en e] testícuio.

Tai comofuera mencionado a1 inicio de este trabajo, ios
espermatozoides fueron descriptos por primera vez en e] semen y
en e] testícuïo hace unos 300 años por Van Leeuwenhoek, quien 10s
11amó "anima1cu10s". Durante muchos años se debatió acerca de]

papei desempeñado por 1os espermatozoides en 1a concepción de un

nuevo organismo, hasta que finaïmente, a1rededor de 1830 se
acordó que Ïos espermatozoides constituían una parte de] semen
esencia] para 1a ferti1idad (Setcheii, 1982).

Los espermatozoides de ias distintas especies varían mucho con
respecto a1 tamaño. Los de1 hombre, conejo y 1a mayoría de ios

animaies domésticos miden a1rededor de 50 um de 1argo, mientras

que 1os de 10s roedores son mucho más 1argos, midiendo entre 150

y 250 um (Sechteïi, 1982).

La Fig. 1.4 muestra un esquema de ias estructuras de un
espermatozoide típico de mamíferos. Típicamente, 1a gameta
mascuiina de todos ios mamíferos, posee dos componentes

prinicipaies: 1a cabeza y e] flagelo (ó coia). A pesar de que
estas dos estructuras están presentes en todos 1os mamíferos,
existen diferencias especie-específicas en e] tamaño y forma
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Fig. 1.4. Esquemade un espermatozoide típico de mamífero.
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tanto de 1a cabeza como de 1a coia.

Cada uno de estos componentes posee una actividad funciona]

diferente. La cabeza contiene a1 núcleo, y por 1o tanto es 1a
encargada de contener e1 materia] genético y, a su vez, contiene
una estructura denominada acrosoma que posee 1as enzimas

necesarias para atravesar 1as envoituras que rodean a1 ovocito y
ferti1izar1o. La co1a, por su parte, contiene 1a maquinaria y
fuentes energéticas necesarias para otorgar1e motiïidad a1
espermatozoide.

a) Estructura de 7a cabeza:

La Fig. I.5 muestra un diagrama de un corte sagita] de 1a
cabeza de un espermatozoide tipico de mamífero.

La cabeza está ocupada principa1mente por 1as dos estructuras

mencionadas: ei núcleo y e] acrosoma. Existen también pequeñas
cantidades de citopïasma y componentes de] citoesqueïeto,
encontrándose éstos ú1timos en e1 pequeño espacio entre e]
acrosoma y e1 núc1eo y por debajo de 1a membrana p1asmática.

E1 núcleo consiste en una masa aitamente condensada de ADN en

asociación con proteinas pequeñas, a1tamente básicas, ricas en
cisteinas y argininas, denominadas "protaminas" (Be11vé &
O’Brien, 1983). Estas protaminas son producto de expresión de1
genoma hap1oide, ya que e1 ARNmcodificante para ias mismas se

sintetiza en ias espermátidas (Hecht et a1., 1986). E1 compiejo
a1tamente condensado ADN-protaminas, se encuentra estabi1izado
por 1a presencia de puentes disu1furo entre 1as protaminas
(Setche11, 1982). Las proteinas cromosomaies no-protaminicas se
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Fig. I.5. Diagrama de un corte sagita] de 1a cabeza de un
espermatozoide de mamífero.
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encuentran en cantidades muypequeñas inc1uyéndose entre 1as
mismas, componentes estructuraies dei núc1eo, como por ejemp1o

histonas residuaïes, o enzimas como ias ADNy ARN-po1imerasas y

proteasas asociadas a 1a cromatina (Be11vé &O'Brien, 1983).
E1 núcieo dei espermatozoide está rodeado por una membrana

nuclear atipica. La mayor parte de 1a misma carece de poros

nucieares, y 1a distancia entre 1as dos membranasque 1a forman
es mucho más pequeña que 1a existente en ias cé1u1as somáticas.

Sin embargo, en 1a región más cauda] existen gran cantidad de
poros y 1a distancia entre ambas membranas es simiiar a 1a
existente en otros tipos ce1u1ares (Friend & Fawcett, 1974).

E1 acrosoma de] espermatozoide se origina a partir de] aparato
de Go1gi en 1a espermátida, y consiste en una estructura rodeada
de membrana que contiene enzimas que se creen necesarias para
iograr 1a penetración de] ovocito (este punto se discutirá mas
ade1ante). Existe una gran variación de1 acrosoma, tanto en forma
comoen tamaño, entre ias distintas especies (Yanagimachi, 1981).
En 1a mayoria de 1as especies, e1 acrosoma se 1oca1iza en e]

extremo anterior de 1a cabeza inmediatamente por debajo de 1a
membrana piasmática. En su región posterior se inserta
profundamente e1 núcieo, de modo que 1a membrana acrosoma] queda

dispuesta en dos partes: una parte situada inmediatamente por
debajo de 1a membrana p1asmatica, membrana acrosoma] externa y

otra rodeando a 1a región anterior de 1a membrana nuc1ear,
membranaacrosoma] interna. Entre ambas se encuentra e1 contenido

acrosoma1. Si bien tanto 1a membrana acrosoma1 externa como 1a

interna forman parte de una única membrana acrosoma], ambas

poseen caracteristicas diferentes, 1as cuaïes serian producto de
una diferenciación posterior a 1a formación de] acrosoma durante
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1a espermiogénesis. Por ejemp1o, 1a membranaacrosoma1 interna

de1 ratón y conejo resu1ta, a diferencia de 1a externa, sumamente
resistente a 1a disrupción quimica y fisica, inc1uyendo
tratamientos con detergentes no-iónicos y sonicación (Rahi et
a1., 1983; Huang & Yanagimachi, 1985).

E1 acrosoma se divide en dos segmentos: ei capuchón acrosoma]

(también 11amadoacrosoma anterior) y 91 segmento ecuatorial (o
acrosoma posterior). Comoha sido mencionado, existen diferencias
especie-especificas en 1a forma de 1a cabeza. En 1a mayoria de
1as especies (ej. humano, conejo, cobayo, toro), 1a cabeza de 10s
espermatozoides posee forma espatu1ada mientras que 1os roedores
poseen en genera], formas fa1ciformes. La distribución y tamaño
re1ativo dei capuchón acrosomai y segmento ecuatoriai varian
según 1as especies (Yanagimachi, 1981). En 1a Fig. I.6 se
esquematizan 1as cabezas de espermatozoides provenientes de seis
especies diferentes, entre ias cua1es se encuentran tanto formas
espatu1adas comofa1ciformes, pudiéndose observar 1as diferencias
en 1a distribución y tamaño reiativo de 1as partes que componen
e] acrosoma. E1 término "segmento ecuatoriaï" resu1ta apropiado
para espermatozoides cuyas cabezas poseen formas espatuiadas,
como en e] caso de espermatozoides humanos o de conejo ya que, en

estos casos, 1a región mencionada se encuentra formando una banda
sobre e] área ecuatoriai de 1a cabeza. Sin embargo, en

espermatozides con cabezas faiciformes, como en e1 caso de 1a
rata o e1 ratón, e] segmento ecuatoria1 cubre 1a mayor parte de
1a superficie 1atera1 de 1a cabeza, (Phi11ips, 1977a;
Yanagimachi, 1981) (Fig. I.7).

E1 acrosoma ha sido descripto como un 1isosoma especia1izado ya

que contiene enzimas encontradas típicamente en 1isosomas
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Fig. I.6. Diagramas ilustrando e] tamaño reïativo y re1ación
topográfica entre e] capuchón acrosoma] y e] segmento ecuatoriaï
de 1os espermatozoides provenientes de seis especies diferentes.



CONEJO

Fig. I.7. Diagramas correspondientes a 1a cabeza de un
espermatozoide de ratón (fa1ciforme) y de un espermatozoide de
conejo (espatuïada). (CA) capuchón acrosoma1, (SE) segmento
ecuatoriaï, (PA) región postacrosoma]. E1 capuchón acrosoma] es
más extenso en 105 espermatozoides con cabeza espatuïada,
mientras que 1a región dei segmento ecuatoria] es mayor en 10s
espermatozoides con cabeza faïciforme.
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primarios (A11ison & Hartree, 1970; Hartree, 1975), aunque

aparentemente no posee 1a función 1isosoma1 de digerir deshechos

citopïasmáticos o materia1 que entra a 1a cé1u1a. A su vez,
contiene enzimas excïusivas de] espermatozoide, que son 1a
hiaïuronídasa y 1a acrosina, ambas comocomponentes mayoritarios.
La acrosina es una proteasa de serina simi1ar a 1a tripsina, pero
difiere de enzimas de1 mismotipo presente en otras cé1u1as en su

peso mo1ecu1ary especificidades de substrato e inhibidores, 1o
cua] indicaria que se trata de una isozima especifica de cé1u1as
espermáticas (Müï1er-Ester1 & Fritz, 1981). La hiaïuronidasa
presente en e] espermatozoide es distinta de 1a 1isosoma1, y asi
como1a acrosina seria también una isozima especifica de cé1u1as

espermatogénicas (Go1dberg, 1977). La presencia de ambas enzimas

(acrosina y hia1uronidasa) en 1a matriz acrosoma1 ha sido
fehacientemente demostrada por estudios citoquimicos,
inmunocitoquimicos y de microscopía e1ectrónica (Yanagimachi,
1988a) y estudios recientes sugeririan que 1a acrosina se
1oca1izaria también en 1a membrana acrosoma1 interna de 1os

espermatozoides de hamster (Capote et a1., 1989).

b) Estructura del flagelo:

Como se ha mencionado previamente, e] f1age1o (ó co1a) de]

espermatozoide, provee 1a motiïidad necesaria para que 1a gameta
mascuïina 11egue hasta 1a superficie de] ovocito y 1o ferti1ice.
Los distintos e1ementos de 1a co1a están invo1ucrados en:

i) generar e] movimiento onduiatorio que provoca 1a moti1idad,
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ii) propagar 1as ondas desde 1a base hasta 1a punta de 1a coia.

Los segmentos que componen e] f1age1o son cuatro: 1a pieza

conectora o cue110, 1a pieza media, 1a pieza principal y 1a pieza
terminal (Fig. I.4). La pieza conectora une e] aparato motriz de
1a coia a1 núc1eo. En e1 centro de 1a co1a, desde 1a pieza

conectora hasta 1a punta, se encuentra e1 axonema, o oomp1ejo de1

fi1amento axia], e1 cua] posee 1a misma organización que 1as

ci1ias y fïageïos presentes en cé1u1as anima1es y vegeta1es. E1
mismoconsiste de dos microtúbuios centra1es rodeados de nueve

pares de microtúbu1os periféricos (Linck, 1979). Rodeando a1
axonema se encuentran nueve fibras densas, cada una de 1as cua1es

corre para1e1a a uno de 1os nueve pares de microtúbuïos

periféricos. En toda 1a pieza media, rodeando en forma de hé1ice
a ias fibras densas, se disponen ias mitocondrias. E1 número de
hé1ices y giros que forman 1as mitocondrias, asi como e1 1argo de

1a pieza media varian entre especies (Phi11ips, 1977b). La pieza
principa] se caracteriza por ser e1 segmento más 1argo de]
fïageio. Esta región no contiene mitocondrias y posee en cambio
una estructura de naturaieza proteica denominadavaina fibrosa,
1a cua1 se dispone inmediatamente por debajo de 1a membrana

pïasmática, rodeando a1 axonemay fibras densas. Esta estructura
se encuentra únicamente en espermatozoides de mamíferos y a1gunos
pájaros (Eddy, 1988), y se extiende hasta e1 comienzo de 1a pieza
termina]. Por su parte, 1a pieza termina1 só1o consiste en ios
microtúbu1os de] axonema, rodeados únicamente por 1a membrana

p1asmática.

c) La membrana plasmática:
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—Composición.

Uti1izando membranasde espermatozoides purificadas, fue
posibïe determinar que 1a membrana de 1os espermatozoides está

compuesta en un 70% por 1ipidos, siendo 10s más abundantes 1a

fosfatidiïco1ina, fosfatidiïetanoiamina, esfingomie1ina,
fosfatidiïserina, fosfatidi1inosito1, y 1isofosfatidi1co1ina.
Siguen en abundancia 10s estero1es con una re1ación mo1ar

co1estero1/fosfo1ipido de aproximadamente0.12. Los gïicoïipidos
son menos abundantes, siendo e1 su1foga1actosi1aci1g1icero1 e]
componente fundamenta] de este grupo. Los diaci1g1icero1es se
encuentran en una proporción simiïar a 1os g1ic01ipidos y,
fina1mente, 1os ácidos grasos 1ibres son 1os componentes
1ipidicos que se encuentran en menor proporción (Niko1opou1au et
a1., 1985). Las cantidades de 1ipidos y proteinas tota1es son
aproximadamente 1as mismas teniendo en cuenta a 1a tota1idad de

1a membrana p1asmática (Nikoiopou1au et a1., 1985). Sin embargo,

1a cantidad y tipo de 1ipidos, asi como 1a re1ación
1ipido/proteina probabïementevarien entre 1as distintas regiones
de1 espermatozoide (Friend, 1982).

—Dominios de superficie.

Una caracteristica única de 1os espermatozoides es que 1a
membrana p1asmática se encuentra subdividida en dominios
regiona1es de 1imites c1aramente definidos, que difieren tanto en
composición comoen función. Estas diferencias de organización y
composición entre regiones (evidenciadas origina1mente a través



29

de estudios de cargas de superficie, unión de 1ectinas,
conge1amiento-ruptura y marcación con anticuerpos) permitieron
estab1ecer e] concepto, actua1mente en vigencia, de 1a membrana

p1asmática comoun mosaico de dominios restringidos que ref1ejan
funciones especia1izadas de 10s componentes citop1asmáticos y de
superficie de1 espermatozoide (Eddy, 1988).

Los dominios principa1es de 1a región de 1a membrana p1asmática

de 1a cabeza son: a) e] acrosoma anterior y e1 segmento

ecuatoria], ambos cubriendo 1as regiones correspondientes de]
acrosoma, y b) 1a región postacrosoma1 cubriendo 1a región de 1a
cabeza posterior a1 acrosoma. E1 ani11o posterior, situado entre
1a cabeza y 1a co1a, formaría un se11o entre 1os compartimientos

citopïasmáticos de estas dos regiones (Eddy, 1988). La membrana
de 1a coïa se divide en 10s dominios correspondientes a 1a pieza
media y co1a posterior.

- Heterogeneidad en composición entre 10s dominios.

Los primeros estudios que demostraron 1a heterogeneidad de 1a
membranap1asmática fueron aque1ïos en 10s que se estudiaron 1as

diferencias regiona1es en 1a carga de superficie. Es asi que se
demostró mediante e] comportamiento de 10s espermatozoides en un

campo e1ectroforético (Bangham, 1961; Nevo et a1., 1961), o
mediante microscopía e1ectrónica de cé1u1as marcadas con hierro
co1oida1 (Yanagimachi et a1., 1972), que 1a coïa posee mayor

densidad de cargas negativas que 1a cabeza. Estudios de
agïutinación inducida por 1ectinas (Kashiwahara et a1., 1965;
Nico1son & Yanagimachi, 1972) asi como de marcación por 1ectinas

iodinadas (Nicoïson et a1., 1972; Koehïer, 1981), acop1adas a
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marcadores fïuorescentes (Ede1man&Miiette, 1971; Miïette, 1977)
o u1traestructura1es (Nicoïson & Yanagimachi, 1974), reve1aron
diferencias regionaïes en 1a 1oca1ización y cantidad de sacáridos
específicos en 1a superficie de] espermatozoide. Mediante
técnicas de congeiamiento-fractura y répïicas de superficie se ha
podido demostrar tambien 1a existencia de diferencias en e]

número y distribución de partícu1as intramembranosas y de
estructuras asociadas a membranaentre 1as distintas regiones de]
espermatozoide (Friend & Fawcett, 1974; Suzuki & Nagano, 1980;

Suzuki, 1981). A su vez, 1a combinación de técnicas de
conge1amiento-fractura con agentes intercaïantes de membrana se
ha uti1izado también para evidenciar 1a heterogeneidad en
componentes 1ipídicos y estero1es (Friend, 1982). .
Finaimente, e] emp1eo de anticuerpos poiic1onaies y monoc1ona1es

dirigidos contra espermatozoides, cé1u1as germinaies, otros tipos

ce1u1ares o mo1écu1as aisiadas, han permitido rea1izar 1os\
mayores avances en 1a identificación y caracterización de los
dominios de superficie. Es así que se han identificado antígenos
compartidos con otros tipos ce1u1ares (antígeno H-Y, Kooet a1.,
1973; antígeno embrionario F9, Fe110us et a1., 1974;
ga1actosi1transferasa, Lópezet a1., 1985) o específicos de
cé1u1as espermáticas (Tung & Fritz, 1978; Feutcher et a1., 1981;

Primakoff & Myïes, 1983; Gaunt et a1., 1983; Vi11arroya &

Schoiier 1986) 1os cua1es se encuentran restringidos a dominios
únicos o bien son compartidos por más de un dominio de 1a

membranapïasmática.

- Formación de 1os dominios de superficie.

Si bien no se conocen 1os mecanismos responsab1es de]
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estabïecimiento de ios dominios, resuita sumamenteprobab1e que
1a mayoria de ios mismos se estabiezca durante 1a

espermiogénesis, que es e] proceso a través dei cua] 1a
espermátida se remode1a y forma un espermatozoide. En este

sentido, 10s mismos mecanismos y procesos morfogenéticos

responsab1es de] estab1ecimiento de 1a forma y organización de]
espermatozoide estarian invo1ucrados en 1a formación de dominios.

Entre e11os se inc1uye 1a participación de] citoesque1eto
(determinante de 1a forma) e1 cua] se asociaria a través de
proteinas intermediarias a proteinas transmembrana, 1as cua1es, a
su vez, definirian 10s 1imites y contenidos de Ios diferentes
dominios (Eddy, 1988). Dado que se ha demostrado 1a presencia de

actina en 1os distintos dominios de espermatozoides de distintas
especies (Tambiyn, 1980; C1arke et a1., 1982; We1ch & O’Rand,

1985) y de espectrina (una de 1as principa1es proteínas unidoras
de actina), 1a cua] genera1mente se encuentra asociada a 1a cara
citopiasmática de 1a membranap1asmática (Damjanovet a1., 1986),
ambas proteinas podrian encontrarse invo1ucradas en 1a formación
de dominios. A su vez, 1as cé1u1as de Sertoïi, a través de sus
uniones especiaiizadas con 1as espermátidas, podrian ayudar en 1a
generación de 1a forma de 1a cabeza o en e1 mantenimiento de 1a

po1aridad necesaria para 1a formación de ios dominios. Entre
estas uniones se encuentran 1as "especiaiizaciones
ectopïasmáticas", ias cuaies consisten en manojos de actina que
se insertan en 1as espermátidas y se mantienen hasta e] momento
de 1a iiberación de 10s espermatozoides (Russei, 1980). Otro tipo
de unión especiaïizada 10 constituyen 1os "comp1ejos
tubuïobu1bares", 1os cuaies aparecen airededor de 1a espermátida,
a medida que 1as uniones ectop1asmáticas comienzan a disociarse.
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Estos compïejos son permanentemente fagocitados por 1as cé1u1as

de Serto1i y serian e] mecanismo a través de1 cua1 se produce 1a

e1iminación de] citop1asma espermático (Russe1,1979,1980). Por 10
tanto, este proceso tendria 1a capacidad de a1terar en forma
sustancia] 1a composición y organización de 1a membrana

p1asmática pudiendo cumpïir un pape] en 1a determinación de 1a

natura1eza y organización de 1os dominios.

—Mantenimiento de 1os dominios.

Entre 1as posib1es causas de] mantenimiento de 10s dominios

de superficie se inc1uyen 1a restricción de movi1idad de
mo1écu1as dentro de1 dominio en e1 cua] se encuentran, 1a

existencia de barreras en 1a membranaque impiden e] movimiento

de 10s componentes de superficie, y 1a partición termodinámica
de componentes en regiones especificas (Myïes et a1., 1987). La
restricción de mobi1idad podria ocurrir a través de 1a
interacción de componentes intramembranosos con mo1écu1as
situadas dentro o fuera de 1a membrana. Tambien resu1taria
determinante de 1imites entre dominios 1a existencia de

restricciones internas formadas por componentes y estructuras
citop1asmáticas. Ta1 es e1 caso de bandas ob1icuas de particu1as
intramembranosas caracteristicas de 1a co1a que se encuentran
asociadas a 1as mitocondrias subyacentes o de particu1as
transmembrana presentes en e] f1age1o que se mantienen dispuestas
con forma de crema11era gracias a su asociación a componentes de
1a vaina fibrosa (Friend & Fawcett, 1974). Se ha descripto
también 1a existencia de una "cresta" citop1asmática, entre e]
dominio correspondiente a1 capuchón acrosoma1 y a1 segmento
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ecuatoria1 de] acrosoma (Friend & Fawcett, 1974). Fina1mente,

podrían existir barreras dentro dei p1ano de 1a membrana (Myïes
et a1., 1987). E1 hecho de que un antígeno se encuentre impedido

de difundir entre dominios no imp1ica necesariamente que e] mismo

se vea impedido de difundir dentro de1 dominio en que se

encuentra. Es así que, por ejemp1o, e1 antígeno de cobayo PT-i

posee ïibre difusión en 1a región dista] de 1a co1a pero se
encuentra prevenido de migrar hacia 1a pieza media (My1es et a1.,
1984). En 1a rata se han descripto dos antígenos presentes en
toda 1a co1a que muestran agrupamiento inducido por anticuerpo,
pero sin que estos agrupamientos migren a 1a cabeza (Gaunt et

a1., 1983). Fina1mente, cabe destacar que no todos 1os

componentes de 1a membrana se encuentran restringidos en su

migración entre dominios. Uti1izando 1a técnica de recuperación
de f1uorescencia 1uego de1 b1anqueo por 1uz ("photob1eaching"),

se obsevó un 1ibre intercambio de un aná1ogo 1ipídico por

difusión 1atera1 entre 1a membranap1asmática de 1a cabeza y 1a
pieza media, y entre 1a pieza media y 1a región dista] de 1a co1a

(Wo1f & Vogïmayr, 1984).

1.3. Maduración de Ios espermatozoides en e] epididimo

En 1a sección anterior, se ha descripto 1a estructura de un
espermatozoide ta1 comoes 1iberado de 1os túbuïos seminíferos.
Unavez 1iberados de] epite1io seminifero en e1 testicu1o, 1os
espermatozoides (que en este momentoson prácticamente inmóti1es)
son transportados pasivamente por 1a corriente de f1uido generada
por 1as cé1u1as de Serto1i a un reservorio ramificado denominado
rete testís, en donde se abren ambos extremos de 1os túbu1os
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seminíferos. Desde 1a rete testis 1os espermatozoides son
transportados hacia Ios conductos eferentes, 1os cua1es se
continúan con e1 epídídímo (Fig. 1.8). En todo este trayecto e1
transporte de 1os espermatozoides se reaïiza en forma pasiva,
ayudado en parte por 1a reabsorción de agua que se produce en 10s

ductos eferentes, y en parte por 1os movimientos ci1iares de 1as
cé1u1as que tapizan e1 epite1io de 1os mismos. E1 epididimo es un

conducto único, 1argo y muy repïegado, que cubre e1 borde

posterior de1 testícu1o, y se encuentra unido en su parte distaï
a 1a base de1 escroto por 1a 1igadura genito-inguina].
Convenciona1mente, e1 epididimo se divide en tres regiones: caput
(cabeza), corpus (cuerpo) y cauda (co1a) (Fig. 1.8), siendo a su
vez divididas cada una de e11as en proximaï y distai. No existen
1ímites definidos entre estas regiones y 1a función e importancia
reïativa de cada una varia entre especies. En 1a región de1 caput
se produce una gran absorción de f1uído y por consiguiente 1a
concentración de espermatozoides que atraviesan esta región
aumenta unas veinte veces o más (Brooks, 1979). Más adeïante, a

1o 1argo de1 conducto epididimario, se absorben iones y secretan
compuestos orgánicos, de modo que 1a natura1eza de1 medio cambia
progresivamente.

Fina1mente, existe una gran actividad secretoria de proteinas
por parte deï epite1io de1 epididimo, 1a cua] resu1ta en gran
parte responsab1e de 1a composición única de1 p1asma
epididimario. La sintesis de proteinas de origen especificamente
epididimario, siendo 1a mayoría de natura1eza andrógeno
dependiente, ha sido demostrada en varias especies mediante
experimentos ín vivo (Lea et a1., 1978; Kohane et a1., 1980a;

Vernon et a1., 1982; Poirier & Nico1son, 1984) e in vitro (Cameo
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& B1aquier, 1976; Moore, 1980; Dacheaux, 1980; Brooks, 1981;

Jones et a1., 1982; GonzáTez Echeverria et a1., 1982; Tezón et
a1., 1985a). Estos mismos experimentos, permitieron evidenciar
que, tanto 1a capacidad sintética como1os productos proteicos,
varian de una región epididimaria a otra.

I.3.1 Adquisición de capacidad fertiïizante

En 1os mamíferos euterianos, 1os espermatozoides testicu1ares,
no poseen aún capacidad de interactuar con un ovocito y
ferti1izar10, a pesar de ser estructura1mente comp1etos. Esta
capacidad es adquirida durante su tránsito por e1 epididimo y a
este proceso se 1o conoce con e1 nombre de maduración

epídídímaría (Bedford, 1979; Austin, 1985). Estrictamente
hab1ando, como consecuencia de1 pasaje a través de1 epididimo,
1os espermatozoides adquieren una "potenciaï" capacidad
fertiiizante ya que, comose describirá más ade1ante, 1uego de 1a
maduración, 1os mismos deben sufrir un proceso de capacitación en
e] tracto genita] femenino antes de penetrar a1 ovocito.

La existencia de un fenómeno de maduración funciona1 de 1os

espermatozoides en e1 epididimo fue puesto en evidencia por
investigadores de 1a primera mitad de este sigïo, como Young
(1931), quien encontró que 1a inseminación de hembras cobayo en
estro con espermatozoides provenientes de 1a región proxima1 de1
cauda epididimario resuitaba en un 33%de fertiïidad, mientras
que si 1a mismaera reaïizada con espermatozoides provenientes de
1a región dista] de1 cauda se obtenia un 66%. Mayores evidencias
a favor de esta hipótesis fueron provistas por estudios
rea1izados en 1a rata por B1andau y Rumery (1964) quienes
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encontraron que, mientras 1a inseminación artificia1 uterina con
espermatozoides de] cauda permitía obtener un 98% de

fertiiización, se iograba só1o un 8%utiiizando espermatozoides
dei caput. Estos estudios fueron extendiéndose a 1a gran mayoría
de ias especies y, actuaïmente, se admite que 1a maduración
epididimaria es un requisito indispensab1e para 1a adquisición de
capacidad ferti1izante en todas ias especies de mamíferos
estudiadas. La región epididimaria en 1a cua] ios espermatozoides
adquieren capacidad fertiiizante varía de especie en especie
(Cooper, 1986). Es probab1e que 1a adquisición de capacidad
ferti1izante no ocurra en forma sincrónica en todos 108

espermatozoides dado que, a1gunos espermatozoides resuitan
férti1es en regiones más proxima1es que otros. sin embargo, en
forma genera1, en e1 momento de 11egar a 1a región de1 cauda, 1a

gran mayoría de 1os espermatozoides ha adquirido capacidad de
fertiiizar a1 ovocito.

Mediante estudios en 10s cuaies se disponían 1igaduras entre
regiones de1 epidídimo, con 1a finaïidad de evitar e1 tránsito de
ios espermatozoides a 1o 1argo de1 mismo, fue posibïe estudiar si
1a simp1e permanencia en este órgano resuitaba responsab1e de 1a
adquisición de fertiiidad (Orgebin-Crist, 1969). Estos trabajos
demostraron que, por e] contrario, es imprescindib1e e] tránsito
de ios espermatozoides por e1 conducto epididimario para adquirir
compieta capacidad funciona].

La capacidad de1 epidídimo de mantener 1a viabiiidad y permitir
1a maduración de 10s espermatozoides es de naturaieza andrógeno
dependiente. Tanto 1a hipofisectomía, como 1a castración o e1
tratamiento con anti-andrógenos, provocan 1a pérdida de capacidad
ferti1izante y muerte de ios espermatozoides. A su vez, 1a
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terapia de reempiazo con andrógenos 1uego de 1a castración,
restaura ambosparámetros (Orgebin Crist et a1., 1975).

1.3.2. Cambiosestructuraïes y funcionaïes de 1os espermatozoides
en e] epididimo.

a) Desarrollo de motí7ídad:

Uno de ios cambios más prominentes que se producen durante 1a

maduración de 1os espermatozoides es e1 desarroïïo de moti1idad.
Los espermatozoides testicu1ares son prácticamente inmótiies.
Esta inmoti1idad existe tanto dentro de 10s túbu1os seminiferos

comocuando son suspendidos en soiuciones saiinas fisio1ógicas.
Los espermatozoides maduros provenientes de1 cauda epididimario,
en cambio, inician una motiiidad activa y direcciona1 cuando son
iiberados de1 f1uido epididimario. Los espermatozoides
provenientes de regiones más proxima1es bajo estas mismas
condiciones, muestran patrones de motiiidad no direccionaies
(Bedford, 1975). A pesar de que 1a capacidad de desarroiiar
moti1idad progresiva, a1 ser suspendidos en un medio adecuado,
ocurre durante 1a maduración, cuando ios espermatozoides
contenidos en e] cauda son 1iberados por perfusión con aceite
minerai y examinados bajo e1 microscopio, se observa que ios
espermatozoides contenidos en e1 f1uido están compietamente
inmótiies. Esto indica que 1a moti1idad in situ, dentro de]
epididimo, se encuentra compietamente suprimida. Si a estos
espermatozoides se 1es agrega soiución fisioiógica, 1os mismos
muestran rápidamente movimientos natatorios vigorosos y una
motiiidad rápida y progresiva (Gaddum, 1968). Asi como habia sido
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demostrado para 1a adquisisción de capacidad ferti1izante, 1a
simp1e permanencia en e1 epididimo no sería suficiente para
adquirir moti1idad progresiva y direcciona1 (Cooper, 1986). Los
mecanismos responsab1es de 1a adquisición de motiïidad por parte
de 1os espermatozoides inmaduros se darían a nive1 de 1a membrana

piasmática, ya que se ha demostrado que espermatozoides inmaduros

desmembranados, en presencia de ATP, AMPc y Mgz*, adquieren
patrones de moti1idad simi1ares a 1os encontrados entre

espermatozoides maduros (Mohri & Yanagimachi, 1980; White et a1.,
1986). La transferencia de varias substancias desde e] f1uído
epididimario a 1os espermatozoides, ta1es comocarnitina (Hinton
et a1., 1981), una proteina denominada de “ motiiidad progresiva"

(Acott & Hoskins, 1981; Acott et a1., 1983) y/o

giicerofosfori1co1ina (Infante & Huszagh, 1985) resu1taría
importante para e1 desarroïïo de motiïidad.

b) Cambios metabólicos:

Una diferencia importante entre 1os espermatozoides de1 cauda y
1os de] caput, es su contenido en coenzimas nucïeotídicas. Por
ejemp1o, en e1 toro, se ha descripto que e] nive1 de AMPc

presente en espermatozoides de] cauda dup1ica e] ha11ado entre
ios de] caput (Hoskins et a1., 1974,1975). Con e1 fin de
cïarificar ios mecanismos de contro1 de 1os niveies de AMPc,
fueron determinadas 1as actividades de ias enzimas adeni1ato

cic1asa y fosfodiesterasa para espermatozoides provenientes de
distintas regiones epididimarias, pudiendo ser estabïecido que
ambas enzimas se encuentran en mayor cantidad en espermatozoides
de1 caput que dei cauda (Stephens et a1., 1979; Casi11as eta],
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1980). A pesar de esto, se sugirió que 1os niveïes de AMPc

estarian fundamenta1mentecontro1ados por 1a fosfodiesterasa, ya
que si espermatozoides de] caput se incubaban en presencia de un
inhibidor de esta enzima, como 1o es 1a teofi1ina (que tiende a
preservar o aumentar Ios nive1es de AMPc) se mejoraba

notab1emente 1a moti1idad (Hoskins & Casi11as, 1975). En e1

conejo, tratando a 10s espermatozoides testicu1ares con otro
inhibidor de 1a fosfodiesterasa, 1a cafeina, Brackett (1978)
obtuvo un porcentaje de ferti1ización de ovocitos ín vitro
cercano a1 10%. Sin embargo, trabajos posteriores en 1a rata
(Purvis et a1., 1982) indicarian que e1 aumento de 1os niveies
de1 nuc1eótido ciciico durante e1 tránsito epididimario estaria
dado tanto por su mayor sintesis (activación de adeni1ato
cic1asa) como por su menor hidró1isis (inhibición de
fosfodiesterasa).

Otra serie de cambios metabóïicos que ocurren durante e1 pasaje
por e1 epididimo 10 constituyen e1 aumento de 1a tasa de

g1icó1isis y 1a disminución en 1a incorporación de giucosa a
g1icéridos y g1icerofosfátidos (Vo1gmayr, 1975; Terner et a1.,
1975). Por otro 1ado se ha demostrado, también en 1a rata, un
incremento en 1a enzima carboximeti1asa de proteínas,
conjuntamente con una mayor cantidad de proteinas aceptoras de
meti1os (Purvis et a1., 1982), 1o cua1 estaria evidenciando un
aumento en 1a meti1ación de proteinas durante e1 tránsito por e1
epididimo. En re1ación a esto ú1timo, 1a enzima meti1—esterasa
(1a cua1 hidro1iza 1os metii-ésteres formados por 1a
carboximeti1asa) disminuye con 1a maduración, tanto en 1a rata
como en e1 toro (Gagnon et a1., 1984). Sin embargo, hasta e1

momento, 1a naturaïeza y e1 pape] desempeñado por 1as proteinas
metiiadas no es conocido.
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c) Cambiosestructurales:

Los cambios estructura1es de 10s espermatozoides durante 1a

maduración se dan tanto a nive1 microscópico como
submicroscópico. Dentro de 1a primera categoria se encuentra 1a
pérdida de 1a gota citop1asmática (remanente de] cuerpo residua1
citopiasmático de 1a espermátida), 1a cua1 se encuentra en 1a
región de 1a pieza media en e] momentoen que ios espermatozoides
se 1iberan de 1a cé1u1a de Sertoii. Esta gota desaparece durante
e] tránsito epididimario. Tambien son inc1uidos en esta
categoria, cambios de forma y vo1umen de] acrosoma en varias

especies (cobayo, conejo, chinchi11a y a1gunos roedores y
primates), como asi también en 1a disposición de] núc1eo y de 1as

membranasde 1a pieza conectora y en 1a compactación de cristaies
mitocondriaies (a1gunos marsupia1es) (Bedford, 1979). Entre ios
cambios submicroscópicos estructura1es se encuentra 1a
estabiiización de 1a mayoria de 10s componentes de1
espermatozoide a través de 1a formación de puentes disu1furo en
1as moiécuïas que contienen grupos su1fhidri10 (Ca1vin & Bedford,
1971; Bedford a Ca1vin, 1974a,b). La formación de estos puentes
se da tanto a nive1 de 1as protaminas de1 núc1eo, aumentando 1a

estabiïización de 1a cromatina, como también a nive1 de ias
proteinas estructuraies de 10s distintas componentesde 1a coïa,
generando organeias con mayor resistencia a 1a disrupción
mecánica. En conjunto, 1a estabiiización de componentes tanto de
1a cabeza como de 1a co1a impiican que 1uego de 1a maduración

epididimaria, e1 espermatozoide maduro se ha convertido en una
cé1u1a queratinoide muyresistente (Bedford, 1982).
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1.3.3 Modificaciones de 1a membranapïasmática durante 1a
maduración.

Entre 1os cambios asociados a1 proceso de maduración, se

inc1uyen 1as a1teraciones que sufre 1a membranapïasmática de1
espermatozoide, muchas de 1as cuaïes serian necesarias para 1a
ocurrencia de 1os cambios funciona1es mencionados. Si bien 1as

modificaciones que se dan a nive1 de 1a membrana p1asmática

podrian considerarse inc1uidas entre ios cambios estructura1es,
debido a su re1evancia en reiación a este trabajo, son descriptos
en una sección independiente.

Teniendo en cuenta, por un 1ado, que 1a interacción dei
espermatozoide con e] ovocito ocurre a nive] de su membrana

p1asmática y, por otro 1ado, que 1a maduración epididimaria trae
como consecuencia para e1 espermatozoide 1a adquisición de
capacidad de interacción con e1 ovocito, resuïta comprensib1e que
1a membrana p1asmática sea, sin 1ugar a dudas, uno de 10s

principa1es sitios de cambio durante e] tránsito por e1
epididimo.

Las primeras evidencias sobre modificaciones a nive] de 1a
superficie de1 espermatozoide durante 1a maduración surgieron a
partir de estudios que demostraban variaciones en 1as propiedades
ref1ectoras de 1a 1uz en espermatozoides de toro (Lindah1 &
Kih1strom, 1952) y a partir de descripciones acerca de
diferencias en 1a afinidad de espermatozoides de conejo y carnero
a 1a eosina durante 1a maduración (G1over, 1961). Las

demostraciones de cambios de adhesividad y densidad de cargas
sobre distintas regiones de 1a superficie de 1os espermatozoides



43

durante 1a maduración proveyeron mayores evidencias a favor de 1a

hipótesis de 1a existencia de cambios a nive] de 1a superficie
de1 espermatozoide (Bedford, 1979). Con respecto a 1a
adhesividad, 1os ejemp1os inc1uian e1 desarr011o de

ag1omeraciones de tipo "rou1eaux" en e1 cobayo (Fawcett &

Ho11emberg, 1963), e] apareamiento de espermatozoides de

marsupia1es provenientes de regiones más dista1es de] epidídimo
(Biggers, 1966), o 1a tendencia de 1os espermatozoides de] cauda,
en 1a mayoria de 10s mamíferos, a formar ag1utinaciones cabeza
cabeza a1 ser suspendidos en so1uciones sa1inas (Bedford, 1975).
Teniendo en cuenta que 1a adhesividad depende en gran medida de

1a carga neta de superficie y de 1a distribución de cargas
negativas y positivas, no resu1tó sorprendente e1 hecho de que
estas diferencias en adhesividad se correspondieran con e1
comportamiento manifestado por 1os espermatozoides a1 ser
sometidos a un campo e1éctrico (Nevo, 1961; Bedford, 1963).

Fina1mente, 1a diferente sensibi1idad a 1os descensos súbitos de
temperatura que presentaban 10s espermatozoides provenientes de
1as distintas regiones de] epididimo (Scott et a1., 1967;
Hammerstedt et a1., 1979), también resu1taba una manifestación de
1a ocurrencia de a1teraciones a nive1 de 1a superficie durante 1a
maduración. Los cambios moïecu1ares y bioquímicos responsabïes de
1as aïteraciones en 1as propiedades de 1a superficie han sido en
gran parte caracterizados, e inc1uyen a1teraciones en:

a) carga de superficie y propiedades de unión de 1ectinas
b) distribución de particuias intramembranosas.
c) contenido 1ipidico
d) carbohidratos de superficie
e) composición proteica y gïicoproteica
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a) Cambios en 7a carga de superficie y propiedades de unión de
lectínas

En diversas especies ha sido demostrado que 1a carga neta
negativa de 10s espermatozoides provenientes de1 cauda

epididimario es mayor que 1a de 1os espermatozoides de1 caput

(Bedford, 1963; Moore, 1979). Asimismo, estudios de unión de

particuïas de hierro co1oida1 (positivas) a espermatozoides,
demostraron que 1a densidad de 1as mismas unidas a 1a co1a, y en

menor grado 1as unidas a 1a cabeza, resu1tó mayor en

espermatozoides maduros que en inmaduros (Yanagimachi et a1.,
1972). Se cree que, entre otros componentes, 1a unión de ácido
siáïico a 1a superficie de 1os espermatozoides durante e]
tránsito por e1 epididimo seria en parte responsab1e de] aumento
de carga negativa de 10s mismos (Nico1son et a1., 1977; Ho1t,
1980).

Mediante 1a uti1ización de 1ectinas, ha sido posib1e estudiar
cambios en 1os sacáridos de superficie durante 1a maduración
epididimaria (Nico1son et a1., 1977; Fournier-De1pech et a1.,
1977; Fournier-Deïpech & Courot, 1980). Estos cambios en 1a

capacidad de unión de 1ectinas que ocurre durante 1a maduración
indican que ciertos residuos sacáridos terminaies son aïterados
(removidos, enmascarados, adicionados) durante este proceso.
Estos residuos podrian formar parte de gïico1ipidos o
g1icoproteinas y, tai comoha sido demostrado en 1a rata, (Oison
& Danzo, 1981) 1os cambios en 1a unión de 1ectinas podrian

deberse, en parte, a modificaciones de estos componentes.
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b) Cambiosen la distribución de partículas íntramembranosas

Mediante 1a técnica de ruptura-conge1amiento se han descripto
también en aigunas especies, cambios en 1a distribución y
1oca1ización de particu1as intramembranosas durante e] tránsito
por e1 epididimo. En e] jabaïi se observó que 10s espermatozoides
de 1a región dista] de] caput mostraban una disposición regu1ar y
geométrica de particu1as intramembranosas sobre 1a región de]
acrosoma anterior, mientras que en 1os provenientes de] cauda, se
observaba una disposición hexagona] de particuias, diferente a 1a
de 1os espermatozoides más inmaduros (Suzuki, 1981). En 10s

espermatozoides de rata, esta mismaautora demostró 1a aparición
de fi1as para1e1as de particuias intramembranosas, en 1a membrana
p1asmática cubriendo 1a cabeza de 10s espermatozoides de] caput.
Estas fi1as de particu1as desaparecian en 1a región proxima1 de]
cauda (Suzuki & Nagano, 1981).

c) Cambiosen el contenido lipídíco

Los primeros estudios de anáïisis de cambios en e1 contenido
1ipidico de 1a membrana de ios espermatozoides durante 1a
maduración, fueron 11evados a cabo uti1izando espermatozoides
enteros (Grogan et a1., 1966; Pou1os et a1., 1973). Estos
estudios, posteriormente confirmados uti1izando preparaciones de
membranas ais1adas (Niko1opou1au et a1., 1985), demostraban que,

durante e] pasaje por e1 epididimo, se producía una disminución
genera1 en 1a cantidad de iipidos y especificamente en e1
contenido de coïesteroï. Fueron demostradas también variaciones
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en 1as concentraciones de ciertos ácidos grasos, asi comotambién
en esteroïes comoe1 demosteroi o co1estero1-su1fato. (Scott et

a1., 1967; Nikoiopou1au et a1., 1985). En un modo genera1izado,
estos cambios podrian interpretarse como una disminución en 1a

estabi1idad y un aumento en 1a "fïuidez" de 1a membrana (Austin,

1985). Evidencias a favor de esta interpretación surgen de
estudios en 1os cua1es se uti1izó 1a técnica de recuperación de
f1uorescencia 1uego de b1anqueo por 1uz en espermatozoides

testicu1ares y eyacu1ados de carnero (Woif & Vo1gmayr, 1984). En
estos estudios se demostró un aumento en 1a tasa de difusión de

un anáiogo 1ipídico f1uorescente durante 1a maduración. Estas
variaciones de f1uidez maduración-dependientes resu1taron
diferentes entre 1as distintas regiones de 1a superficie,
corroborando nuevamente 1a natura1eza heterogénea de 1a membrana

de] espermatozoide.

d) Cambiosen carbohidratos de superficie

Entre 1os mecanismos responsabies de 1a a1teración de 1os
componentes de superficie durante 1a maduración, se encuentran
1os fenómenos de g1icosi1ación. Los homogenatos epididimarios son
sumamentericos en gïicosi1transferasas; a su vez, e] do1ico1,
transportador de cadenas 1atera1es de o1igosacáridos en e]
ensamb1adode g1icoproteínas N-g1icosi1adas, se encuentra en
a1tas concentraciones en e1 caput y corpus epididimario de 1a
rata (Wenstrom & Hami1ton, 1980). En e1 epididimo de rata ha sido

descripta 1a presencia de g1ucosi1 y manosiïtransferasas
andrógeno-dependientes (Iusem et a1., 1984), y por otra parte, en
e1 corpus se han encontrado 1as mayores actividades epididimarias
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de B-N-giucosaminidasa, B-N-aceti1-ga1actosaminidasa y B-N
ga1actosidasa (Chapman& Ki11ian, 1984). Otros estudios han

sugerido que 1os 1actosaming1icanos presentes en 1a superficie de
espermatozoides testicu1ares son fucosi1ados mediante 1a acción
de una fucosiïtransferasa epididimaria (Cossu a Boitani, 1984).

En 1a rata, se ha detectado actividad de una

gaïactosiïtransferasa de UDP-ga1actosazN-aceti1g1ucosamina en
f1uido de rete testis, 1a cua1 si bien resu1tó ser de origen
testicu1ar, se concentraba en e1 caput epididimario (Hamiïton,
1980). Los espermatozoides de rata resu1taron ser capaces de
incorporar ga1actosa a proteinas de superficie partir de UDP
[14C]ga1actosa, produciéndose 1a mayor incorporación en proteinas

de pesos mo1ecu1ares de 37.000 y 23.000, sugiriendo que existen
componentes de superficie que son aïterados durante 1a maduración
mediante 1a ga1actosi1ación de residuos de N-aceti1g1ucosamina

(Hami1ton & Gou1d, 1982).

Existe también actividad de ga1actosi1transferasa en 1a
superficie de 1os espermatozoides (López et a1., 1985), diferente
de aque11a presente en e1 f1uido epididimario (Shur & Ha11,
1982a), 1a cua] podría estar también invo1ucrada en 1as
modificaciones madurativos de 1a superficie. Este tipo de enzimas
de superficie estaria regu1ada por 1a a-1acta1búmina, 1a cua1
seria aparentemente producida por e] epididimo (Quasba et a1.,
1983). La ga1actosi1transferasa interactúa con 1a a-1acta1búmina
presente en e1 f1uido epididimario para formar 1actosa sintetasa,
1a cua] a su vez, cata1iza 1a transferencia de ga1actosa desde
UDP-ga1actosa a g1ucosa determinando 1a formación de 1actosa

(Brobek et a1., 1967).



48

e) Cambios en 7a composición proteica

La membranap1asmática sufre también extensas modificaciones en

su composición proteica durante e1 proceso de maduración
(Bedford, 1975; Orgebin-Crist et a1., 1975; Yanagimachi, 1981a;

Austin, 1985). Estos cambios surgen como consecuencia de 1a

adición de nuevos componentes proteicos a 1a superficie de]
espermatozoide, o por pérdida, desenmascaramiento o modificación
de moïécuïas preexistentes. Todos estos cambios han sido
identificados mediante métodos bioquímicos o mediante 1a
uti1ización de anticuerpos dirigidos contra componentesde 1a
superficie de] espermatozoide o contra componentes de1 f1uido

epididimario. Muy probab1emente, conjuntamente con posibïes
variaciones en e] contenido gïico1ipidico, estos cambios en 1a
composición proteica son 1os responsabies de 1a mayoría de 1as

modificaciones previamente descriptas de carga de superficie y
unión a 1ectinas que ocurren durante 1a maduración epididimaria.

Los cambios que invo1ucran componentes particu1ares

genera1mente ocurren dentro de regiones especificas de]
epididimo, aumentandoias evidencias a favor de una participación
activa de este órgano en 1as modificaciones de 1a superficie de1
espermatozoide durante 1a maduración (Eddy, 1988).

Mediante estudios bioquímicos en 1os cuaïes se uti1izó 1a
marcación vectoria] de espermatozoides provenientes de distintas
regiones de1 epididimo, se 1ogró detectar 1a aparición de nuevos
componentesde superficie durante e] tránsito por e1 conducto
epididimario. Es asi que por ejemp1o, 1a técnica de marcación por
ga]actosa-oxidasa-tritio-borhidruro se uti1izó para marcar 1os
residuos D-gaiactosa o N-aceti1 D-ga1actosamina accesib1es,
detectándose de este modo1a aparición de una g1icoproteina de
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37.000 da1ton de peso moïecuïar en 1os espermatozoides

provenientes de1 cauda epididimario de 1a rata (01son & Hami1ton,
1978). Resu1tados simiïares fueron obtenidos a1 uti1izar 1a
iodinación cataïizada por 1actoperoxidasa para marcar 1os
residuos de tirosina o a1 emp1ear Concanava1ina A (Con A)

conjugada con f1uoreSceina para identificar bandas pertenecientes
a gïicoproteínas en ge1es de po1iacri1amida (O1son & Danzo,
1981). Uti1izando metodo1ogias simi1ares, ha sido posibïe
determinar que uno de 1os cambios más importantes de membrana
durante 1a maduración de 1os espermatozoides de rata es e1
incremento en 1a superficie de 10s mismos de una gïicoproteina de
un peso mo1ecu1ar osci1ante, de acuerdo a 10s autores, entre 1os

31.000 y 37.500 da1ton (Jones et a1., 1981; Toowicharanount &

Chu1avatnato1, 1983; Brown et a1., 1983; Zaheb & Orr, 1984). A su

vez, también ha sido posibïe detectar cambios asociados a 1a
maduración en otras especies como e1 conejo (Nico1son et a1.,

1979), toro (Vieur1a & Rajaniemi, 1980), carnero (Vo1gmayr et

a1., 1983), cerdo (Russe1 et a1., 1984) y chimpancé (Young et

a1., 1985) mediante 1a uti1ización de 1as técnicas de marcación
mencionadas.

La uti1ización de métodos inmuno1ógicos en combinación con

técnicas bioquímicas demostró también ser efectiva en 1a
identificación de diferencias en 1a composición de superficie que
surgen con 1a maduración de Ios espermatozoides. En genera], 10s
anticuerpos dirigidos contra componentes tota1es de
espermatozoides o f1uído epididimario reaccionan indistintamente
con ambos antígenos, sugiriendo 1a existencia de componentes de]
fïuido que se unen a 1a superficie de 10s espermatozoides. A
estos componentes se 1os ha denominado "cobertores" de]
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espermatozoide (Hunter, 1969; Draviand & Joshi, 1981). Si bien es

posib1e que e] reconocimiento de componentes de] fïuido por
anticuerpos contra e] mismoo contra espermatozoides resuïtara
consecuencia de 1a 1iberación de ios mismos desde 10s

espermatozoides hacia a1 f1uido epididimario, varios estudios
identificaron inequivocamente componentes secretados por e1
epididimo que se unen a ios espermatozoides. Es asi que por
ejemp1o, un antisuero contra una giicoproteina acidica
epididimaria (AEG) de 33.000 da1tons purificada a partir dei
epididimo de rata, se uti1izó en estudios histoquimicos para
demostrar que 1a mismaera secretada por 1as cé1u1as principaïes
de] epididimo, y se unia a 105 espermatozoides a medida que

abandonaban e1 segmento inicia1 de] caput (Lea et a1., 1978).
Asimismo, Ios estudios rea1izados por Garberi et a1. (1979)
uti1izando un anticuerpo contra proteinas epididimarias de 1a
rata (Bïaquier & Cameo, 1976), demostraron e] origen epididimario

especifico de 1as mismas. Mediante e] uso de ge1es de

po1iacri1amida, 1as proteinas SEP demostraron ser una mezcïa
comp1ejaque inciuia gïicoproteinas positivas a 1a tinción con
ácido periódico de Schiff. Másade1ante se hará referencia a ias
mismas en forma más deta11ada. En otra serie de estudios Brooks y
coïaboradores aisïaron y purificaron cuatro proteinas a partir
de] caput epididimario de rata (Brooks & Higgins, 1980; Brooks,
1981) determinando, mediante 1a uti1ización de antisueros y
métodos de marcación de superficie, su unión con distintos grados
de afinidad a 10s espermatozoides epididimarios. Dos de e11as
resu1taron ser especificamente epididimarias (Brooks, 1983;
Brooks & Tiver, 1983). Una siaioproteina denominada "SP" (37500

daitons y pI 4.7) también fue purificada a partir de1 cauda
epididimario de rata, demostrándose mediante técnicas
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inmunohistoquímicas su 100a1ización en 1a superficie apicai de
1as céiuias de] caput y corpus epididimario, en e] citop1asma de
ciertas cé1u1as epite1ia1es epididimarias y en espermatozoides
presentes en e] 1umende] epididimo (Faye et a1., 1980). En 1a
rata también, mediante 1a uti1ización de aita fuerza iónica,
fueron extraídas dos giicoproteinas extrinsecas de 50.000 y
100.000 da1tons de peso mo1ecu1ar (Rifkin & O1son, 1985)

presentes en espermatozoides de] cauda. Anticuerpos dirigidos
contra 1as proteinas mencionadas, reconocieron antígenos en e]
citopiasma de ias céïuias principaies de 1a región de] cauda
proximai de1 epididimo.

Es probab1e que varios de ios trabajos en ios cuaies ha sido
identificada una g1icoproteina epididimaria de peso mo1ecu1ar
entre 24.000 y 37.000 da1tons, que se asocia a 1a superficie de
ios espermatozoides de rata durante 1a maduración, estén
referidos a 1a misma proteina (Eddy, 1988).

A pesar de que 10s productos epididimarios que se asocian a 1a
superficie de 10s espermatozoides han sido estudiados
fundamentaimente en 1a rata, trabajos rea1izados en otras
especies demuestran que 1a adquisición de proteínas epididimarias
durante 1a maduración resuita ser un fenómeno generaiizado. Ta]
es e1 caso de] conejo, en e] cua] ias giicoproteínas
epididimarias se asocian primero a ios espermatozoides dei caput
dista] y corpus proxima1 de] epididimo (Moore, 1980). En ei

hamster, en cambio, ias mismas comienzan a asociarse en 1a región

de] caput proximaï (Moore, 1980; Gonzá1ez Echeverria et a1.,
1982). En e1 humano, un antisuero contra espermatozoides

eyacuiados reacciona especificamente contra fïuido y
espermatozoides epididimarios, reconociendo un producto
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secretorio epididimario que se une a 1os mismos (Tezón et a1.,
1985b).

Estudios rea1izados en distintas especies en 1os cua1es se
uti1izaron anticuerpos monoc10na1escon e] fin de examinar 1a

aparición de antígenos en 1a superficie de 1os espermatozoides
durante 1a maduración, han permitido "mapear" 1os cambios de 1a

membranap1asmática de espermatozoides durante 1a maduración,
identificando antígenos restrictos a dominios especificos. Ta1 es
e] caso de 1a rata (Gaunt et a1., 1983; Jones et a1., 1985),
hamster (Moore & Hartmann, 1984) y ratón (Feuchter et a1., 1984).

La composición proteica de 1a membrana piasmática de 1os

espermatozoides se ve a1terada también por 1a pérdida de
componentes de superficie que ocurre durante 1a maduración. Uno
de estos componentes es una g1icoproteina de 110000 da1tons,
identificada mediante 1a técnica ya mencionada de marcación por
ga1actosa-oxidasa-tritio-borhidriro en espermatozoides
testicu1ares de rata, 1a cua] no fue detectada en 1os
espermatozoides de1 cauda epididimario (Jones et a1., 1981; Brown
et a1., 1983). En otra serie de estudios en 1a rata, tres
componentes de 94.000, 72.000 y 59.000 da1tons resuïtaron
iodinados por marcación con 1actoperoxidasa en espermatozoides
provenientes de] caput, pero no se detectaron en aque1ios
provenientes de1 cauda epididimario (O1son & Orgebin-Crist,
1982). sin embargo, en 1os estudios mencionados, no pudo ser
determinado si 1a pérdida de detección de 10s componentes fue
debido a: (a) su 1iberación de 1a superficie de1 espermatozoide;
(b) su modificación en e1 peso mo1ecu1ar a causa de procesos como

una proteó1isis 1imitada o adición de nuevas moïécu1as; (c) su
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enmascaramiento por otras moïécuïas provocando que 1os mismos, a
pesar de estar aún presentes, no resu1taran accesib1es a 1a
marcación de superficie.

Fina1mente, 1a aparición de nuevos antígenos en 1a superficie
ce1u1ar durante 1a maduración podría también deberse a una

aïteración o desenmascaramiento de proteínas preexistentes. A
pesar de que no existen ejempïos certeros de aparición de
componentes por estos fenómenos, un posib1e caso 1o constituirían
1os espermatozoides de ratón. Mediante 1a uti1ización de un
anticuerpo monoc1ona1se identificó un antígeno de 31000 da1tons

presente en 1a superficie de] f1age1o de 10s espermatozoides de1
cauda (Eddy, 1988). E1 antígeno aparecia gradua1mente a medida

que Ios espermatozoides atravesaban 1a región media de] corpus,
en principio comoespecies de a1to peso moïecuiar, para 1uego
irse convirtiendo en 1a proteína fina], de menor tamaño,
sugiriendo que 1a modificación invo1ucraba 1a proteóiisis
1imitada de] mismo. En este sentido, se han identificado
proteasas (Jones, 1978; Mann & Lutwak-Mann, 1981) y giicosidasas

(Chapman & Ki11ian, 1984) en e] epididimo, entre 1as cua1es 1a B

ga1actosidasa y 1a B-g1ucuronidasa son secretadas en cantidades
importantes por cé1u1as epiteïiaïes de rata en cu1tivo (Skud1arek
&Orgebin-Crist, 1986). Estas enzimas podrían ser responsab1es
de] desenmascaramiento de componentes de maduración de 1a

membranade1 espermatozoide a través de 1a degradación parcia1 de

gïicoproteínas de superficie. A su vez, un inhibidor de proteasa
de origen epididimario ha sido ais1ado en e1 ratón (Poirier &
Jackson, 1981). Estos resu1tados sugerirían que este tipo de
mo1écu1as podría estar invo1ucrado en 1a regu1ación y 1imitación
de 1as modificaciones de membrana mediadas por enzimas en e1

epididimo.
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En genera], teniendo en cuenta ios cambios mencionados, 1a
maduración de 10s espermatozoides en e] epididimo podría ser
considerada comoun proceso en cuatro etapas, no necesariamente
consecutivas entre si, consistiendo 1as mismasen:

i. movi1ización de sistemas metabó1icos para 1a producción de
energía y moti1idad,

ii. estabiiización de componentesproteicos nuc1eares y
estructuraïes,

iii. desestabi1ización y aumento de f1uidez de 1a membrana

p1asmática,
iv. adquisición de una cobertura proteica protectora.

I.4. Eyacu1ación de 10s espermatozoides

Los espermatozoides maduros a1ojados en e1 epididimo,
suspendidos en secreciones provenientes tanto de] mismo órgano
como de] testícu1o, son transportados gracias a1 f1ujo de
secreciones epididimarias hacia ei conducto deferente y, a partir
de a11í, durante e1 proceso de eyacuïación, entran y atraviesan
1a uretra para ser fina1mente eyacu1ados. Durante e1 transporte
por 1a uretra, 1os espermatozoides se cubren de secreciones
provenientes de 1as g1ándu1as accesorias: 1as vesicu1as
seminaies, próstata, g1ándu1as ampu1ares, bu1bo-uretra1es (de
Cowper) y uretra1es (de Littré). Todas estas secreciones
conforman e1 p1asma, o 1a porción fiuida de1 semen, pero 1a
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contribución re1ativa de cada giándu1a es diferente entre si y
tambiénentre ias distintas especies.

Durante e1 proceso de eyacu1ación, se producen nuevas

a1teraciones en 1a composición de superficie, entre 1as cua1es se
inc1uyen cambios en 1a carga de superficie (Moore & Hibbits,

1975; Moore, 1979) y unión de 1ectinas (Nico1son & Yanagimachi,

1972; Nico1son et a1., 1977), cambios en composición 1ipidica
(Lang1ais & Roberts, 1985); asi como también adsorción de

diferentes antígenos. Entre estos ú1timos se inc1uyen 10s
antígenos correspondientes a grupos sanguíneos (Edwardset a1.,
1964; Boettcher, 1968); antígenos de histocompatibiiidad (Kerek
et a1., 1973) y factores inmunosupresores (James & Hargreave,

1984).

Los espermatozoides también resu1tan cubiertos por proteinas
producidas especifiCamente por 1as g1ándu1as accesorias y
adsorbidas a partir de1 pïasma semina1 (Vieur1a & Rajaniemi,

1980; Herr & Eddy, 1980; Koehier et a1., 1980; Drave1and & Joshi,

1981; Abrescia et a1., 1985). Varios de 1os componentes que se
asocian a 1os espermatozoides durante 1a eyacu1ación han sido
1oca1izados en dominios especificos (Irwin et a1., 1983; Isaacs &
Coffey, 1984). Por otro 1ado, a1gunos componentes de1 p1asma
seminai interactuarían entre si para favorecer su posterior unión
a 1a superficie de] espermatozoide (Paonessa et a1., 1984).

Las consecuencias más obvias de 1a inmersión de 1os

espermatozoides en 1as secreciones semina1es, ta1 comoocurre en
e] momentode 1a eyacu1ación, serian simiiares a 1as que ocurren
a1 di1uir 1os espermatozoides en un medio apropiado:
manifestación de una moti1idad muy activa y aumento de 1a tasa

metabó1ica. En condiciones natura1es, 1os espermatozoides se
encuentran inmersos en e] p1asma seminaï por un periodo muy corto
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(también variabïe según 1as especies), 1uego de 1o cua1 e] medio

inmediato que 1os rodea resu1ta progresivamente dominado por 1as

secreciones de] tracto genita1 femenino. Se podría inferir, por
10 tanto, que 1a acción de 1os componentes seminaies sería 1a de

acondicionar a 10s espermatozoides para su misión inmediatamente
posterior, e1 tránsito a través de1 tracto genita] femenino. Por
otro 1ado, una vez producida 1a inseminación, 1a función
principa1 de 1a moti1idad seria 1a de mantener a 10s

espermatozoides en suspensión y, de este modo, prevenir que 1as
cé1u1as resu1ten atrapadas en 1os cana1es y 1úmenes de 1as

g1ándu1as presentes en 1a mucosa de] tracto. De hecho, una de 1as

antiguas teorías acerca de] pape] desempeñado por 10s
espermatozoides en 1a concepción de un nuevo individuo sostenía
que 1a función de ïos mismos consistía en mantener a1 "semen"

bien agitado (Austin, 1985). Por otro 1ado, existen ciertas
etapas durante ei transporte por ei tracto de 1a hembra, en 1as
cuaïes 1a moti1idad resu1ta esencia1 y aitamente ventajosa.

1.5. Capacitación de 1os espermatozoides

Los espermatozoides maduros 1iberados de] epididimo e inciusive
10s eyacu1ados no son aún capaces de ferti1izar a un ovocito.
Esto ocurre en todas 1as especies de mamíferos estudiadas hasta
e] momento. Hace ya cuarenta años Austin (1951) y Chang (1951)

demostraron, en forma simu1tánea, que 10s espermatozoides
necesitan permanecer durante cierto período en e] tracto genita1
femenino antes de poder expresar 1a capacidad ferti1izante
adquirida durante 1a maduración epididimaria. A1 conjunto de
cambios fisio1ógicos sufridos por 1os espermatozoides durante su
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residencia en e1 tracto femenino, se 10 denominó capacitación
(Austin, 1952). Si bien ios autores mencionados demostraron 1a

necesidad de] periodo de residencia en e] tracto femenino,
dejaron abierta 1a posibi1idad de que sus resuïtados fueran
producto de un artefacto técnico. Para descartar esta
posibiïidad, pusieron en apareo ratas 1uego de1 momentode 1a

ovu1ación, permitiendo asi ei encuentro inmediato de 10s
espermatozoides con 10s ovocitos, sin haber tenido un periodo de
residencia previo en e1 tracto femenino y, a su vez, evitando
manipuiaciones experimenta1es (Austin, 1952; Austin & Braden,
1954). Los resu1tados demostraron c1aramente que siempre se

producia un retraso de dos horas antes de que ios ovocitos fueran
penetrados, pero 1uego 1a penetración progresaba rápidamente
a1canzando 1os niveies norma1mente obtenidos cuando se producian

apareos normaies. La única interpretación de este retraso era 1a
hipótesis de un proceso de maduración adicionaï en e] tracto de
1a hembra necesario para 1a entrada de] espermatozoide a1
ovocito.

Posteriormente, en numerosas ocasiones, esta teoria fue
amp1iamente corroborada, no só1o para 10s mamíferos euterianos,
sino también para a1gunos marsupia1es (Bedford, 1982). No resu1ta

muyciaro e] significado bioïógico de 1a necesidad de este paso
adiciona], sobretodo porque no es c1ara aún 1a etapa evoïutiva en
1a cua1 se produce 1a aparición de 1a necesidad de un proceso de
"capacitación" de ios vertebrados. Es probab1e que 1a misma se
encuentre funcionaïmente 1igada a 1a existencia de 10s eventos
correspondientes a 1a maduración epididimaria en e1 macho
(Bedford, 1982).

Si bien no se conoce con exactitud en que consiste precisamente
1a capacitación, han sido estudiados varios de ios mecanismos
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invo1ucrados en este proceso. Uno de e11os, de fundamentaï
importancia, consiste en 1a remoción y a1teración de substancias
adsorbidas o integradas a 1a membranap1asmática durante 1os

procesos de maduración y eyacuiación. Esta remoción y a1teración
de 1a "cobertura protectora" a 1a cua] se ha hecho referencia
anteriormente (ver sección 1.3.3.), "sensibi1izaria" a 1a
membrana a ios componentes de] medio especifico en e1 cua] se

produce 1a fertiïización y/o a aque11os de] ovocito o sustancias
que pudieran emanar de é].

La capacitación tiene 1ugar en e1 tracto genita] de ias hembras
en estro. La Fig. I.9 esquematiza 1a disposición de 10s órganos
reproductivos internos de 1a hembra (en particuïar, de un
roedor). En e] esquema presentado es posib1e observar dos cuernos
uterinos, que se conectan con e1 oviducto a través de 1a unión
utero-tubaría. A continuación de1 útero, se dispone e] ísthmus
de] oviducto, e1 cua] se continúa con 1a ampuïïa de] mismo

órgano. La región extrema de 1a ampu11a se denomina ínfundíbulum,

y contiene a1 ostíum, siendo éste e] sitio por e] cua1 se produce
1a captura de 1os ovocitos en e] momento de 1a ovuïación. E1
ostium se encuentra situado por dentro de 1a bursa ováríca, 1a
cua] a su vez, contiene a1 ovario.

E1 sitio en e1 cua] se produce 1a capacitación varia de especie
en especie. En aque11as especies en 1as cuaïes Ïos
espermatozoides se depositan en 1a vagina durante e1 coito (ej.
conejo y humano), es muy probab1e que este proceso comience

durante e] pasaje de 10s mismos a través de] mucus cervica]. Si
bien en ei conejo 1a capacitación puede comp1etarse en e] útero
(Adams & Chang, 1962; Bedford, 1969, 1983b), esto no imp1ica que

ésta sea 1a situación bajo condiciones naturaies. Existen
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OWDUCTO

ÚTERO

Fig. 1.9. Organos reproductivos internos de 1a hembra.

La punta de fïecha seña1a 1a región aproximada de unión entre e]
isthmus y 1a ampu11a de] oviducto.
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trabajos en 1os cua1es se demuestra que 1os espermatozoides que
participan en 1a fertiiización permanecen en 1a región de]
isthmus durante un número de horas previas a1 comienzo de 1a

ovuïación (Overstreet et a1., 1978). Resuita probab1e, por 10
tanto, que 1os espermatozoides se capaciten parcia1mente en e1
útero, y 1uego comp1eten su capacitación en e] oviducto.

En aque11as especies como e] conejo, en ias cua1es 1a

capacitación puede compietarse en e1 útero, 1os espermatozoides
que han pasado por ambos compartimentos se capacitan más
eficientemente que 1os que han permanecido en uno so1o de e11os

(Bedford, 1983b). En 1as especies en 1as cua1es e1 semen se

deposita directamente en e] útero (ej. roedores y cerdo), e1
principa] sitio de capacitación seria e] oviducto. En estas
especies también 108 espermatozoides permanecen en 1a región de]
isthmus un cierto tiempo antes de ascender a 1a ampu11a (Hunter,
1984). A su vez, só1o una pequeña fracción de estos

espermatozoides son 1os que finaimente 11egan a1 sitio de
ferti1ización (1a ampu11a) (Harper, 1988).

Los espermatozoides incubados en 10ca1izaciones ectópicas como
e] có1on, vejiga, vesicu1a seminaï, o cámara anterior de] ojo
pueden comenzar 1a capacitación, pero no compietar1a (Noyes et

a1., 1958; Hamner & Sojka, 1967), 1o cua] sugirió en un principio

que e] tracto genita] de 1a hembraposeía factores especificos
que faciïitan 1a capacitación. Sin embargo, como se verá mas
ade1ante, diversos sistemas in vitro resu1tan aptos para 1a
ocurrencia de este proceso, 1o cua] estaria indicando 1a ausencia
de factores de esta natura1eza. A pesar de que 1a capacitación
puede ocurrir bajo condiciones tota1mente in vitro, 1a
capacitación in vivo probab1emente dependa de más factores que 1a
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temperatura, e] pH y 1a osmoïaïidad de un medio ba1anceado. En

particu1ar, e] potencia1 capacitante de1 tracto femenino depende
en gran medida de 1a situación endócrina de 1a hembra. Es asi que
ha sido demostrada una inhibición de] potencia] capacitante de]
útero en e] conejo (Chang, 1958; Bedford, 1970) y de1 oviducto en

e1 hamster (Viriyapanich & Bedford, 1981) en momentos de] cic1o

dominados por progesterona. Es probabïe que 1a fa1ta de
capacitación provocada por 1a a1ta concentración de progesterona,
ref1eje 1a ausencia de factores activos, y no 1a presencia de
factores inhibitorios. Unasegunda evidencia a favor de 1a
inf1uencia de factores especificos presentes en e] tracto de 1a
hembra sobre e] proceso de capacitación, 1o constituye e1 hecho

ya mencionado de que e] "potencia1 capacitante" sea diferente
para cada región de1 tracto femenino, pudiendo ser encontrado un
sinergismo entre e1 medio de1 útero y e] de] oviducto (Adams &

Chang, 1962).

Resu1ta interesante mencionar que 1a capacitación no es un
fenómenoespecie-especifico ya que 1os espermatozoides y ovocitos
de una especie pueden comp1etar 1a fertiïización en e] tracto
genita] de una hembra de otra especie (Sa1ing & Bedford, 1981).
Por otro 1ado, estas mismas manipu1aciones experimenta1es

permitieron determinar que e] tiempo de capacitación seria de
natura1eza especie-especifica (Saïing &Bedford, 1981).

A1 considerar e1 tiempo en e1 cua] se produce 1a capacitación,

es importante destacar que aún bajo idénticas condiciones ín
vitro, todos 1os espermatozoides de una misma pobïación no se
capacitarian a1 mismo tiempo (Bedford, 1983b). E1 "tiempo de

capacitación", medido en base a 1a ferti1ización, es so1amente
una medida de] momento en e1 cua1 a1gunos espermatozoides de una
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muestra adquieren capacidad de fertiiizar un ovocito. Sin
embargo, en e] mismo momento, 1a gran mayoria de ios

espermatozoides puede no haber aicanzado e] mismo estado

fisioiógico de capacitación. Si bien bajo condiciones in vivo,
esta variación enre espermatozoides podria estar parcia1mente
determinada por diferencias en 1a ve1ocidad de transporte de 1os
mismos desde e] compartimento uterino a1 de] oviducto, bajo
condiciones in vitro, 1a asincronia en 1a capacitación estaria
indicando 1a existencia de variaciones individuaïes de 1os
espermatozoides entre si.

Como ha sido mencionado, ios procesos de capacitación y

fertiiización pueden producirse compïetamente in vitro, sin
contribuciones de] tracto femenino. Ta1 comose describió a1

inicio de este trabajo, e] primer estudio en e1 cua] se demostró
1a ocurrencia de 1a capacitación in vitro fue reaiizado en e1 año
1963 por Yanagimachi y Chang. Los sistemas utiïizados en estos

primeros y pioneros trabajos resu1taban en cierto modoun poco
crudos ya que se uti1izaban f1uidos bioiógicos y, por io tanto,
no podian ser ana1izados 1os e1ementos causantes de 1a
capacitación. Fue Toyoda con sus coiaboradores (1971) quien por
primera vez demostró 1a ocurrencia de una fertiiización (y
capacitación) in vitro en un medio químicamente definido. Desde
entonces, mas a11á de 103 requerimientos propios de ios
espermatozoides de cada especie, e1 anáïisis de 1os mecanismos
responsab1es de 1a capacitación ha Éido enormementesimpiificado.

Sin embargo, cabe mencionar que 1as condiciones bajo ias cuaies
se produce 1a capacitación in vitro no son necesariamente 1as
mismas bajo ias cuaies se produciría este fenómeno in vivo, ya
que ios eventos que ocurren bajo condiciones naturaies podrian
resuitar diferentes de 10 que ocurre en un medioartificia].



1.5.1. Eventos que ocurren durante 1a capacitación

a) Cambiosen el sistema adeniïato cícïasa/proteína kinasa

Así comono existen dudas acerca de 1a participación de ias
enzimas adeniïato cic1asa y proteina kinasa dependiente de AMPC
en 1a iniciación y mantenimiento de 1a moti1idad de 10s
espermatozoides durante 1a capacitación (Tash a Means, 1983),

'también resu1ta a1tamente probab1e que estos sistemas se
encuentren invo1ucrados en 1a capacitación per se. Existen
evidencias acerca de1 incremento en 1a actividad de 1a adeni1ato

cic1asa durante 1a capacitación (Berger & C1egg, 1983; Stein &

Fraser, 1984). Este incremento en 1a actividad de esta enzima
traería como consecuencia un aumento de 1a cantidad disponib1e de

AMPC(Stein & Fraser, 1984), e1 cua1 a su vez, estimu1aria a 1a

proteína kinasa dependiente de AMPC.Esta enzima podria a1terar,
a través de 1a fosforiïación, 1a estructura terciaria y
cuaternaria de proteínas de membrana (Hyne & Edwards, 1985)

resu1tando en cambios en 1as propiedades de 1a misma (por ej. en

1a permeabi1idad a 1os iones).

b) Cambiosen iones intracelulares

Los espermatozoides, asi comoe1 resto de ias cé1u1as vivas,
mantienen eficientemente gradientes iónicos a través de 1a
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membrana piasmática. En e] caso de] Na+ y e1 K‘, existiría una

activa bomba de intercambio Na+/K+ ATPasa que mantiene una mayor

concentración de K+ en e1 interior ce1u1ar, mientras que 10
contrario ocurre con e] Na+ (Yanagimachi, 1988a). Existen

trabajos que demuestran que durante 1a capacitación se producen
cambios en 1as concentraciones intrace1u1ares de estos iones

(Hyne et a1., 1985), e incrementos en 1a actividad de 1a enzima

Nai/K+ ATPasa (Mrnsy et a1., 1984).

En cuanto a1 ión ca1cio, existen controversias acerca de su
cinética durante este proceso. Es un hecho generaïmente aceptado
que 1as concentraciones de ca1cio intrace1u1ar resu1tan bajas a
causa de 1a presencia de una bomba ATPasa y de un mecanismo

antiporter Na+/Ca2+en 1a membranaplasmática (Breitbart et a1.,
1985). Asi como en e] cobayo se ha reportado 1a captación de Ca2+

radioactivo durante 1a capacitación (Singh et a1., 1978), en e1
conejo, Mahanesy coiaboradores (1986) no encontraron variaciones
de ca1cio intrace1u1ar.

c) Cambios en 7a membrana plasmática

Comoha sido mencionado anteriormente, entre 10s cambios más

importantes que sufren 1os espermatozoides durante 1a
capacitación se encuentran aque11os que ocurren a nive1 de 1a
membrana p1asmática, 1o cua1 fue primeramente postuïado por

Weinman y Wi11iams (1964) y Piko (1967), acumu1ándose desde

entonces, una enorme cantidad de evidencias a favor de este
postu1ado. Entre 10s cambios descriptos que ocurren durante 1a
capacitación a nive] de membrana, en diversas especies, es
posib1e enumerar 10s siguientes:
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—disminución de 1a carga negativa de superficie (Vaidya et
a1., 1971; Courtens & Fournier-De1pech, 1979)

cambios en 1a capacidad de unión de lectinas (Ta1bot &

Frankiin, 1978; Koeh1er, 1981)

- cambios en 1a distribución de particuias intramembranosas
(Tesarik, 1984; Suzuki & Yanagimachi, 1989)

- cambios en 1a f1uidez de membrana (Wo1f et a1., 1986 ; Soucek

et a1., 1985)
- cambios en 1a composición 1ipidica (Davis et a1., 1979)
- cambios en 1a composición proteica (Johnson, 1975; 01iphant

& Singhas, 1979; Koeh1er et a1., 1980; Vernon et a1., 1985)

- cambios en 1a unión de anticuerpos (01iphant & Brackett,
1973b; Koehïer, 1976; Vernon et a1., 1985; Vi11arroya &

Scho11er, 1987)

Cabe destacar que 108 cambios enumerados podrían en a1gunos

casos representar diversas manifestaciones de un mismo mecanismo
(ej. 1a remoción de proteinas se puede manifestar tanto como una
disminución de carga negativa, como un cambio en 1a unión de 1os
anticuerpos que ias reconocen, o en caso de tratarse de
giicoproteínas, comoun cambio de afinidad por ciertas 1ectinas).
En forma genera], ios cambios evidenciados, tienden a aumentar 1a
f1uidez y desestabi1ización de 1a membrana.

En particu1ar, ha sido prestada 'mucha atención hacia dos
mecanismos invo1ucrados en 1as variaciones manifestadas por 1a
membrana p1asmática durante 1a capacitación, siendo éstos, 1a
pérdida de proteínas y 1a remoción de iípidos de 1a superficie
ce1u1ar.
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Entre 1os casos descriptos de remoción de proteínas se
encuentra un antígeno de ratón de origen epididimario, SMA4, e]
cua] se 1oca1iza en 1a coia de 1os espermatozoides maduros, pero
desaparece durante 1a capacitación tanto in vivo como in vitro
(Vernon et a1., 1982; 1985). En e] carnero, se han descripto una
serie de g1icoproteínas iocaiizadas en 1a superficie de
espermatozoides eyacu1ados, 1as cuaïes son 1iberadas durante 1a
incubación de 1os espermatozoides en fiuído uterino y en f1uído
de1 oviducto a1 mismo tiempo que se produce 1a adsorción de una

proteína a partir de] fïuído uterino (Vo1gmayr& Sawyer, 1986). A
pesar de que en estos estudios no se eva1uó si 10s fiuídos
utiïizados provocaban 1a capacitación in vitro de 1os
espermatozoides, 10s mismos resu1tan una importante evidencia a
favor de 1a ocurrencia de 1a remoción de componentes de

superficie durante 1a capacitación ín vivo.
Actua1mente es poco 1o que se conoce acerca de 1a naturaieza de

1as proteínas removidas o e1uídas durante 1a capacitación. Una de
e11as podría ser 1a fibronectina o proteínas simi1ares (Koeh1er
et a1., 1980), 1as cua1es podrían entrecruzar a 1as proteínas
intrínsecas de 1a membranap1asmática, y "conge1ar" su movimiento
1atera1 dentro de 1a bicapa 1ipídica. Por 10 tanto, su e1ución de
1a membrana, 1iberaría a 1as proteínas intrínsecas,
permitiéndo1es movimiento mas a11á de] dominio en e1 cua1 se

encontraban originaimente ioca1izadas. De este modo podrían
exp1icarse, en parte, ios fenómenos de redistribución de
componentes de membrana que se han asociado con 1a capacitación

(Vi11arroya & Scho11er, 1987; Suzuki & Yanagimachi, 1989; Jones

et a1., 1990). Otro grupo de componentes 1iberados durante 1a
capacitación, serían ciertas proteínas adsorbidas a partir de]
p1asma semina], 1as cua1es se postuian como poseedoras de un
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pape1 estabilizador de 1a membrana. Una de ias proteínas
mencionadas, seria e] denominado "factor estabiiizante de1
acrosoma" (ASF, O1iphant et a1., 1985) y 1a ya mencionada a

1acta1búmina (Shur & Ha11, 1982b).

En cuanto a 1os 1ipidos removidos durante 1a capacitación, se

ha prestado interés a 1a remoción de co1ester01 como uno de 1os

mecanismos respónsab1es de1 aumento de f1uidez de membrana (Go a

Woïf, 1983). Por un 1ado, en 1a rata, Davis (1981) postu1ó que 1a

remoción gradua1 de co1estero1 de 1a membrana p1asmática ya sea

por a1búmina o a1gún componente de1 tracto genita1 de 1a hembra,

seria una parte esencia] de 1a capacitación. Por otro 1ado, en e]
conejo, 1os espermatozoides capacitados ín vivo pierden capacidad
ferti1izante a1 ser transferidos a un medio rico en co1ester01

(Davis, 1976). Si bien 1a importancia de este mecanismo ha sido

remarcada por varios autores (Go & Woif, 1983; Lang1ais &

Roberts, 1985), 1a dep1eción de co1estero1 de ias membranas
durante 1a capacitación no seria un evento tan importante y
serian só1o áreas muy 1imitadas 1as que aparecerian 1ibres de
co1estero1 (Yanagimachi, 1988a). Resu1taria más probable que
fuera 1a ocurrencia de una separación de fase entre 1os 1ipidos y
e1 co1estero1 de membrana (debido a una migración 1atera1 de

estas mo1écu1as para 1a formación de dominios), un mecanismo

importante para 1a capacitación (Yanagimachi, 1988).

1.5.2. Decapacitación y factores decapacitantes

En 1957, Chang demostró que a1 incubar espermatozoides

capacitados por un corto tiempo en p1asma semina], 1ograba 1a
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reversión de 10s mismos a un estado de "decapacitación". Para
determinar e] estado de capacitación de 10s espermatozoides se
recurrió a1 siguiente esquema experimenta1: 10s espermatozoides
se depositaron en e1 oviducto de hembras recientemente ovuïadas,
y se determinó e1 tiempo en e1 que ocurría 1a fertiïización. En

ei conejo, 1os ovocitos tienen una vida media muycorta (5 hs,
Dukeïowet a1., 1969). Por 1o tanto, si 10s espermatozoides
estaban comp1etamentecapacitados, se producía 1a ferti1ización
en forma inmediata. Si, en cambio, no 1o estaban, 10s ovocitos

degeneraban antes de que 1os espermatozoides pudieran comp1etar
su capacitación. Es asi que 1os estudios de Chang (1957)

demostraron que 1a incubación de 1os espermatozoides con p1asma

seminaï, inhibia 1a capacidad fertilizante de 10s mismos, 1a cua1
era posteriormente recuperada 1uego de seis horas de permanencia
en e] tracto femenino. Por 1o tanto, estos estudios también
permitieron demostrar que e1 fenómeno de decapacitación resu1taba
ser reversib1e. Este trabajo permitió, por un 1ado, estabïecer 1a
existencia de factores decapacitantes en e1 p1asma semina1,
removib1es durante 1a capacitación y, por otro, sentó 1as bases
de] bioensayo para 1a decapacitación reversib1e. Mediante 1a
utiïización de este bioensayo se identificaron factores
decapacitantes en diversas especies. Es asi que 10s estudios
rea1izados por Weinman y Wi11iams en 1964, demostraron que 1a

actividad decapacitante se encontraba presente en e1 f1uido
epididimario. Estos resu1tados resu1taban compatib1es con 1as
observaciones de Chang (1957), 1as cua1es indicaban que asi como

1os espermatozoides eyacu1ados, 10s espermatozoides epididimarios
también requerían 1a capacitación para ferti1izar a1 ovocito.

E1 mode1o de mosaico f1uido de 1a membrana p1asmática

estab1ecido por Singer y Nicho1son (1972) estabïece 1a existencia
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de proteinas inmersas en 1a bicapa 1ipidica, 1as cua1es sóïo
pueden ser extraídas por detergentes (componentes integraIes), y
proteinas periféricas asociadas a 1a membranaa través de uniones
iónicas, extraibïes e1evando 1a fuerza iónica de] medio. En base

a este modeïo, 1a actividad decapacitante de] p1asma semina1
deberia estar asociada a 1a membrana piasmática como uno o más

componentes periféricos. Esta hipótesis se ve reforzada por
experimentos que demuestran que 1a fertiïización de ovocitos de
ratón in vitro puede ser aceïerada mediante 1a incubación de
espermatozoides en un medio con aita fuerza iónica (Fraser,
1983a). A su vez, 1os componentes disociados de] espermatozoide

por extensivo 1avado o a1ta fuerza iónica, demostraron tener
actividad decapacitante (Fraser, 1984).

Según Oiiphant et a1. (1985), en base a 1as observaciones
mencionadas, se podria postu1ar que e1 proceso de capacitación
podria ocurrir como un desp1azamiento de un equi1ibrio. Cuando
1os espermatozoides se encuentran en un medio que favorece 1a

disociación en masa, 1a capacitación ocurre. In vivo, esto
ocurriría cuando 1os espermatozoides pasan de un medio muy rico
en factores decapacitantes comoe] tracto mascuïino, a un medio
desprovisto de 1os mismos, como e] tracto femenino. In vitro,
esto se mimetizaria por 1a a1ta di1ución de 1os espermatozoides
en e] medio de incubación. Los distintos tiempos de capacitación
para 1as distintas especies podrian exp1icarse, según estos
mismos autores, en base a 1as diferentes afinidades de 10s
factores mencionados a 1a membranade 1os espermatozoides.

1.6. Consecuencias de 1a capacitación:
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1.6.1. Hiperactivación de 10s espermatozoides

E1 resu1tado ú1timo de 1a larga serie de cambios que ocurren
tanto durante 1a maduración de 1os espermatozoides en e1

epididimo, como durante 1a capacitación en e1 tracto genita]
femenino, es 1a adquisición definitiva por parte de]
espermatozoide de capacidad para fertiïizar a1 ovocito.
Específicamente, esto imp1ica que e1 espermatozoide debe
desarro11ar 1a capacidad de 11egar a1 ovocito, penetrar 1as
env01turas que 1o rodean, y finaimente, fusionarse con e1 oo1ema
para incorporarse a1 oopïasma. A1gunos autores (Austin, 1985)
denominan proceso de "maduración" a toda 1a serie de cambios

sufridos por e1 espermatozoide desde que es 1iberado de 1a cé1u1a
de Serto1i hasta que es capaz de ferti1izar a1 ovocito. Esto se
basa en que 1os mismos consideran a 1a maduración epididimaria y

1a capacitación comouna serie de cambios continuos, sufridos por
una misma cé1u1a, e] espermatozoide, 1os cua1es contribuyen a

determinar 1a funciona1idad comp1eta de] espermatozoide. Como ha

sido mencionado anteriormente, si bien durante e] ascenso de 10s
espermatozoides dentro de 1a hembra juegan un pape1 importante
1as actividades secretorias y muscuïares dei tracto femenino, 1a
moti1idad propia de1 espermatozoide resu1ta trascendentaï en
ciertas fases de] transporte ta1es comoe1 ascenso a través de]
cervix uterino (ej. vaca y humano); e1 paso a través de 1a unión
utero-tubaria (ej. roedores) y fina1mente 1a penetración a través
de 1as envo1turas que rodean a1 ovocito. Teniendo en cuenta que

1a maduración otorga a1 espermatozoide 1a adquisición de
moti1idad progresiva, 1os cambios madurativos serían necesarios,
en parte, para estas fases de1 transporte hacia e] ovocito. Sin
embargo, este tipo de moti1idad no sería suficiente para
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atravesar exitosamente todas 1as barreras mencionadas, sino que
como consecuencia de 1a capacitación, 1os espermatozoides
desarr011an una forma vigorosa y especifica de moti1idad

descripta por primera vez en e1 hamster por Yanagimachi (1969)

quien posteriormente denominó a este tipo de moti1idad,
híperactívacíón (Yanagimachi, 1981). En esta especie, 1a
moti1idad hiperactivada se caracteriza por movimientos de 1a co1a
en forma de 1atigazos y de 1a cabeza trazando 1a figura errática
de un ocho. Actualmente no se conoce si 1a existencia de un tipo
de moti1idad hipercativada es un fenómeno genera1izado a todos
10s mamíferos, o si só1o está 1imitado a un cierto número de

especies. Lo cierto es que, si bien e] tipo de movimientos
invo1ucrados no son necesariamente 1os mismos, e] número de

especies en 1as cua1es han sido descriptos patrones de moti1idad
simiïares a 1a hiperactivación, ha incrementado
considerabïemente. Entre éstas se inc1uye a1 ratón, murciéïago,
conejo, deïfin, perro, carnero, toro, cerdo, mono rhesus y
humano, (Yanagimachi, 1988a y referencias a11í citadas). La
moti1idad hiperactivada, si bien fue descripta origina1mente in
vitro, seria de natura1eza fisioiógica ya que pudo ser
evidenciada 1a presencia de espermatozoides en 1a ampu11a de1
oviducto, previo a 1a ferti1ización, mostrando hiperactivación
(Yanagimachi, 1970; Katz & Yanagimachi, 1980; Sha1gi y Phi11ips,

1988). Este tipo de moti1idad dota a1 espermatozoide de una
fuerza impu1sora muy potente, 1a cua1 seria necesaria no
soïamente para ascender de] isthmus a 1a ampu11a sino,
fundamentaïmente para atravesar 1as envoïturas que rodean a1
ovocito, particu1armente 1a zona pe11ucida (Katz & Yanagimachi,

1981; Yanagimachi, 1981).
Actua1mente son sumamente 1imitados 10s conocimientos
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existentes acerca de 1os mecanismos mo1ecu1ares invo1ucrados en

1a ocurrencia de moti1idad hiperactivada. Como ha sido
mencionado, durante 1a capacitación se producen cambios en 1as

caracteristicas químicas y fisicas de toda 1a membranap1asmática
de1 espermatozoide, inciuyendo 1a región de 1a co1a. Por 1o

tanto, resu1ta probab1e que varios de estos cambios (remoción de

macromo1écu1as, reordenamiento de particu1as intramembranosas,
cambios de f1uidez, etc.) se encuentren directamente vincuïados
con 1a adquisición de este tipo de moti1idad.

1.6.2. Reacción acrosoma1

Ta1 como ha sido descripto en 1a sección 1.2.2., en 1a región
anterior de 1a cabeza de1 espermatozoide, se encuentra e1
acrosoma, e] cua] se moïdea sobre e] núc1eo y se encuentra

cubierto externamente por 1a membranap1asmática. Para que e]
espermatozoide pueda penetrar a1 ovocito, es necesaria 1a
ocurrencia de 1a disrupción de1 acrosoma y de 1a posterior
1iberación de1 contenido acrosomai. A este fenómeno, de
natura1eza exocitótica, se 1o denomina reacción acrosomaï. En 1a
Fig. I.1O se esquematiza 1a secuencia de eventos invo1ucrados en
este proceso. En primer 1ugar, en 1a región anterior de 1a cabeza
de1 espermatozoide, se estabiecen una serie de puntos de contacto
entre 1a membranap1asmática y acrosoma1 externa, a través de 1os

cuaïes posteriormente se fusionan ambas membranas. Como
consecuencia de 1a aparición de 1os puntos de fusión, se produce
1a formación de vesicu1as con un origen mixto de membranas

(acrosoma1 externa y p1asmática). A través de 1os espacios que se
forman comocosecuencia de esta fusión parcia1,
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Fig. 1.10. Diagramas mostrando 1a progresión de 1a reacción
acrosoma1. (A) Espermatozoide con e1 acrosoma intacto. (B)
Aparición de múïtipïes puntos de fusión entre 1a membrana
p1asmática y membrana acrosoma] externa, y posterior
vesicuïización, permitiendo 1a 1iberación de] contenido

La reacción se ha compïetado. Las vesicuïasacrosoma]. (C,D)
avance de]acrosoma1es se desprenden como consecuencia de]

espermatozoide.
CA: capuchón acrosoma]
SE: segmento ecuatoria1
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se 1ibera e] contenido acrosoma]. Posteriormente, 1a nube de
vesicu1as originadas a partir de 1as membranas fusionadas se
desprende, y a este fenómeno se 10 conoce con e] término de

"pérdida de1 acrosoma“ o de "pérdida de] capuchón acrosoma1". Se

denomina intacto a1 acrosoma que no presenta modificaciones (Fig.
I.10a), modificado a1 acrosoma que presenta a1teraciones
morfo1ógicas (hinchamiento, rugosidades) sin que haya comenzado
1a vesicuiización, y reaccionado a1 acrosoma que presenta
vesicu1ización de 1as membranas o que ha sufrido 1a pérdida de1
capuchón (Fig. I.10 b-d).

Si bien 1a existencia de mú1tip1es puntos de fusión entre 1a
membrana acrosoma1 externa y p1asmática durante 1a reacción

acrosoma] fue demostrada c1aramente por primera vez en e] conejo
y en e1 hamster (Barros et a1., 1967), estas observaciones fueron
confirmadas en todas 1as especies de mamíferos estudiadas hasta
e1 momento. Bajo condiciones norma1es 1a región de1 capuchón

acrosoma] es 1a invo1ucrada en 1a fusión y posterior formación de
vesicuias (Barros et a1., 1967; Bedford & Cooper, 1978), aunque

se ha descripto en aïgunos casos 1a extensión de 1a
vesicu1ización hasta 1a región de1 segmento ecuatoria1
(Yanagimachi & Noda, 1970a; Vigi1, 1989).

a) Significado biológico de 7a reacción acrosomal.

La ocurrencia de 1a reacción acrosoma] resu1ta imprescindibie
para que e1 espermatozoide pueda ferti1izar a1 ovocito. Estos es
debido a dos funciones de 1a reacción acrosomai, 1as cua1es son:

1. permitir a 10s espermatozoides 1a penetración de 1a zona
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pe11ucida (Austin & Bishop, 1958; Bedford, 1970; Yanagimachi,

1981; Moore & Bedford, 1983)

2. permitir, mediante un mecanismo aún desconocido, un cambio

fisio1ógico a nive] de] segmento ecuatoria1 que otorga a 1a
membrana p1asmática de1 espermatozoide 1a capacidad de fusión con

e1 oo1ema (Yanagimachi & Noda, 1970b).

Comose ha visto en 1a sección 1.2.1., todos 1os ovocitos de

mamíferos se encuentran rodeados por 1a zona pe11ucida, 1a cua1 a
su vez, se encuentra inmersa en e1 cumu1us oophorus formado por

ias cé1u1as de] cumu1us y su matriz. Dado que e] componente

fundamenta1 de 1a matriz de1 cumu1us es e1 ácido hia1urónico, se

postu1ó que 1a hia1uronidasa 1iberada de1 acrosoma reaccionado
tendria comofunción 1a digestión de 1a matriz para faci1itar e]
pasaje de1 espermatozoide a través de 1a misma (discutido en
Ta1bot, 1985 y Moore & Bedford, 1983). A su vez, teniendo en

cuenta que 1a acrosina es una proteasa, su presencia en 1a
superficie de 10s espermatozoides reaccionados se postuïó como
necesaria para e] pasaje a través de 1a zona pe11ucida (discutido
en Moore & Bedford, 1983). Sin embargo, hasta e1 momento no

existen evidencias que demuestren inequivocamente 1a función de
estas enzimas, asi como 1a de otros componentes de1 contenido

acrosoma] en e] proceso de ferti1ización. Este punto se discutirá
en deta11e en 1a sección 1.7.4.

b) Detección de 7a reacción acrosoma]

La reacción acrosoma] puede visua1izarse simp1emente por
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microscopía óptica en especies cuyos espermatozoides poseen e]
capuchón acrosoma] de un tamaño considerabie. Ta1 es e] caso de]

cobayo, especie en 1a cua] 1a reacción acrosoma1 puede

visua1izarse inc1usive con un bajo aumento (Yanagimachi, 1972).
En e] caso de] hamster, si bien e1 acrosoma es reiativamente más

pequeño que en 10s espermatozoides de cobayo (Yanagimachi & Noda,

1970c), también es posib1e visua1izar 1a ocurrencia de 1a
reacción acrosoma] bajo e1 microscopio óptico. En este caso, se
recurre a 1a microscopía de contraste de fase, para faciïitar 1a
visuaïización de este fenómeno. Fina1mente, existen especies en
1as cua1es e] acrosoma es, o pequeño, o muy de1gado y, por 1o

tanto, 1a reacción acrosoma1 no es visuaïizabie por microscopía
óptica (ej. ratón, toro, humano, rata). En 1os casos de 1os
espermatozoides de humano, ratón y toro, si bien e] tamaño de]

capuchón acrosomai es sumamente pequeño como para poder

visuaïizar su desprendimiento en microscopía óptica, se han
desarr011ado técnicas que permiten eva1uar ia ocurrencia de 1a
reacción acrosoma] mediante 1a uti1ización de anticuerpos
dirigidos contra componentes de 1a membranaacrosomai (Tópfer
Petersen et a1., 1985), o contenido acrosoma] (Woif et a1.,
1985), asi como también mediante 1a uti1ización de 1ectinas
(Cross et a1., 1986), antibióticos f1uorescentes (Sa1ing &
Storey, 1979) o co1orantes especificos (Ta1bot & Chacon, 1980).
Cabe destacar que, hasta e] momento, no se ha desarr011ado ningún
sistema que permita evidenciar 1a ocurrencia de 1a reacción
acrosoma] en 1os espermatozoides de rata mediante microscopía
óptica

c) Inductores naturales (físío7ógícos) de 7a reacción acrosomal



Bajo condiciones in vivo, Ios espermatozoides capacitados
recuperados de 1a ampu11a de hembras apareadas o inseminadas

artificia1mente, presentan en su gran mayoria o en su tota1idad,
acrosomas intactos (Bryan, 1974; Overstreet & Cooper, 1979;

Cummins & Yanagimachi, 1982; Suarez et a1., 1983; Yanagimachi &

Phi11ips, 1984). En cambio, entre 1os espermatozoides recuperados
entre 1as céïuïas de] cumu1us, se detectan tanto espermatozoides
con acrosomas intactos, como modificados o que han perdido e1
capuchón acrosoma] (Yanagimachi & Noda, 1970a; Cummins &

Yanagimachi, 1982; Suarez et a1., 1983; Yanagimachi & Phi11ips,

1984). Fina1mente, 10s espermatozoides sobre 1a zona pe11ucida de

ovocitos contenidos en e1 cumu1us poseen acrosomas modificados o

ya reaccionados. En conjunto, estos resuïtados estarian indicando
1a natura1eza inductora tanto de1 cumu1us oophorus como de 1a

zona pe11ucida. No existen dudas acerca de 1a capacidad de

inducción de 1a reacción acrosoma1 por parte de 1a zona pe11ucida

ín vitro (Fïorman & First, 1988; Uto et a1., 1988). Aún 1os

componentes provenientes de 1a zona so1ubi1izada poseen capacidad
inductora de 1a reacción acrosomai (F1orman & Storey, 1982; B1ei1

a Wassarman, 1983; Cherr et a1., 1986). En e1 ratón, una de 1as

tres gïicoproteinas constituyentes de 1a zona pe11ucida, 1a ZP3,
ha sido identificada por un 1ado, como receptor de1

espermatozoide a través de su residuo hidrocarbonado, y por otro,
como responsabie de 1a inducción de 1a reacción acrosoma1 a

través de su cadena po1ipeptidica (Wassarmanet a1., 1985; B1ei1

& Wassarman, 1986).

En cuanto a 1a natura1eza inductora de] cumuïus oophorus,
existen evidencias contradictorias. Si bien varios trabajos
indican que 1a presencia de cumu1us enteros, componentes de1
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cumu1us (Tesarik, 1985: Westrick et a1., 1985) o componentes de

1a matriz como giicosamingïicanos (Lenz et a1., 1983; Meizeï &
Turner, 1986) favorecen o permiten 1a ocurrencia de 1a reacción

acrosoma], no existe aún evidencia inequívoca de que aiguno o
varios de estos componentes sea capaz de inducir este fenómeno.
Se ha postuiado un efecto sinergistico entre e1ementos presentes
en e1 cumuius y 1a zona pe11ucida sobre e1 espermatozoide para

comp1etar 1a reacción (Cherr et a1., 1986). Por 1o tanto, en base
a 1os estudios descriptos, resu1ta probab1e que tanto 1a matriz
dei cumu1us oophorus, como e] materia1 de 1a zona pe11ucida, asi
comotambién condiciones fisicas o substancias presentes en e1
oviducto, tengan cierta capacidad de inducir o faciiitar 1a
reacción acrosomai. Por 1o tanto, no existiría en e] medio de
ferti1ización un único componente crucia1 para e1
desencadenamiento de 1a reacción acrosoma]. Pareceria más

probabie que e] espermatozoide capacitado se encontrara 1isto
para sufrir 1a reacción acrosoma], y que su inducción se
produjera a medida que avanzara a través de concentraciones
crecientes de factores estimu1antes, durante e1 acercamiento a1
ovocito (Yanagimachi, 1988a).

Mas a11á de 1a posibi1idad de que entre 1os componentes

mencionadosse encuentren ios verdaderos inductores fisio1ógicos,
1a presencia de ios mismos, a1 menos bajo condiciones in vitro,
no seria imprescindib1e para 1a ocurrencia de 1a reacción
acrosoma]. Es un hecho conocido que 10s espermatozoides son

capaces de sufrir este proceso ín vitro en ausencia de ovocitos o
materia] asociado a 1os mismos (Bedford, 1983b; Cuasnicú &

Bedford, 1988; Bavister, 1989). Resuita probabie, entonces, que
cuaiquier condición o agente capaz de modificar de aïguna manera
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1a permeabi1idad de 1a membrana correspondiente a 1a región de]

capuchón acrosoma1 de espermatozoides capacitados a iones

invo1ucrados en todo proceso exocitótico (ej. Ca2+ y Na‘), sea
capaz de disparar 1a reacción acrosoma1.

d) Mecanismo moïecular de 7a reacción acrosomaï

Un paso esencia1 dentro de los mecanismos invoïucrados en 1a
ocurrencia de 1a reacción acrosoma], es 1a entrada de caïcio a
partir de] medio extrace1u1ar. Las primeras evidencias a favor de
este hecho fueron aportadas por Yanagimachi y Usui (1974) quienes

demostraron en e] cobayo que, a medida que se agregaba ca1cio a

espermatozoides capacitados en un medio 1ibre de este ión, se
producía una inmediata ocurrencia de 1a reacción acrosoma1, 1a

cua] no se manifestaba en ausencia de1 mismo. Posteriormente,

Green (1978) demostró que, así como ocurría en 1os procesos

exocitóticos de otros tipos ce1u1ares (1os cua1es están modu1ados
por 1a entrada de ca1cio), e1 ionóforo A23187 (e1 cua] provoca un

aumento en 1a entrada de1 ión mencionado), inducia en
espermatozoides de cobayo, una reacción acrosoma] de
caracteristicas u1traestructura1es normales. Recientemente, ha
sido demostrado que e1 ión HCOa' también seria indispensab1e para

1a ocurrencia de 1a reacción acrosoma] en a1gunas especies (Lee &

Storey, 1986; Yoshimatsu & Yanagimachi, 1988).

Sin embargo, 1a entrada de ca1cio por si soia no es suficiente
para desencadenar todo e] proceso. Es muy probabïe que 1a gran

mayoria de 10s componentes de 1a membrana pïasmática y acrosoma]

externa, asi como 1os e1ementos presentes dentro y fuera de 1as
mismas, se encuentren directa o indirectamente invo1ucrados en
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esta reacción. Un mode1o recientemente propuesto por Yanagimachi
(1988a) describe 1os eventos moïecu1ares probab1es que se
sucederian durante 1a reacción acrosoma], con 1a siguiente
secuencia:

1. Dado que 1a ocurrencia de 1a reacción acrosoma] en 1a

vecindad de] ovocito resu1taria bio1ógicamente ventajosa, seria
necesaria una 1arga vida úti1 de] espermatozoide para permanecer
íntegro durante e] transporte en e] tracto femenino. E1
mantenimiento de a1tas concentraciones intrace1u1ares de K+ y
bajas de Ca2+ y Na+, no só1o resuïtaria importante para 1a
sobrevida de] espermatozoide, sino que también evitaría 1a
ocurrencia de reacciones acrosoma1es prematuras. A su vez, 10s
gradientes iónicos mencionados se mantendrian gracias a 1a
existencia de una bomba Na+/K+ ATPasa y de una Ca2+ ATPasa en 1a

membrana.

2. Durante 1a capacitación, como se ha mencionado, se produce

1a remoción y a1teración de componentes macromo1ecu1ares
adsorbidos a 1a superficie ce1u1ar, de modoque ciertas proteinas
integra1es de membrana (inciuyendo posib1es receptores a 1as
envo1turas dei ovocito) resu1tarian expuestas. A su vez, 1a
remoción o a1teración de esta "cobertura" macromoïecu1ar

permitiría a 1as proteinas integraies una mayor 1ibertad de
movimiento dentro de] p1ano de 1a membrana. Esta movi1idad de 1as

proteinas en 1a membranase veria favorecida por cambios en 1a
organización mo1ecu1ar de 1a bicapa 1ipidica en si misma durante
1a capacitación, ya sea por 1a acción de factores endógenos, o
exógenos. La aibúmina seria uno de 1os factores exógenos
invo1ucrados en 1a reorganización de 1a bicapa 1ipidica.
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3. A1 entrar 1os espermatozoides capacitados en contacto con e]

cumuïus o 1a zona pe11ucida, 1os componentes de1 cumu1us o ias

gïicoproteinas de 1a zona se unirian a 1os receptores putativos,
1os cua1es a su vez podrian funcionar comotransportadores de
caïcio.

4. Estos receptores, una vez activados, faci1itarian 1a
difusión de ca1cio a1 interior ce1u1ar, e1 cua1 a su vez
inactivaria 1a bomba Na+/K+ ATPasa, resu1tando en un incremento
de Na+ intrace1u1ar y provocando 1a saïida de iones H+ (a traves

de un antiporter Na*/H+), 1o cua1 fina1mente desencadenaría un

aumento de1 pH intraceïuïar.

5. Una vez ingresado e1 caïcio a 1a cé1u1a, a través de su

unión a fosfoïipidos aniónicos tanto de 1a membrana pïasmática
(desde su cara interna) como de 1a acrosoma1 externa (desde su

cara externa), induciria 1a separación de fase de 1os
fosfo1ipidos de membrana faciïitando 1a fusión entre ambas
membranas. Por otro 1ado, este mismo ión activaria fosfo1ipasas
de membrana, 1as cua1es c1ivarian fosfo1ipidos cercanos,
generando productos fusogénicos (ej. ácido araquidónico y
1isofosfo1ipidos).

6. Una vez que 1as membranas están próximas a fusionarse o se

han fusionado, e] ca1cio ingresaria a 1a matriz acrosoma],
convirtiendo a 1a proacrosina en acrosina enzimáticamente activa,
1a cua] dispersaría 1a matriz de1 acrosoma.

Es importante destacar nuevamente que 1a reacción acrosoma]
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puede ocurrir sin contribución aïguna de] ovocito o componentes
asociados a é]. Es asi que 1os espermatozoides pueden iniciar y
compïetar 1a reacción acrosoma] en forma espontánea en un medio

capacitante in vitro. En base a1 mode1opresentado esto podria
deberse a (i) activación espontánea de 1os receptores putativos a
10s componentes de] cumu1us y/o zona, o (ii) inactivación de 10s

mecanismos que bombean ca1cio a1 exterior ce1u1ar.

I.7. Penetración de] espermatozoide a través de Ias envoïturas
de] ovocito.

1.7.1. Penetración a través de] cumuïus oophorus

Origina1mente, se creia que para que un espermatozoide pudiera
penetrar e] cumuïus era necesario que varios de e11os nadaran
previamente a1rededor de] mismo de modo de dispersar su matriz. A

pesar de que ésto podria suceder a1 inseminar ovocitos ín vitro,
probabïemente no sea ésta 1a manera en que suceda norma1mente in

vivo, dado que bajo condiciones normaïes son muy pocos 1os
espermatozoides que se encuentran en 1as cercanias de] ovocito
durante 1a ferti1ización (Cummins& Yanagimachi, 1982).

Aún es desconocido e1 mecanismo que permite a 10s

espermatozoides atravesar e] cumuïus oophorus. Los
espermatozoides no capacitados de] conejo, rata y ratón pueden
unirse a 1a superficie de1 cumuïus, pero no 11egan a penetrarïo
(Austin, 1960), indicando que seria necesaria 1a ocurrencia de 1a
capacitación para que 1os espermatozoides puedan atravesar e1
cumuïus oophorus. Curiosamente, 1os espermatozoides que han

perdido e1 capuchón acrosoma1, tampoco son capaces de penetrar e]
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cumu1us (Cummins & Yanagimachi, 1986; Taïbot, 1985) y so1amente

10 1ogran aque110s espermatozoides capacitados que aún retienen

sus capuchones acrosomaïes. Los estudios rea1izados por Cherr y
coïaboradores (1986) en e] hamster, indicarian que 1a mayoria de
1os espermatozoides penetran e] cumuïus sin haber reaccionado.
Una hipótesis sugiere que estos espermatozoides poseen
hiaïuronidasa proveniente de] p1asma semina] asociada a 1a
superficie de 1os mismos y que, sería esta enzima, 1a que

ayudaria en e] pasaje a través de 1as cé1u1as de 1a granu1osa
(Ta1bot, 1985). Otra hipótesis postu1a que se produciría 1a
ïiberación parciaï de 1as enzimas acrosomaies en forma previa a
1a vesicu1ización y que otra serie de enzimas, distintas de 1a
hiaïuronidasa serían 1as responsab1es de 1a "digestión" de 1a
matriz de1 cumu1us (Farooqui a Srivastava, 1979; Nagae et a1.,

1986).

1.7.2. Unión y pasaje a través de 1a zona p911ucida

a) Unión a 7a zona peïlucída

En forma previa a1 pasaje a través de 1a zona pe11ucida, 1os

espermatozoides se unen firmemente a 1a superficie de 1a misma.
La existencia de una interacción entre componentesde superficie
de] espermatozoide y de] ovocito, invoïucrada en esta fuerte
unión, fue postuïada por primera vez por Gwatkin y Wi11iams

(1977) quienes demostraron que 1a presencia de zona so1ubi1izada
de hamster prevenía 1a unión de espermatozoides homóiogos. Se

postuïó entonces, que 1a superficie de] espermatozoide poseía
receptores para componentes de 1a zona, 1os cuaïes a1 ser



84

incubados con dichos componentes, resuïtaban saturados.
Posteriormente, fue demostrada 1a presencia de proteinas de1
espermatozoide con a1ta afinidad para proteinas de 1a zona
pe11ucida (O’Rand et a1., 1985; Su11ivan & B1eau, 1985). La

natura1eza de ias mo1écu1as de 1a zona responsabies de 1a
interacción con e] espermatozoide ha sido estudiada con más
deta11e en e] ratón. En esta especie, existirian dos moiécuïas
invoïucradas en esta unión, 1a ya mencionada ZP3 (receptor

primario), y 1a ZP2 (receptor secundario), (Wassarmanet a1.,
1985; B1ei1 & Wassarman, 1986). En esta especie, 105

espermatozoides intactos interactuarian con ZP3, 1a cua1
provocaría en 10s espermatozoides 1a ocurrencia de 1a reacción
acrosoma]. Una vez reaccionados, 1os espermatozoides se unirian a
1a zona pe11ucida a través de1 receptor secundario, ZP2
(Wassarman, 1987).

Actuaimente, son muy pocos 10s conocimientos acerca de 1a

natura1eza de 1os receptores presentes en ei espermatozoide.
A19unosinvestigadores sostienen que sacáridos termina1es de
g1icoproteinas (ej. manosa, fucosa, ga1actosa, N-acetii-D
g1ucosaminay ácido siá1ico) tendrian actividad receptora (Ahuja,
1982; 1985; Lambert, 1984). Otros investigadores postu1an que
proteinas de 1a membranap1asmática de] espermatozoide tendrian
actividad receptora (0’ Rand, 1985; Su11ivan & Bieau, 1985),
entre 1as cua1es se incïuirian proteinas con capacidad de unión
de fucosa (Tópfer-Petersen et a1., 1985), con actividad de
ga1actosi1transferasa (Shur a Ha11, 1982b; Ahuja, 1985; López et
a1., 1985), de proteasa (Sa1ing, 1981), o fosforiïab1es en
tirosina (Leyton y Sa1ing, 1989a).

E1 sitio en e1 cua] se 1oca1izan 1os receptores a 1a zona

podria ser diferente según 1a especie, ya que 1as estructuras de
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1a cabeza que hacen contacto con 1a zona varian entre 1as mismas.

Por ejemp1o, mientras en e1 cobayo tanto 1os espermatozoides

intactos como 1os reaccionados son capaces de unirse a 1a zona,
(My1eset a1., 1987) pudiendo 1oca1izarse 1os receptores tanto en
1a membranap1asmática de 1os espermatozoides intactos, como en

1a acrosoma1 interna y/o en 1a membrana p1asmática que cubre a1

segmento ecuatoria] de 108 espermatozoides reaccionados (Huang &
Yanagimachi, 1984); en e] ratón, só1o 1os espermatozoides

intactos son capaces de unirse a 1a zona (Sa1ing & Storey, 1979).
Por 1o tanto, en esta ú1tima especie, 1os receptores a
componentes de 1a zona deberian estar ubicados en 1a membrana

p1asmática de 1os espermatozoides intactos. Sin embargo, de

acuerdo a 1o descripto por B1ei1 en e] ratón (Bïeiï & Wassarman,

1986), si bien 1os receptores para ZP3 se encuentran en 1a

membrana p1asmática cubriendo a1 acrosoma de1 espermatozoide

intacto, 1os receptores para ZP2 (receptor secundario) se
detectan en 1a membrana acrosoma1 interna y en e] segmento

ecuatoria] de] espermatozoide reaccionado. Estos resu1tados
estarian indicando que, a1 menosen a1gunas especies, existiría
más de un receptor para 1os componentes de zona. En e1 conejo,

1os receptores cambian su 1oca1ización con 1a reacción acrosoma]
ya que, en 1os espermatozoides intactos, 1os mismos se 1oca1izan
en toda 1a membrana piasmática de 1a cabeza y, 1uego de 1a

reacción acrosoma], su 1oca1ización se restringe a1 margen
anterior de1 segmento ecuatoria1 y región postacrosoma1 (O’Rand &

Fisher, 1987)

b) Pasaje a través de la zona peïïucída
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Como ha sido mencionado, es imprescindib1e que 1os

espermatozoides compïeten 1a reacción acrosoma] para comenzar su

pasaje a través de 1a zona. Durante este pasaje, para e] cua]

resu1ta esenciai que 1os espermatozoides posean una motiiidad
vigorosa (Gaddum-Rosse, 1985), 1os mismos pierden 10s componentes

acrosoma1es excepto 1a membrana acrosoma] interna y e1 segmento

ecuatoria]. Yanagimachi (1988a) propone dos hipótesis que
intentan expiicar e] aún no descifrado mecanismode penetración
de 1a zona pe11ucida (Moore & Bedford, 1983; ver discución en

Ta1bot, 1985). Una de e11as (hipótesis mecánica) sostiene que e]
espermatozoide se abriría paso a través de 1a zona en forma
independiente de 1a acción de 1as enzimas, pudiendo intervenir en
este pasaje estructuras descriptas en ciertas especies como e1
perforatoríum, formado por 1a membrana acrosomaï interna y e1
materia] subacrosomaï, que se expondrian comoconsecuencia de 1a

reacción acrosomai. En este caso, e1 perforatorium abriria 1a
zona mecánicamente actuando conjuntamente con ios batidos

f1age1ares de1 espermatozoide.
La segunda hipótesis (hipótesis enzimática) sostiene que cada

paso en e1 pasaje a través de 1a zona pe11ucida seria dependiente
de 1a acción de enzimas de] contenido acrosomaï o superficia1es.
Esta teoria sostiene que, si bien ciertas enzimas como 1a
hia1uronidasa (presente en 1a superficie de] espermatozoide o
1iberada de] contenido acrosoma1), podrian ser parcia1mente
ïiberadas durante e1 pasaje a través de1 cumu1us, 1a mayoria de
1as enzimas acrosomaïes serian Iiberadas sobre 1a superficie de
1a zona pe11ucida (Sa1ing, 1981; Shur & Ha11, 1982b). En

particu1ar, 1a acrosina provocaría 1a hidró1isis de 1as
gïicoproteinas de 1a zona, provocando e1 "ab1andamiento" de 1a

misma (Urch et a1., 1985; Dunbar et a1., 1985). Parte de 1a
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acrosina, y posib1emente otras enzimas acrosomaïes, permanecerian
unidas a 1a membranaacrosoma] interna y serian 1as responsab1es

de c1ivar 1as moïécu1as de 1a zona a medida que 1a membrana

acrosomaï interna es empujada contra 1a zona pe11uoida por 10s
movimientos vigorosos de] espermatozoide.

Ambas teorías tienen puntos fuertes y débi1es y, muy
probab1emente, ambos mecanismos (enzimático y mecánico)

contribuyan a1 evento mencionado. Por un 1ado, 10s
espermatozoides no podrian penetrar 1a gruesa zona pe11ucida si
no presentaran una moti1idad vigorosa, ya que es necesario que
1os mismos manifiesten una importante fuerza propu1sora para
1ograr atravesar 1a zona. sin embargo, 1a moti1idad por si so1a
no sería suficiente para este pasaje. Los componentesacrosoma1es
(inc1uyendo 1as enzimas) faci1itarian a 1os espermatozoides e]
camino. Ciertos componentes acrosomaïes 1iberados podrian a1terar
1as mo1écu1as de 1a zona, provocando e] ya mencionado

"abïandamiento" de 1a misma, mientras que otros componentes

acrosoma1es que permanecerian unidos a1 espermatozoide, podrian
c1ivar activamente 1as mo1écu1as tanto enzimática como

estequiométricamente (Yanagimachi, 1988a).
O’Rand y co1aboradores (1986) han propuesto una hipótesis para

1a interacción de 1os espermatozoides con 1a zona pe11ucida.
Según esta hipótesis, se produciría, en primer 1ugar, una unión
de a1ta afinidad entre componentes de 1a zona y proteinas de]
espermatozoide que reconocieran a estos componentes de 1a zona.
Esta primera etapa se continuaría con 1a degradación y remoción
de 1as mo1écu1as de 1a zona participantes de esta primera unión,
quedando 1ibres 1as proteinas de1 espermatozoide y disponib1es
para interactuar con nuevas moiécu1as de 1a zona. Es en este
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punto donde juega un pape] importante 1a moti1idad, ya que si e1

espermatozoide no se moviera en forma progresiva, no podria
encontrar nuevas mo1écu1as de 1a zona disponib1es para
interactuar con é1, y no se produciría 1a penetración.

¿Cua1es e] tiempo necesario, en condiciones fisio1ógicas, para
que e] espermatozoide pueda unirse a 1a zona y atravesar1a?
Cuando Ios ovocitos son recuperados de 1os oviductos de hembras

apareadas, durante e] curso de 1a fertiïización, es muy poco
probab1e encontrar espermatozoides sobre o dentro de 1a zona
pe11ucida. De 1o mencionado se deduce que e] pasaje a través de

1a zona resuïta ser sumamente rápido (Austin, 1951; B1andau &

Odor, 1952). En 1a rata, Austin (1951) dedujo que este tiempo es

de unos pocos minutos. Aparentemente, 1a ve1ocidad de entrada y
pasaje estaria sumamente inf1uenciada tanto por 1as condiciones
fisioïógicas de 1os espermatozoides, ya que 1os tiempos son muy
variabïes en función de] grado de capacitación de 10s
espermatozoides (Yanagimachi, 1969; Yanagimachi & Noda, 1970a);

como por 1as condiciones de] medio dado que, aparentemente, ios

tiempos requeridos bajo condiciones in vitro serian mayores que
1os requeridos in vivo (Yang et a1., 1972). A1 menos en e]

hamster (Yang et a1., 1972), rata (Austin, 1951) y ratón
(Motomura a Toyoda, 1980), ios espermatozoides capacitados

permanecerian muy poco tiempo en o dentro de 1a zona, en 1a

medida en que e1 medio en e] que se encuentren resu1te apropiado.

c) Especificidad de especie en la interacción con 7a zona
pellucida.

En 10s mamíferos, asi como 1a penetración heteró1oga puede
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ocurrir 1uego de una inseminación cruzada entre especies cercanas
(Maddock & Dawson, 1974; Roïdan et a1., 1985); entre especies

distantes, 1os espermatozoides no iogran unirse ni penetrar 1a
zona heteró1oga (Yanagimachi, 1977). La especificidad de especie
no parecería residir en 1a cadena po1ipeptidica de 1os receptores
ya que, en e] ratón, se demostró que e] ADN copia (cADN) que

codifica para 1a secuencia aminoacidica de 1a ZP3 hibridiza con
otras especies de mamíferos (Ringuette et a1., 1986).

1.8. Fusión de] espermatozoide con 91 ovocito

1.8.1. Sitios de iniciación de 1a fusión entre e] espermatozoide
y e] ovocito.

Una vez que 1os espermatozoides han atravesado 1a zona

pe11ucida, 1a cabeza cruza e] espacio periviteiino, se adosa a 1a
membranap1asmática de1 ovocito y, finaïmente, es graduaïmente

incorporado a1 citopïasma dei mismo. Austin y Braden (1956)

ca1cu1aron que, en 1a rata, 1os espermatozoides permanecen
apoyados en 1a superficie unos 30 minutos antes de que comience

su incorporación a1 oop1asma. En ei hamster (Yanagimachi, 1978) y

en e1 ratón (Sato & B1andau, 1979) e] tiempo de permanencia en 1a

superficie de1 ovocito seria mucho menor que 1o ha11ado para 1a
rata. Si bien origina1mente se creia que 1a región de 1a cabeza
de1 espermatozoide inicia1mente invoïucrada en 1a 1a fusión entre
ambas membranas era 1a región postacrosoma] (Yanagimachi & Noda,

1970d), posteriormente este concepto fue abandonado. Estudios más
profundos de 1os espermatozoides en contacto con e] oo1ema de
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ovocitos rodeados de zona pe11ucida (intactos) durante e1 proceso
de fertiiización, reve1aron que es 1a membranap1asmática que
cubre a1 segmento ecuatoriaï 1a que primeramente se fusiona con

e] ovocito (Bedford et a1., 1979; Moore & Bedford, 1983). Es

importante destacar nuevamente que esta región sóio adquiere
capacidad de fusionarse con e1 oo1ema una vez que e1

espermatozoide ha sufrido 1a reacción acrosoma1 (Wo1fet a1.,
1976; Barros y Berrios, 1977; Yanagimachi, 1981; Yanagimachi,

1988a). Los espermatozoides intactos, independientemente de que
se encuentren capacitados o no, aún puestos en contacto directo
con ei oo1ema, no son capaces de fusionarse a1 mismo (Yanagimachi

& Noda, 1970b; Yanagimachi, 1981).

Ta] como ha sido previamente mencionado, 1a superficie de1

ovocito presenta numerosas microve1ïosidades, exceptuando a1 área
sobre e] huso meiótico. La fusión con e] espermatozoide no
ocurre, u ocurre muyraramente en esta región (Johnson et a1.,
1975; Sha1gi & Phi11ips, 1980ab; Phi11ips & Sha1gi, 1982).

Actua1mente no se conoce exactamente si 1a fusión de]

espermatozoide se produce en 1a membrana de 1as microve11osidades
o en e] área comprendida entre 1as microve11osidades. Por un

1ado, en e1 hamster ha sido c1aramente demostrada 1a

participación de 1as microve11osidades en 1a fusión entre e]
espermatozoide y 1a membrana de1 ovocito (Yanagimachi & Noda,

1970d, Sha1gi & Phi11ips, 1980a). Por otro 1ado, Bedford & Cooper

(1978) sugirieron que seria 1a región entre 1as microve11osidades
1a que rea1mente se encontraría invo1ucrada en 1a fusión. Las
observaciones que 11evaron a estos autores a postu1ar esta
hipótesis consistian en que (1) 1os ovocitos inmaduros de conejo
presentan microve1ïosidades muy dispersas y sin embargo pueden
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fusionarse con 1os espermatozoides (Berrios & Bedford, 1979) y
(2) 1a membranap1asmática de 1as microve110sidades intestina1es

carece de f1uidez, pudiendo ser ésta 1a situación de 1as
presentes en e1 ovocito. sin embargo, Yanagimachi (1981)

considera que estos argumentos no serian váïidos debido a que si
bien 1os ovocitos inmaduros de conejo poseen pocas
microvelïosidades, 1a distancia entre 1as mismas es mucho menor
que e] 1argo de] espermatozoide. Por 1o tanto, seria inevitab1e
que e] espermatozoide entrara en contacto con varias
microve11osidades, en e] momento en que se asocia con 1a
superficie de] ovocito. A su vez, a1 menos en e] ratón, hamster y

rata, 1as microve11osidades se encuentran tan densamente

distribuidas (Jackowski & Dumont, 1979; Shaïgi & Phi11ips, 1980b)

que seria prácticamente imposib1e que un espermatozoide no
hiciera contacto con e11as. Por otro 1ado, si bien en a1gunas
ocasiones 1os espermatozoides pueden asociarse a 1a región 1ibre
de microve11osidades que se encuentra sobre e] huso meiótico, ta1
como se ha mencionado, 1a fusión rara vez ocurre en este área.

Finaïmente, 1as microve11osidades de] ovocito no serian
comparabïes a aque11as presentes en 1as cé1u1as intestina1es
debido a que estas ú1timas son estructuras re1ativamente
estacionarias reforzadas por 1a presencia de microfi1amentos,
mientras que 1as de] ovocito son estructuras re1ativamente
dinámicas, que pueden desaparecer y reaparecer, sugiriendo una
a1ta "f1uidez" de sus membranas. La Fig. I.11 muestra 10s

probab1es sitios de iniciación de 1a fusión en e] ooiema.

A 10s pocos minutos de] contacto inicia] de] espermatozoide con
e] ooïema, 1a moti1idad de1 espermatozoide dec1ina abruptamente y
e] f1age1o continúa reaiizando suaves movimientos vibráti1es
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Fig. 1.11: Diagrama de Ios probab1es sitios de iniciación de 1a
fusión entre e] espermatozoide y e] ooïema. Las áreas marcadas
con cruces constituyen 1os sitios que han sido postu1ados como
regiones de iniciación de 1a fusión. (E) Segmento ecuatoriai,
(Pa) región postacrosoma], (a) superficie apica] de 1as
microve11osidades, (b) superficie 1atera1 de 1as
microve11osidades, (c) región entre microve11osidades.
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durante 1as horas siguientes en que se produce 1a incorporación
de] espermatozoide (Gaddum-Rosse, 1985). A medida que 1a

incorporación progresa, 1a proporción de 1a coia que permenece en
e] exterior dismunuye, hasta que fina1mente se produce 1a
incorporación tota]. E1 mecanismo responsab1e de 1a incorporación
de 1a co1a actua1mente no es comp1etamente conocido (Gaddum

Rosse, 1985).

1.8.2. Motiïidad de] espermatozoide y fusión

Ta1 como ha sido mencionado, es necesaria una fuerte motiiidad

de] espermatozoide para atravesar 1a zona pe11ucida. Sin embargo,
en e] caso de 1a fusión, espermatozoides inmóti1es o con muy baja
moti1idad son capaces de sufrir este proceso en 1a medida en que
hayan sufrido 1a reacción acrosoma1 (Yanagimachi, 1981).

Trabajos rea1izados por Yanagimachi (1981) permitieron
demostrar que a1 tratar espermatozoides móti1es y reaccionados de
hamster con una concentración baja de forma1dehido (0.03%, 5
min), se producía 1a inmediata inmoti1idad de 1os mismos. sin
embargo, a1 ser inseminados ovocitos sin zona pe11ucida con estos
espermatozoides, se producía entre un 50% y un 100% de

penetración de 10s mismos a1 cabo de 1 hora de haber sido

inseminados. Por e1 contrario, a1 ser uti1izada una concentración
de forma1dehido mayor a 0.7%, 1a cua1 provocaba 1a muerte de 10s

espermatozoides, 1a fusión no se producía. Estos experimentos
permitieron conc1uir que, si bien 1a motiiidad de 1os
espermatozoides no es necesaria para que se produzca 1a fusión,
es imprescindib1e que 1a membrana p1asmática de 10s mismos se
encuentre "viva" para poder participar de1 proceso mencionado.
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1.8.3. Especificidad de especie en 1a fusión

En genera], 1a especificidad de especie de 1a fusión con e1

ooïema es menos restringida que 1a penetración de 1a zona

pe11ucida. Ta1 es asi que, como es bien conocido, 1os

espermatozoides humanos, que norma1mente no son capaces de
penetrar 10s ovocitos intactos de hamster, pueden fusionarse con
ovocitos de hamster desprovistos de zona pe11ucida (Yanagimachi
et a1., 1976). Este ensayo se uti1iza actua1mente comométodo de

diagnóstico c1inico de espermatozoides humanos (Yanagimachi,
1984). Otro ejemp1o 1o constituyen 1os espermatozoides de ratón,
10s cua1es normaïmente no son capaces de penetrar 1a zona de 1os

ovocitos de rata, pero 1ogran fusionarse con estos mismos

ovocitos a1 ser ïiberados de 1a zona pe11ucida (Hanada & Chang,

1972; Pav1ok, 1979). Sin embargo, estos hechos no deben
considerarse como una manifestación de una fa1ta tota] de

especificidad de especie en e1 proceso de fusión. E1 ovocito de
hamster es un caso único ya que permite 1a fusión de una gran
variedad de espermatozoides heteró1ogos (Yanagimachi, 1984). E1
caso opuesto 1o constituyen 1os ovocitos de ratón, 1os cua1es
manifiestan una especificidad muy fuerte y só1o pueden ser
penetrados por espermatozoides de 1a misma especie (Yanagimachi,
1984). Inc1usive 1os mismos ovocitos de hamster sin zona poseen

cierto grado de especificidad ya que a1 ser inseminados, en una
misma cápsu1a, con igua1es cantidades de espermatozoides

provenientes de hamster, cobayo y humanos, e1 número de

espermatozoides de hamster que se encuentra en cada ovocito
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siempre es mayor que e1 que se encuentra de 1as otras especies
(Yanagimachi, 1981).

1.8.4. Efecto de diversos agentes sobre 1a fusión.

La fusión entre e1 espermatozoide y e1 ovocito es dependiente
de 1a temperatura. En e] hamster, se ha demostrado que 1a fusión

no ocurre a temperaturas menores o igua1es que 10°C (Hirao &
Yanagimachi, 1978a). Si bien en estos estudios 1os
espermatozoides podian unirse a 1a superficie de] ovocito, 1a
fusión no ocurría incïusive hasta 17 — 18 hs 1uego de 1a

inseminación. Una vez que 1os mismos eran transferidos a 37°C, 1a
fusión comenzaba inmediatamente.

La fusión es también dependiente de1 pH de] medio, ya que e1 pH

ácido inhibe reversib1emente este proceso (Yanagimachiet a1.,
1980).

En cuanto a 1a inf1uencia de 1a composición iónica de1 medio
sobre 1a fusión, se ha demostrado que e] ca1cio resu1ta
imprescidibïe para 1a ocurrencia de este evento (Yanagimachi,
1978b, 1982). Asi como ocurre con e1 efecto de 1a baja

temperatura, en este caso 10s espermatozoides pueden unirse a 1a
membranap1asmática, pero 1a fusión no tiene 1ugar. A diferencia
de1 ión Ca2*, e] cua] resu1ta imprescindib1e para 1a fusión entre
1as gametas, e1 Mg2+ resuïta beneficioso pero no esencia1
(Yanagimachi, 1978b) y 1o mismo ocurre con e1 K+ en aïgunas

especies como e1 ratón (Fraser, 1983b). En e1 cobayo ha sido

demostrado que, a diferencia de 1o presentado para e] ratón, 1a
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presencia de K+ seria imprescidib1e para 1a ocurrencia de 1a
fusión (Rogers et a1., 1981), aunque recientemente se ha
demostrado que, en este caso, e] ión mencionado seria necesario
para 1a adquisición de competencia de fusión por parte de ïos
espermatozoides ya reaccionados, y no para 1a fusión en S1

(Yanagimachi y Bhattacharyya, 1988).

Esta serie de estudios permite demostrar, en genera], 1a
existencia de dos etapas invoïucradas en e1 proceso de fusión:
una primera etapa de unión a 1a membrana p1asmática de1 ovocito,

1a cua1 no seria dependiente de temperatura, pH o ca1cio, y una

segunda etapa de fusión propiamente dicha entre 1as membranas de

ambas gametas.

Fina1mente, estudios rea1izados en e] ratón, demostraron que 1a
membranap1asmática de] ovocito resu1ta sensib1e a 1a acción de
enzimas proteoïiticas ya que 10s porcentajes de fusión de
ovocitos 1iberados de 1a zona pe11ucida por tratamiento con
pronasa o quimotripsina resu1taron menores que Ios obtenidos con
ovocitos a 1os cua1es se 1es habia removido 1a zona mecánicamente

(Bo1dt & Wo1f, 1985). Sin embargo, 1a membrana de] ovocito de
hamster resu1ta ser re1ativamente resistente a 1a acción de

enzimas proteo1iticas (Hirao & Yanagimachi, 1978b) ya que se

observó que 1as mismas no a1teran 1a capacidad de fusión de estos
ovocitos.

1.8.5. ModeIOhipotético de 1a secuencia de eventos invoïucrados
en 1a fusión.
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de determinar 10s eventos de membrana invo1ucrados en 1a fusión

de 1as gametas y, por 1o tanto, 1os conocimientos actua1es acerca

de este proceso resu1tan muy 1imitados, Yanagimachi (1988b) ha

propuesto una hipótesis de] mecanismoposibïe. Según este autor,
e] espermatozoide y e1 ovocito poseerían en sus membranas

mo1écu1as compiementarias. A su vez, e1 espermatozoide poseería
también proteínas de natura1eza fusogénica. A1 interactuar e]
espermatozoide con e] ooiema, se produciría 1a interacción entre
ias mo1écu1as comp1ementarias presentes en cada una de 1as

gametas. Esto permitiría, a su vez, 1a inserción de 1as proteínas
fusogénicas de] espermatozoide en e1 oo1ema. Se ha descripto que,
para que este fenómeno de inserción tenga 1ugar, es necesaria 1a

existencia de un potenciai de membrananegativo (Jaffe & Cross,
1986) y, teniendo en cuenta que 1os ovocitos de mamíferos no

ferti1izados poseen un potencia1 de membrana con estas
características (Jaffe et a1., 1983; Miyazaki & Igusa, 1985) 1a
inserción exitosa de 1as putativas proteínas fusogénicas en e]
oo1emasería posibie. Esto provocaría una perturbación en 1a
bicapa 1ipídica, 1a cua] conjuntamente con 1a separación de fase
de ios 1ípidos de membrana inducida por e] ión Ca2+

(Papahadjopou1os, 1978; Düzgünes, 1985) desencadenaría 1a fusión
de ias dos membranas.

Comoconsecuencia de 1a fusión, se produce una combinación

entre Ios componentes de 1a membrana piasmática de]

espermatozoide y 1a de] ovocito (Yanagimachi, 1981). Una cïara
demostración de este fenómeno fue aportada por Gaunt (1983) en 1a

rata, quien, mediante e] uso de un anticuerpo monoc1ona1 que
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reconoce específicamente un componente de 1a superficie de1
espermatozoide, demostró 1a transferencia de este componente a 1a
membranade 1os ovocitos ferti1izados (no así a 1a de 1os no

fertiïizados). Si bien este autor no pudo detectar a1 antígeno
mencionado más a11á de1 estadío de cígota (Gaunt, 1983), existen

evidencias a favor de 1a permanencia de otros antígenos de1

espermatozoide de rata en 1a superficie de embriones (Koyama,
1984).

1.9. Eventos posteriores a 1a fusión

1.9.1. Activación de] ovocito.

Una vez producida 1a fusión entre 1as gametas, e]
metabó1icamentequiescente ovocito inicia una serie de eventos
que cu1minan en 1a diferenciación y formación de un nuevo
organismo. A esta reactivación de Ios procesos metabóïicos se 1a
conoce con e1 nombre de activación.

Es muy poco 1o que se conoce acerca de1 mecanismo de

activación de 1os ovocitos de mamíferos. En e1 hamster, entre 1os

10 a 30 segundos posteriores a 1a unión de1 espermatozoide con e]
oo1ema, existiría una 1iberación exp1osiva de Ca2+ intrace1u1ar,
1a cua1 comienza en e] sitio en e1 cua] se produjo 1a fusión para

1uego expandirse por todo e1 ovocito (Miyazaki et a1., 1986).
Esta ïiberación se repite a intervaïos regu1ares por espacio de
unos 100 minutos y, si bien no se conoce con exactitud 1a
importancia bio1ógica de 1a natura1eza recurrente de esta
1iberación, se cree que estaría re1acionada con actividades de1
cítoesque1eto. Comoconsecuencia de 1a activación, se producen
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también cambios en 1as caracteristicas fisio1ógicas y bioquímicas
de 1a membrana (Yamashita, 1982; Jackowski et a1., 1988).

Aún no es c1aro e1 mecanismo por e1 cua] e] espermatozoide

desencadena 1a activación de] ovocito. Yanagimachi (1988b),
partiendo de] mode1opropuesto para 1a fusión (ver sección
1.8.5.), propone que e1 segmento ecuatoriai de1 espermatozoide
poseeria proteinas especificas, 1as cua1es, a1 insertarse en e]
oo1ema, provocarian una perturbación 10ca1 de 10s iipidos de

membrana, constituyendo e] primer paso en e] desencadenamiento de
1a activación. A su vez, tanto e1 Ca2+ 1iberado a1 oop1asma por
e1 espermatozoide, como a1gunas sustancias de1 cicio de
fosfoinositidos, podrian estar invo1ucradas en este proceso
(Fu1ton & Whittingham, 1978; Whitaker & Irvine, 1984).

1.9.2. Liberación de 10s gránuïos corticaïes y b1oqueode
1a poïispermia.

Fué Austin quien, en 1956, mediante e1 uso de un microscopio de
contraste de fase, no só1o descubrió por primera vez 10s gránu1os
cortica1es en 1os ovocitos de mamíferos, sino que observó 1a
ocurrencia de una desaparición de 10s mismos como consecuencia de

1a ferti1ización (Austin, 1956). En a1gunas especies, a1
producirse 1a exocitosis de 1os gránu1os cortica1es, se
manifiesta una a1teración de ias caracteristicas fisicas y
químicas de 1a zona pe11ucida, 1a cua1 se torna "refractaria" a
1a entrada de nuevos espermatozoides. A este fenómeno se 1o ha

denominado reacción de zona (Austin & Braden, 1956; Woif, 1981).

Esta refractariedad podria estar asociada con una modificación
proteo1itica de 10s receptores de zona, por parte de 1as enzimas
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contenidas en ïos gránu1os (Wassarman, 1987).

La reacción de zona no es e] único mecanismo por e1 cua] 1os

ovocitos de mamíferos 1ogran un b1oqueo a 1a poiispermia. En

a1gunas especies, 1a membranap1asmática de] ovocito posee por sí
misma, 1a capacidad de evitar 1a entrada de espermatozoides
supranumerarios. A este bïoqueo de 1a po1ispermia a nive1 de 1a

membranap1asmática se 1o denomina reacción viteïina (Austin &

Braden, 1956) o bloqueo del ooïema (Wo1f, 1981). No se conoce 1a

natura1eza de] mecanismo por e1 cua1 opera este bïoqueo. Si bien
aïgunos investigadores han propuesto 1a participación de materia]
proveniente de 1os mismos gránu1os corticaïes (Cooper & Bedford,

1971; Gordon et a1., 1975), podria existir también un mecanismo
de natura1eza e1éctrica, ta] comoocurre en aïgunos invertebrados
(Jaffe & Gou1d, 1985). La re1ativa eficiencia de cada uno de
estos bïoqueos puede eva1uarse determinando e1 número de

espermatozoides que entran en e] espacio periviteïino y en e]
citop1asma de1 ovocito 1uego de un apareo o una inseminación

artificia] (Austin, 1961). Es así que se ha podido determinar que
en 10s ovocitos de hamster, perro, oveja, y ratón de campo, e1

b1oqueo a 1a poïispermia está dado fundamenta1mente por 1a

reacción de zona. En e1 caso de1 conejo y topo, 1a situación es
inversa ya que aparentemente, 1os ovocitos ferti1izados de estas
especies no desarroïïan una reacción de zona, sino que evitan e1
exceso de espermatozoides mediante e] desarro11o de un b1oqueo
vite1ino. Fina1mente, 1a rata, ratón, cobayo y gato se
encontrarian en una situación intermedia ya que uti1izarían
parcia1mente ambos mecanismos (Yanagimachi, 1988a).



101

1.9.3. Decondensación de] núc1eo de1 espermatozoide en e1

oopïasma.

Comoha sido mencionado en 1a sección 1.2.2., 1as protaminas

nucïeares de 1os espermatozoides maduros poseen una gran cantidad

de puentes disu1furo que 1e confieren a1 núc1eo una mayor

"rigidez", 1a cua1 a su vez, resu1taría beneficiosa durante e1
pasaje de1 espermatozoide a través de 1a zona pe11ucida (Bedford,
1983a). Uno de 1os primeros eventos que ocurre 1uego de 1a
incorporación de] espermatozoide a1 oopïasma, es 1a
desintegración rápida de 1a membrananuc1ear. Comoresuïtado de
esta ruptura, 1a cromatina queda directamente expuesta a
componentes de] citop1asma, 1os cua1es aïteran su composición

(Longo, 1985). En primer 1ugar, se produce 1a pérdida de 1as

protaminas, y a pesar de que posteriormente 1as mismas serán
reemp1azadas por histonas sintetizadas de novo, existe un periodo
en e1 cua] 1a cromatina no posee ningún tipo de proteinas
asociadas (Rodmanet a1., 1981). Si bien no es conocida 1a

natura1eza de 1os componentes citopïasmáticos responsab1es de 1a
decondensación de 1a cromatina, resu1ta probab1e que este
fenómeno se encuentre mediado por agentes reductores de 10s
puentes disu1furo y de 1as uniones no-cova1entes de 1as proteínas
(Woïgemuth, 1983). También ha sido sugerida 1a participación de
proteasas citop1asmáticas en 1a decondensación (Mumfordet a1.,
1981). Una vez que 1as protaminas han sido comp1etamente

removidas y 1a decondensación de 1a cromatina se ha comp1etado,

se inicia 1a sintesis de ADN(Naish et a1., 1987).
En 1a Fig. I.12 se representa 1a secuencia de eventos desde que

e] espermatozoide se encuentra en e1 espacio perivite1ino, tras
haber atravesado 1a zona pe11ucida, hasta ser incorporado a1
oop1asma.
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Fig. 1.12. Esquema de 1os sucesivos estadios de fusión e
incorporación a1 oop1asma, de un espermatozoide que ha atravesado
1a zona pe11ucída. (a) E1 espermatozoide que ha atravesado 1a
zona pe11ucida, y se encuentra en e] espacio períviteïino se
aproxima a1 ooïema. (b) E1 espermatozoide se fusiona con e]
ooïema a través de] segmento ecuatoriaï. (c) La membrana nuc1ear
de1 espermatozoide desaparece y comienza a hacerse evidente 1a
decondensacíón de 1a cromatina. (d) Se comp1eta 1a incorporación
de 1a cabeza de] espermatozoide a1 oop1asma.
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1.9.4. Desarro110 y asociación de 1os pronúc1eos mascuïino y
femenino.

Así como una de 1as consecuencias de 1a activación de] ovocito

consiste en 1a expu1sión de 1os gránu1os cortica1es, una segunda
manifestación visib1e es 1a continuación de 1a meiosis de1

ovocito, 1a cua1, se encontraba arrestada en 1a etapa de metafase
II. Una vez que se produce 1a expu1sión de1 segundo corpúscu1o

po1ar, e] grupo de cromosomasresultante de 1a fina1ización de 1a
meiosis en e1 ovocito y e] núcïeo descondensado de1
espermatozoide, forman 1os pronúcïeos femenino y mascu1ino. Ambos

pronúc1eos se cubren de una membrana originada probab1emente a

partir de] reticu1o endopïasmático de] ovocito (Longo, 1985).
Durante 1a formación de 1os pronúcïeos, se produce una activa
síntesis de ADN(Naish et a1., 1987) y, a1 menos en e] ratón, se

produce también 1a sintesis de ARN(Wo1gemuth, 1983). De acuerdo

a 10 descripto por Brandriff y Pedersen (1981), si e1 ADN de1

espermatozoide ha sufrido a1gún daño previo a 1a fertiïización,
es durante esta etapa que se puede producir su reparación. Si
bien no se conoce 1a natura1eza de 1os factores invo1ucrados en

1a formación de 1os pronúcïeos mascu1ino y femenino, se cree que

serian distintos entre si (Yanagimachi, 1981) y de natura1eza no
especie-especifica (Yanagimachi, 1981; Wo1gemuth, 1983) ya que,
por ejempïo, 1os espermatozoides humanos son capaces de formar
pronúcïeos de características norma1es en ovocitos de hamster sin
zona pe11ucida (Yanagimachi, 1984). A su vez, 1a cantidad

disponibïe de 1os factores responsab1es de 1a formación de 1os
pronúc1eos en e] ovocito seria 1imitada, ya que cuando un ovocito
es penetrado por numerosos espermatozoides, si bien en todos se
produce 1a decondensación de sus cabezas, só1o en a1gunos se
produce 1a transformación a pronúc1eo (Hirao & Yanagimachi,
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1979).

La secuencia morfo1ógica de 1a migración de 1os pronúc1eos
hacia e1 centro de] ovocito ferti1izado ha sido extensivamente
estudiada tanto a nive] de microscopía óptica (Austin, 1961) como
eïectrónica (Longo, 1985). En esta etapa de migración estarían
invoïucrados e1ementos de] citoesque1eto comomicrofi1amentos y
microtúbuïos (Schatten et a1., 1986). Una vez que 10s pronúc1eos

se contactan entre si se produce 1a unión de 1os mismos, proceso

conocido con e] nombre de singamia. Resu1ta interesante destacar
que 1a singamia no está mediada por 1a fusión de 1as membranas de

1os pronúcïeos, sino por una ruptura a1 azar de 1as mismas, y una

posterior combinación de 1a cromatina de origen paterno y materno

(Longo, 1985).

Posteriormente, 1a cromatina difusa se comienza a organizar en
cromosomas distinguib1es, y, a partir de microtúbuïos
sintetizados de novo, se forma e1 huso de 1a primera división
mitótica dando origen a 1a cigota. La formación de 1a cigota
imp1ica que 1a contribución hereditaria paterna y materna se han
acop1ado para funcionar conjuntamente. Esta etapa marca, por un
1ado, e1 fina] de 1a singamia (y con e11o de1 proceso de

ferti1ización), y por otro 1ado, e1 comienzo de] desarr011o de un
nuevo organismo.

La Fig. 1.13, extraída de Yanagimachi (1981), esquematiza ias
posibïes re1aciones entre 1os eventos más importantes que ocurren
antes y durante e1 proceso de ferti1ización. Resumiendo 1o
descripto en este trabajo, 1os eventos que se suceden serian 10s
siguientes:

Los espermatozoides deben sufrir un proceso de maduración
epididimaria (A), y posteriormente de capacitación (B), antes de
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adquirir capacidad de sufrir 1a reacción acrosoma1. Cuando e]

espermatozoide comp1etamente capacitado 11ega a1 cumuius oophorus

y/o zona pe11ucida, inicia 1a reacción acrosoma] (C), cuyas
consecuencias son: 1a 1iberación de enzimas ("1isinas")
probab1emente invo1ucradas en e1 pasaje a través de] cumuïus y/o
zona pe11ucida (D, E), y 1a modificación de] segmento ecuatoria1,

e1 cua1 adquiere caracteristicas fusogénicas (F). A su vez,
permitiría 1a exposición de 1a membranaacrosoma] interna (G),
que seria 1a región a través de 1a cua] e1 espermatozoide se une
a 1a zona pe11ucida en ciertas especies. La hiperactivación (H)
adquirida comoconsecuencia de 1a capacitación favoreceria e]
pasaje a través de1 cumuius (I) y zona pe11ucida. Una vez unidos

1os espermatozoides a 1a zona pe11ucida (J), comienza e] pasaje a
través de 1a misma, evento en e] cua1 participarian componentes
enzimáticos como mecánicos (K). Una vez que e] espermatozoide ha

atravesado e] espacio perivite1ino (L), se une a1 oo1ema (M) y
comienza 1a fusión (N), asi como 1a activación de] ovocito (0).
Inmediatemente después que 1a cabeza de] espermatozoide ingresa
a1 oop1asma, se produce 1a ruptura de 1a membrana nuc1ear (P) y

decondensación de 1a cromatina (Q). A su vez, se produce e]
reinicio de 1a meiosis (R). La activación de] ovocito provoca 1a
1iberación de 1os gránu1os cortica1es (S), 1os cuaïes
participarian de 1a reacción de zona (T) y de1 b1oqueo de1 oo1ema

(U). Fina1mente, se produce 1a formación de 1os pronúc1eos

mascu1ino y femenino (V), los cua1es se aproximan como

consecuencia de 1a actividad de1 citoesque1eto (W), produciéndose
1a unión de ambos genomas (X).
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Fig. 1.13. Posibïes reïaciones entre 1os eventos que ocurren
antes y durante e] proceso de ferti1ización.

Maduración epididimaria (A)/Capacitación (B)

——Hiperactivación (H) Reacción acrosoma1 (C)

Liberación de Exposición de membrana\\\“ Exposición de
enzimas 1íticas acrosoma] interna (G) enzimas 1iticas
de] cumu1us (D) de 1a zona (E)\

Penetración de1_—-——>
cumu1us (I)

Unión y reconocimient049J
a 1a zona pe11ucida (J)

_————————_—__——,.Penetraciónde zona (K)

Pasaje por e) espacio Cambios en
perivite1ino (L) 1a membranapïasmática

de] segmento ecuatoriaï (F)

Unión a1 oo1ema (M)

Fusión espermatozoide-ovocito (N)/\
Desaparición de Activación de1 Exocitosis de
membrananuc1ear (P) ovocito (O) E gránu1os corticaïes (S)

l Reacción de
Descondensación de Reinicio de zona (T)
1a cromatina (Q) meiosis (R)

B1oqueo de]
oo1ema (U)

Activación de e1ementos
de1 citoesque1eto (W)

Desarr011o de Desarro110 de
pronúcïeo mascu1ino pronúcïeo femenino\<v>/

Unión de genomas (X)
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1.10. OBJETIVOS

Ta] como ha sido mencionado en 1a Introducción, 1a adquisición

de capacidad ferti1izante por parte de 1os espermatozoides es e]
resuitado de dos procesos consecutivos:

i) un proceso de maduración, que ocurre durante e1 tránsito de
1os mismos por e1 conducto epididimario, e] cua] confiere a 1os
espermatozoides una "potenciaï" capacidad ferti1izante,

ii) un proceso de capacitación, que ocurre en e1 tracto genita1
femenino durante e1 transporte de 1os espermatozoides hacia e]
sitio de ferti1ización, e1 cua] permite a 1os espermatozoides
expresar 1a capacidad fert1i1izante adquirida durante 1a
maduración.

Bajo condiciones normaïes in vivo, 1os espermatozoides que no
han comp1etado su paso por e1 epididimo, son incapaces de

participar en ei desarr011o a término de un ovocito. Sin embargo,
no resu1ta aún c1aro si 1a faïta de competencia de 1os
espermatozoides inmaduros es producto de un incorrecto transporte
de ios mismos en e] tracto femenino, de fa11as en Ios eventos

previos a 1a activación de ios ovocitos o en 1a activación misma,
o de probïemas existentes durante e1 desarro11o embrionario
(Cooper, 1986). A su vez, 1a incompetencia mencionada de ios

espermatozoides inmaduros podria deberse a su incapacidad de
11evar a cabo uno o varios de 1os eventos mencionados.
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La adquisición de capacidad ferti1izante que ocurre durante e]
proceso de maduración epididimaria, seria resu1tado de 1a
adquisición de competencia, por parte de 1os espermatozoides, en
1as distintas etapas de] proceso de fertiïización, entre 1as
cua1es se inc1uyen:

a. Desarrollo de 7a motíïídad progresiva

E1 desarr011o de moti1idad progresiva y unidirecciona1 de 10s

espermatozoides resu1ta de suma importancia para permitir e]

pasaje de 10s mismos a través de 1as dos barreras más
restrictivas que se presentan en e1 tracto de 1a hembra: e1
cervix uterino, en 10s animaïes con deposición de espermatozoides
en 1a vagina, y 1a unión útero-tubaria, en 1os anima1es con

deposición en e1 útero (Harper, 1988). A su vez, e1 desarro11o de
1a capacidad de presentar "moti1idad hiperactivada", seria de
fundamenta1 importancia para e1 ascenso de 1os espermatozoides a
1a ampu11a (Harper, 1988). Fina1mente, ta] como ha sido

mencionado, 1a adquisición de moti1idad resu1ta imprescindib1e
para 1a posterior penetración de 1as envo1turas que rodean a1
ovocito (Yanagimachi, 1988a).

E1 epididimo participaria en 1a provisión y remoción de iones y
cofactores que actuarian en, ó cerca de1 f1age1o, faciïitando
aque11os cambios en 1a composición intrace1u1ar de1
espermatozoide directamente invo1ucrados en e1 desarro11o de 1a
moti1idad (Cooper, 1986). A su vez, e] epididimo proveeria a1
espermatozoide de factores inhibitorios de 1a moti1idad, 1os



109

cua1es serian removidos durante 1a capacitación, permitiendo asi
que 1os distintos patrones de moti1idad se desarroiien en e1
momento y 1ugar adecuados (Cooper, 1986).

b. Desarrollo de capacidad de sufrir 7a capacitación

Actua1mente, no existen evidencias concretas de 1a
participación epididimaria en 1a adquisición de habi1idad, por
parte de 10s espermatozoides, de sufrir e1 proceso de
capacitación. Si bien existen evidencias de una menor capacidad
de manifestar eventos vincu1ados con 1a capacitación, como 10 son

1a hiperactivación o reacción acrosoma] (Cummins, 1976), resu1ta
difici] discriminar si estos resultados son una consecuencia de
1a inhabiiidad de 10s espermatozoides inmaduros de capacitarse o
bien de sufrir 1as consecuencias de 1a capacitación en si.

La vincu1ación más cïara entre 1a maduración y 1a capacitación
se manifiesta a través de 1a secreción epididimaria de factores
denominadosen conjunto "decapacitantes", 10s cua1es poseerian
una función estabiiizadora o protectora de 1a membrana de]
espermatozoide. De este modo, prevendrian 1a expresión prematura
de 1as capacidades adquiridas por 1os espermatozoides durante 1a
maduración (Cooper, 1986). En particu1ar, han sido identificados
factores decapacitantes invo1ucrados en 1a reversión de 1a
capacitación (Fraser, 1990) asi comotambién en 1a inhibición de
1a reacción acrosoma1 (Oiiphant et a1., 1985) debiendo, por 10
tanto, ser 1iberados durante e1 transporte de 10s espermatozoides
en e1 tracto femenino y/o en 1as cercanias de] ovocito, para
permitir 1a ocurrencia de 1os eventos finaïes de 1a capacitación
y de 1a reacción acrosoma].



c. Desarrollo de 7a capacidad de sufrir 7a reacción acrosomaï

Comoconsecuencia de1 proceso de maduración epididimaria, 1os

espermatozoides adquieren 1a capacidad de sufrir 1a reacción
acrosoma1 (Cooper, 1986; Lakoski et a1., 1988). Esta mayor

capacidad de sufrir 1a reacción acrosoma1 a medida que se produce
1a maduración, seria consecuencia de 1a ocurrencia de cambios a
nive] de 1as membranas invo1ucradas, aunque no se conocen

exactamente Ios mecanismos subyacentes a estos cambios (Cooper,

1986). Cabe destacar que, ta] como ha sido demostrado

recientemente por Lakoski y 001 (1988), e] epididimo podria estar
invo1ucrado no só1o en generar cambios a nive] de 1as membranas

aumentando su capacidad fusogénica, sino también en 1a modu1ación

de 10s mecanismos de respuesta a 10s factores inductores de 1a
reacción acrosoma1. En 1os estudios mencionados, 10s autores
demostraron una corre1ación entre 1a modificación de un antígeno
de 1a membrana de ios espermatozoides durante 1a maduración
epididimaria, y 1a aparición de capacidad de respuesta a 1a
inducción de 1a reacción acrosoma] por 1a zona pe11ucida. Por e1

contrario, este cambio no pudo ser corre1acionado con 1a
capacidad de sufrir e] proceso exocitótico en si, debido a que
e] ionóforo era capaz de provocar 1a reacción acrosoma]

independientemente de 1a presencia de1 antígeno modificado en 1os
espermatozoides.
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d. Unión a 7a zona peïlucída

Ta1 como ha sido demostrado en diversas especies, a medida que

1os espermatozoides proceden de regiones más distaïes de1
epididimo, aumenta su capacidad de unión a 1a zona pe11ucida

(Saïing, 1982; Orgebin-Crist & Fournier-De1pech, 1982; Cuasnicú
et a1., 19840). Los estudios presentados por Sa1ing (1982),
permitieron demostrar que e] aumento en 1a capacidad de unión a

1a zona es un fenómeno independiente de 1a adquisición de

moti1idad. Teniendo en cuenta que 1a interacción de 1os
espermatozoides con 1a zona pe11ucida ocurre a nive] de 1a

membrana p1asmática de 1os mismos (a1 menos en 1as especies cuyos

espermatozoides sufren 1a reacción acrosomaï una vez que se ha

producido e] contacto con 1a zona), e1 aumento en 1a capacidad de

unión a 1a zona, podria estar vincu1ado con 1a adquisición de

componentes de origen epididimario. La asociación de estos
componentes a 1a membranap1asmática de] espermatozoide deberia
ser diferente a 1a de 10s factores decapacitantes ya que, a
diferencia de 1o que ocurre con 10s mismos, 1os componentes que

participan en 1a interacción con 1a zona pe11ucida deben
permanecer en 1a superficie después de fina1izada 1a
capacitación.

e. Fusión con el oolema

Durante su pasaje por e1 epididimo, Ios espermatozoides
adquieren, tanto 1a capacidad de unión a 1a membrana p1asmática

de] ovocito, como 1a capacidad de fusión a dicha membrana

(Pav1ok, 1974; Hinrichsen & B1aquier, 1980; Sa1ing, 1982;

Dacheaux & Paquignon, 1983). Actua1mente no es conocido si 1a
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menor capacidad de fusión de 1os espermatozoides inmaduros es una

consecuencia directa de 1a menor capacidad de sufrir 1a reacción

acrosoma], o de 1a no ocurrencia de cambios a nive1 de 1a región
de] segmento ecuatoria1 necesarios para 1a fusión con e] ovocito.

De acuerdo a 1o mencionado en 1a Introducción, entre 1as
modificaciones más importantes sufridas por 10s espermatozoides
durante su tránsito por e] epididimo, se encuentra 1a aaquisición
de proteinas de origen epididimario. Teniendo en cuenta este
fenómeno, conjuntamente con e] hecho de que 1a interacción con e]

ovocito ocurre fundamenta1mente a nive] de 1a membranap1asmática

de] espermatozoide, resu1ta probabïe que 1a adquisición de
capacidad de interacción y ferti1ización se encuentren vincu1adas
a 1a adquisición de estas proteínas epididimarias. Sin embargo,
hasta e] momento, son pocos 10s estudios que han demostrado 1a

participación de proteínas epididimarias en eventos especificos
conducentes a 1a ferti1ización de1 ovocito. Entre éstos se

inc1uyen:

i) 1a inhibición de 1a ferti1idad in vivo e ín vitro provocada
por e] empïeo de anticuerpos contra proteinas de origen
epididimario (Moore, 1981; Fournier-De1pech et a1., 1983;
Cuasnicú et a1., 1984a; Sanjurjo et a1., 1990)

ii) 1a adquisición y/o aumentode capacidad ferti1izante, así
como 1a aparición de cambios funciona1es en Ïos espermatozoides,
por adición de proteínas de origen epididimario a espermatozoides
inmaduros, entre 1as cua1es se encuentran descriptas 1as
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siguientes hasta e] momento:

—una proteina inductora de moti1idad progresiva (FMP, Acott &

Hoskins, 1981; Acott et a1., 1983) que provoca 1a aparición de
movimientosfiageiares progresivos en espermatozoides de toro.

- una gïicoproteina epididimaria de rata (PES) que aumenta 1a
capacidad de espermatozoides testicu1ares de interactuar con 1a
zona pe11ucida (Orgebin-Crist & Fournier-De1pech, 1982).

- proteínas específicas de origen epididimario de hamster que
provocan e] aumento en 1a capacidad de reconocimiento a 1a zona

pe11ucida de ovocitos homó1ogos(Cuasnicú et a1., 1984bc),

- extractos proteicos provenientes de epididimo de hamster, 1os
cuaïes aumentan 1a capacidad fertilizante de espermatozoides
inmaduros bajo condiciones tanto in vivo como in vitro (Gonzá1ez
Echeverria et a1., 1984).

Ta1 como ha sido mencionado en 1a Introducción, e1 proceso de

maduración en e1 epididimo es un fenómeno de natura1eza

andrógeno-dependiente (Orgebin-Crist et a1., 1975), fenómeno que
ha sido vincu1ado con 1a existencia de proteínas epididimarias de
síntesis andrógeno-dependiente (Cameo & Bïaquier, 1976; Lea et
a1., 1978; Moore, 1980), cuya interacción con 1a superficie de]
espermatozoide ha sido demostrada en varios casos (Oison &

Hami1ton, 1978; Kohane et a1., 1980b; Brooks & Higgins, 1980).
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Entre 1as proteinas sintetizadas por e] epididimo de rata, se
encuentra 1a g1icoproteina DE (PM37.000), uno de 1os componentes
mayoritarios entre 1as proteinas epffiidimarias de sintesis
andrógeno-dependiente, 1a cua] ha sido aisïada, caracterizada y
purificada (Garberi et a1., 1970). La proteina DEes sintetizada
en los segmentos proxima1es de] epididimo y se asocia a 1a región

dorsai de] acrosoma de rata a medida que 1os mismos descienden

por e] conducto epididimario (Kohane et a1., 1980b; Cameoet a1.,
1986).

Estudios previos, permitieron evidenciar que, durante
incubaciones ín vivo e ín vitro, se producía una gran pérdida de
1a proteina DE (Kohane et a1., 1980b). Estos resuïtados
sugierieron 1a posibi1idad de que esta proteina estuviera
actuando comoun factor decapacitante.

Sin embargo, estudios posteriores reaïizados por Cameo y
coïaboradores (1986), uti1izando técnicas de microscopia
e1ectrónica, reve1aron 1a permanencia de DEen espermatozoides

que habian sufrido 1a reacción acrosomaï, 1o cua1 resu1taba un
indicio de 1a posibïe participación de esta proteina en e1
proceso de ferti1ización en si.

Cuandoespermatozoides provenientes de1 cauda epididimario de
rata fueron expuestos a1 anticuerpo polic1ona1 especifico contra
DE (anti-DE) en forma previa a 1a inseminación uterina de 1os
mismos, se obtuvo una significativa disminución en e1 porcentaje
de ovocitos fertiïizados (Cuasnicú et a1., 1984a). Estos
resuïtados apoyaban 1a posib1e participación de 1a proteína DEen
1a capacidad fertiiizante de 1os espermatozoides, ya fuera como
factor decapacitante, en cuyo caso e] anticuerpo podia haber
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interferido con 1a 1iberación de 1a proteina durante 1a

capacitación, o a través de una función especifica en e1 proceso
de ferti1ización en si, pudiendo e] anticuerpo haber interferido
con aïguno de 1os eventos comprendidos en este proceso.

E1 objetivo genera] de1 presente trabajo consistió, por io
tanto en 1a investigación de 1a vincu1ación entre 1a proteina DE
y 10s procesos de capacitación y ferti1ización, con e] fin de
estab1ecer 1a función de esta proteina en 1os eventos conducentes
a 1a ferti1ización de] ovocito. A su vez, teniendo en cuenta que
1a proteina DEse asocia a 1os espermatozoides a medida que 1os

mismos descienden por e1 conducto epididimario, se propuso

estudiar 1a posib1e participación de dicha proteina en e] proceso
de maduración de 1os espermatozoides, que ocurre durante e1
tránsito de 1os mismos por e] epididimo.

De acuerdo a 1o mencionado, ïos estudios reaïizados y sus
resuitados correspondientes se presentarán en dos partes:

Primera Parte

- Estudio de] comportamiento de 1a proteina DEdurante e]

proceso de capacitación de 1os espermatozoides.

Segunda Parte

- Estudio de 1a función bioïógica de 1a proteina DEen:

A. 1a interacción de] espermatozoide con e1 ovocito
B. e1 proceso de maduración epididimaria
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II. MATERIALES Y METODOS

II.1. Animaïes

Los animaïes uti1izados en estos estudios fueron ratas machos
adu1tos (3 - 12 meses) y hembras tanto prepúberes (26 - 30 dias)
comoadu1tas (8 - 10 semanas), todos e11os pertenecientes a 1a

cepa Sprague Daw1ey. Los mismos se mantuvieron en 1as

instaïaciones de] bioterio de] Instituto de Bio1ogia y Medicina
Experimenta], bajo un régimen horario de 12 hs de 1uz y 12 hs de

oscuridad, a una temperatura constante de 22 24°C y en
presencia de aiimento y agua ad líbítum.

II.2. Obtención de espermatozoides epididimarios.

Con 1a fina1idad de obtener espermatozoides epididimarios de
ratas adu1tas, 1os anima1es se anestesiaron con éter, y cada
epididimo se extrajo a través de un corte efectuado a nive] de 1a
región escrota1. Los mismos se 1impiaron de grasa y sangre,
menteniéndose permenentemente humedecidos con soïución

fisio1ógica (C1Na9 gr/1 de agua desmineraïizada).
Para 1a de1imitación de 1as distintas regiones epididimarias se

utiïizó un criterio basado en 1a de1imitación propuesta por
Fournier-De1pech et a1. (1984). La figura II.1 muestra un
epididimo de rata adu1ta en e] cua] se seña1an 1as distintas
regiones epididimarias, de acuerdo a1 criterio uti1izado en 1os
estudios que se presentan. Los espermatozoides provenientes de
10s distintos segmentos de] epididimo se obtuvieron rea1izando



Fig.
H: Caput, B1:

II.1. De1imitación de 1as regiones de] epidídimo de rata.
Corpus proxima], BZ: Corpus dista], T: Cauda
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cortes a nive] de 1os segmentos de1 caput y corpus, y por punción

de] túbuïo correspondiente a 1a región de] cauda.

II.3. Extracción de proteínas de superficie de espermatozoides
provenientes de] cauda epididimario.

Para proceder a 1a extracción de proteinas periféricas de 1a
membrana p1asmática de Ios espermatozoides, se preparó una
suspensión de espermatozoides procedentes de] cauda epididimario
en 2 m1 de un medio de 1avado sup1ementado con sacarosa (SWM),

mantenido a 37°C. E1 medio SWMse uti1iza para 1os procedimientos

de 1avado por centrigugación debido a que, gracias a su contenido
de sacarosa y de] compuesto de a1to peso moïecu1ar

poïivini1aïcoho1 (PVA), mantiene 1a integridad de 1as membranas
de 1os espermatozoides durante 1a centrifugación (Bavister,
1989). La composición de] medio SWMse describe en 1a Tab1a II.1.

Luego de producirse 1a dispersión de 1os espermatozoides, se
rea1izaron 1os pasos que se deta11an a continuación:

1. Centrifugación de 1a suspensión, 10 min a 1200 xg.

2. Resuspensión de1 sedimento de espermatozoides en 1 m1 de
SWM a 37°C

3. Dos cic1os de 1avado como e1 descripto en e] punto 1.

—L4. Resuspensión de] sedimento obtenido de1 tercer 1avado en
m1 de SWM0.6 M de NaC1 conteniendo una concentración de

0.2 mMde] inhibidor de proteasas f1uoruro de
feni1meti1su1foni10 (PMSF) (SWM-PMSF).
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Tab1a II.1. Medio de 1avado con sacarosa (SWM)

Componente Concentración so1ución madre m1/100 m1 de
so1ución

mM gr/100 m1

So1ución l

NaC] 157 0,921 91.01

KC] 166 1,237 1.83

CaC12.2H20 111 1,766 0.77

MgC12.6H20 203 2,436 1.03

NazHPO4 142 2,016 4.50

KH2P04 136 1,830 0.86

Soïución l;

sacarosa 300 10,26 100

Para 1a preparación de1 medio, un vo1umen de 1a soïución I fué
mezcïado con un vo1umen de 1a so1ución II, agregándose PVA hasta
1 mg/m1 (concentración f1na1). E1 medio fue ester11izado por
fiïtración en M1111pore 0.22 uM, siendo mantenido a 4 °C hasta e]
día de ser uti1izado.



5. Incubación de 10s espermatozoides 45 min a 37°C con 1eve

agitación.
6. Centrifugación 10 min a 1200 xg.

En e] sobrenadante obtenido de esta ú1tima centrifugación se
recuperaron 1as proteínas de superficie extraídas. Estas muestras
se diaïizaron contra 100 vo1úmenes de so1ución tampon Tris 62.5

mM, pH 6.8 durante 24 hs a 4°C.

II.4. Extracción de proteínas totaïes de membranade
espermatozoidesAprovenientes de1 cauda epididimario.

E1 procedimiento seguido para 1a extracción de 1as proteínas
tota1es de 1a membranap1asmática, consistió en una modificación
de 1a técnica descripta por Hami1ton y co1aboradores (1986) para

espermatozoides epididimarios de rata. E1 mismoconsistió en 1os
siguientes pasos:

1. Preparación, en una cápsu1a de Petri, de una suspensión de
espermatozoides en 2 m1 de SWM-PMSF.

2. Tres cicïos de 1avado por centrifugación (1200 xg, 10 min a

temperatura ambiente).
3. Resuspensión de] precipitado fina] en 1.5 m1 de Tritón

X-100 1%en soïución tampón sa1ina de fosfato (PBS: C1Na

8.3 9/1; PO4HNa2.7H201.15 9/1; PO4H2K0.20 g/1) conteniendo

0.2 mMde PMSF (PBS-PMSF), e incubación durante 60 min a

temperatura ambiente con agitación continua.
4. Centrifugación a 13000 xg durante 10 min, siendo e]

sobrenadante transferido a -20°C durante 5 min.
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5. Agregado a 1a muestra de 10 voïúmenes de acetona mantenida

a —20°C,y posterior agitación vigorosa con Vortex

(Thermo1yne, Maxi mix, Sybron).

6. Incubación durante 30 min a —20°Ccon agitación
ocasiona].

7. Centrifugación de 1a suspensión durante 10 min a 10000 xg y
0°C.

En e] precipitado obtenido quedaron retenidas 1as proteinas de
membrana, siendo e1 mismo sometido a presión de vacio durante una
hora para permitir 1a evaporación de 1as trazas de acetona
remanentes.

II.5. Extracción de proteínas de membranaremovibIes 1 no
removibies por aïta fuerza iónica en forma secuenciai.

Con e] fin de proceder a 1a extracción de proteínas de membrana

removib1es y no removib1es por a1ta fuerza iónica en forma
secuencia], 10s espermatozoides fueron sometidos, en primer
1ugar, a1 tratamiento con a1ta fuerza iónica con e] fin de
provocar 1a 1iberación primera de 1as proteinas periféricas.
Posteriormente, 10s mismosespermatozoides fueron tratados con
Tritón X-100, 1iberándose en este segundo paso, 1as proteinas
fuertemente unidas a 1a membrana.

II.6. Preparación de citoso1es de epididimosy testícu1o de rata

Para 1a preparación de citoso] de epididimo de rata, Ios
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epidídimos enteros y testicuïos, fueron extraídos de animaïes
sacrificados por dis1ocación cervica], para ser Iuego dispuestos
inmediatamente en una cápsu1a sobre hie1o. Los mismos fueron

disgregados en frio, hasta obtener una preparación homogénea de
tejido proveniente de cada uno de 10s órganos mencionados.

Posteriormente, fueron agregados 1.5 voïúmenes de una so1ución

Tris 50 mM, pH 7.4 conteniendo 0.2 mMde PMSF, comp1etándose 1a

homogeneización mediante 1a uti1ización de un homogeneizador

Po1ytrón (Brinkmann, tres pu1sos de 10 segundos con intervaïos de

20 segundos entre cada uno de e11os, ve1ocidad 5). Fina1mente, 1a
preparación resu1tante se centrifugó durante 60 min a 105.000 xg
y a una temperatura de 4°C, obteniéndose en e] sobrenadante 1a

fracción correspondiente a1 citoso1 de cada uno de 10s órganos.

Las fracciones obtenidas se diaïizaron contra 100 vo1úmenes de

una so1ución de Tris 50 mM,pH 6.8, uti1izándose ei procedimiento

descripto para 1a diá1isis de 1as proteinas periféricas de
membrana.

La concentración proteica de 1as muestras se anaïizó mediante
1a técnica descripta por Lowryet a1. (1951).

La proteina DEuti1izada comocontro] fue purificada de acuerdo
a 1a técnica descripta por Garberi et a1. (1979).

II.7. Separación eïectroforética de 1as muestras

Para rea1izar 1a separación e1ectroforética de 1as muestras
obtenidas, se utiïizaron ge1es de po1iacri1amida no
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desnatura1izantes a1 7.5%. La preparación de 1os ge1es fue
rea1izada siguiendo 1a técnica descripta por Hames(1981), 1a
cua] consistió en 1os siguientes pasos:

II.7.1. Preparación de 1as soluciones madres:

En primer 1ugar, se procedió a preparar 1as siguientes
soïuciones, a partir de ias cua1es se preparó 1a mezcïa de 1os
ge1es:

(1.) Acríïamída-bísacrílamída (30:0,8):

Acriïamida: 30 gr
Bisacri1amida: 0,8 gr
Agua: 100 m1.

(2.) Solución de resolución (Trís-HCI 1.5 M, pH 8,8):

Tris-base: 36,3 g
Agua: 80 m1.

E1 pH se ajusta con HC] 12 N.

Vo1umen tota1: 100 m1.

(3.) Solución de concentración (Trís-HCI 0.5 M, pH 6.8):

Tris-base: 6.0 gr
Agua: 40 m1

E1 pH se ajusta con HC1 1 N.

Vo1umen tota]: 100 m1.
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Todas 1as soïuciones fueron esteri1izadas mediante fiïtración
en fiïtros Mi11ipore (0,22 um), manteniéndose hasta e] momentode
su utiïización a 4°C.

Como cata1izadores de 1a po1imerización se uti1izaron
N,N,N’,N’—tetrameti1eti1endiamina (Temed) sin di1uir y Persuifato
de amonio 10% en agua.

II.7.2. Armadode Ios geïes:

- Ge1 separador:

Las distintas so1uciones fueron combinadas en 1as proporciones
que figuran en 1a Tab1a II.2, sin e] agregado de Temed. A su vez,

se armó e] dispositivo en e] cua1 se vo1có posteriormente 1a
mezcïa, para 1a poïimerización de] ge]. E1 mismoconsistió en un

vidrio, una p1aca de si1ica y dos espaciadores de 1.5 mm entre
ambos, disponiéndose, una vez armado, en una cámara para ge1es
(Hoeffer).

Una vez desgaseada 1a mezc]a por vacio durante 5 - 10 min, e]

Temedfue incorporado y, tras una breve agitación, 1a mezcïa se
vo1có en e] espacio comprendido entre e] vidrio y 1a piaca de

si1ica, 11egando e1 v01umen hasta 5 cm bajo e1 borde. Finaïmente,

fueron agregados en forma muy suave, 0.2 u1 de isobutano1, y 1a

po1imerización de] ge1 se 11evó a cabo durante 1 hora a

temperatura ambiente.

- Ge] concentrador:

Para proceder a 1a preparación de] ge] concentrador, se siguió
e] mismo procedimiento que e1 descripto anteriormente,
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utiïizándose 1a mezcïa descripta en 1a Tabïa II.2. La misma fue

agregada sobre e] ge] de reso1ución, una vez que e] mismo hubo

poïimerizado, co1ocándose en forma inmediata un peine de pïástico
para formar 1as ca11es de siembra de 1a muestra. Una vez

po1imerizado e] ge], e1 peine fue retirado, procediéndose a1
montaje de1 mismo en una cuba para e1ectroforesis (BioRad)

acopïada a un sistema de refrigeración con e] fin de mantener 1a
temperatura de corrida constante a 4°C.

11.7.3. Condiciones de corrida

Una vez dispuestos 1os ge1es en 1a cuba, se agregó 1a so1ución

de corrida (Tabïa II.2), y se sembraron 1as muestras conteniendo
g1icer01 10% y Azu] de Bromofeno1 10%. La cantidad de proteina

sembrada fue de 10 ug para ïas muestras correspondientes a
citoso] epididimario, 25 ug para 1as correspondientes a proteinas
de membrana de1 espermatozoide, 40 ug para 1as muestras

correspondientes a citoso] testicu1ar y 1 ug para 1a proteina DE
pura. En e1 caso de 1as muestras correspondientes a
espermatozoides reaccionados, se sembró 1a tota1idad de 1as
proteinas de membrana(extraídas con Tritón X-100) obtenidas de
un totaï de 2-3 x 107 espermatozoides no capacitados, y de 1a
mismacantidad de espermatozoides obtenidos por tratamiento con
ionóforo A23187(ver sección II.15.1). La cuba de e1ectroforesis
fue conectada a una fuente de a1imentación (Pharmacia) y 1a
corrida se rea1izó bajo condiciones de corriente constante (20 mA
por ge1).
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Tab1a II.2. Soïución utiïizada para 1a preparación de geïes de
poïiacri1amida no desnatura1izantes.

So1ución Vo1umen (m1)

Ge} de reso1ución (7.5%) Ge1 concentrador

(1.) Acri-Bis 10.0 2.5

(2.) So]. reso1ución 7.5

(3.) Soï. concentración --- 5.0

Agua 12.5 10.0

Temed 0.015 0.015

Persu1fato de 0.22 0.22
amonio (10% p/v)

So1ución gg corrida:
Tris-base: 3 g
Gïicina: 14.4 g
Agua: Hasta 1 11tro.
pH 8.3
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II.8. E1ectrotransferencia de 1as proteínas

Una vez conc1uida 1a separación e1ectroforética de 1as
proteínas, ïas mismas fueron transferidas a membranas de
nitroce1u1osa (Sigma, 0.45 um), de acuerdo a 1a técnica de Towbin
et a1. (1979).

Con esta fina1idad, 1os geles y 1a nitroce1uïosa fueron
equiïibrados en 1a so1ución de transferencia (Tris 0.025 M,
g1icina 0.192 M, metano] 20% v/v, pH 8.3) durante 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, e1 ge1 fue co1ocado sobre
1a membrana y sobre cada uno de e1ïos se dispuso un pape] de
fiïtro (Whatman n° 3) y una esponja, ambos previamente
humedecidos en 1a so1ución de transferencia. Cabe destacar que,
teniendo en cuenta que 1as corridas e1ectroforéticas fueron
rea1izadas en condiciones no desnaturaïizantes, cada vez que era
transferida una muestra de carga desconocida, e1 ge] era
dispuesto entre dos hojas de nitroce1uïosa.

Todoe1 dispositivo (esponja-fi1tro-ge1-nitroce1u1osa-fi1tro
esponja) fue ubicado entre 1os e1ectrodos de una cuba conteniendo
3 1itros de 1a soïución tampón, 1a cua1 fue conectada a una
fuente de a1imentación y 1a transferencia se rea1izó ap1icando un
vo1taje constante de 35 V por espacio de 16 hs a 4°C.

Una vez conc1uído e] procedimiento, 1a nitroce1u1osa fue
separada de] ge], e1 cua1 a su vez fue sometido a un
procedimiento de tinción con p1ata con e] fin de verificar 1a
eficiencia de 1a transferencia. La tinción fue rea1izada de
acuerdo a 1a técnica de Merriï et a1. (1981).

11.8.1. Reveïado de 1a nitroce1u1osa

E1 reve1ado de 1as membranas de nitroceïuïosa se rea1izó
mediante e] procedimiento que se describe a continuación:

1. Bïoqueo de 1a membrana por incubación durante 60 min a
temperatura ambiente en una soïución de PBS 0.02% Tween 20
(PBST) conteniendo 1eche en po1vo descremada 20 mg/mï.
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2. Incubación de 1a membranacon e] anticuerpo poïicïona1
anti-DE 1:200 en soïución de bïoqueo, utiïizando 1a
siguiente secuencia: 30 min a 4°C, 60 min a temperatura
ambiente, 30 min a 37°C.

3. Tres 1avados de 5 min c/u en PBST.
4. Incubación por 60 min a temperatura ambiente con una

so1ución de] anticuerpo anti-conejo acopïado a biotina
(Sigma), di1uido 1:500 en PBST conteniendo 1 mg/m1 de BSA
(PBST-BSA 1).

5. Idem 3.

6. Idem 4. con una so1ución de extravidina-peroxidasa (Sigma)
di1uida 1:1000 en PBST-BSA1.

7. Idem 3.
8. Un 1avado con Tris 0.1 M, pH 7.5.
9. Reacción con e] sustrato diaminobencidina (DAB,Sigma).

Incubación de 1a membrana en 1a soïución dei punto 8.
conteniendo DAB50 ug/m], H202 0.01%. La reacción se frenó
mediante 1a transferencia de 1a membranade nitroce1u1osa a
agua.

Las caracteristicas y preparación de] anticuerpo anti-DE han
sido previamente descriptas por Kohaneet a1. (1983) siendo 7.3
mg/m], 1a concentración de1 anticuerpo sin di1uir.

II.9. Inmunofïuorescencia indirecta (IIF) de espermatozoides

La técnica de IIF se rea1izó tanto en espermatozoides fijados
comoen aque110s sin previa fijación (in vivo). Con e] fin de
rea1izar 1a técnica sobre espermatozoides fijados, Ïos mismos
fueron extendidos sobre portaobjetos previamente tratados con
poïi-L-1isina 0.1 mg/m1 (Sigma), ïos cua1es se secaron a1 aire.
Luego de un 1avado con PBS, Ios espermatozoides fueron fijados
con p-forma1dehido 2% en PBS durante 10 min a temperatura
ambiente, seguido de 6 1avados con PBS. En ciertos casos, 1a
fijación fue rea1izada en suspensión, para 1o cua1 10s
espermatozoides se incubaron directamente en 10 voïumenes de p
forma1dehido 2%, por espacio de 10 min con agitación continua.



Luego de este período, 1os espermatozoides fueron 1avados tres
veces por centrifugación y resuspensión en PBS conteniendo 4
mg/m1 BSA (PBS-BSA 4), para 1uego ser dispuestos en forma
extendida sobre 1os portaobjetos cubiertos con poïi-L-1isina.
Posteriormente, 1os mismos fueron sometidos a1 siguiente
procedimiento:

1. Bioqueo con suero de cabra normai (SCAN) 5% en PBS durante
30 min a 37°C.

2. Incubación con anti-DE (1:100 en SCAN1%en PBS) durante 16
hs a 4°C.

3. Tres 1avados con PBS de 10 min cada uno.
4. Incubación con un segundo anticuerpo anti-IgG de conejo

acop1ado a f1uoresceina (FITC) (Po1ysciences, Inc.) di1uido
1:100 en PBS-BSA4, durante 30 min a 37°C.

5. Idem 3.
6. Montaje con g1icero1 90%y posterior se11ado con esma1te.

Una vez fina1izado este procedimiento, 1os preparados fueron
examinados en un microscopio de epif1uorescencia (Nikon,
Optiphot) uti1izando un fiïtro (B-2A). Las fotografias fueron
rea1izadas utiïizando un ro11o I1ford HP400.

En 1os casos en que se rea1izó 1a técnica de IIF sobre
espermatozoides ín vivo, todas ias incubaciones y 1avados fueron
rea1izadas en suspensión, a 37°C. En ciertos casos, también fue
uti1izada una temperatura de 4°C durante las incubaciones, con e]
fin de evitar 1a formación de fenómenos de agregación
("patching"). E1 procedimiento, en ambos casos, consistió en ïos
siguientes pasos:

1. Di1ución de 1os espermatozoides con 10 vo1úmenes de PBS-BSA
4 y 1avado por centrifugación (600 xg, 5 min).

2. Resuspensión en 200 u] de una diiución 1:50 de anti-DE en
PBS-BSA4 e incubación durante 30 min a 37°C.

3. Lavado por centrifugación (600 xg, 5 min).
4. Resuspensión en 200 u1 de1 segundo anticuerpo-FITC (1:50 en

PBS-BSA4 e incubación por un periodo de 20 min.
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5. Idem 3.
6. Resuspensión en PBS-BSA4 y montaje sobre un portaobjetos

mantenido a 37°C para ser examinados en e] microscopio de
epif1uorescencia.

En 1os casos en 10s cua1es se ensayó 1a presencia de antígenos
reconocidos por anti-DE en espermatozoides de otras especies,
fueron uti1izados espermatozoides humanos eyacuïados, y
epididimarios de ratón y hamster, siendo estos ú1timos obtenidos
por punción de 1a región de] cauda de epididimos de animaies
adu1tos. En todos Ios casos, e1 procedimiento seguido de IIF fue
idéntico a1 descripto para espermatozoides de rata.

II.10. Capacitación in vitro de los espermatozoides

II.10.1. Preparación de1 medio

E1 medio uti1izado para 1a recuperación y capacitación de 1os
espermatozoides de rata consistió en una modificación de]
descripto por Toyoda & Chang (1974) de acuerdo a 1as indicaciones
comunicadas persona1mente por 1a Dra. Sha1gi de 1a Universidad de
Te] Aviv. La composición básica de1 medio, denominado "Medio para
1a Ferti1ización de Rata" (RFM, Kap1an & Kraicer, 1978) se
muestra en 1a Tab1a II.3.

En aque11os casos en 1os que fue uti1izado e] medio Toyoda &
Chang originai (TCH), e1 mismo se preparó siguiendo 1a
descripción origina1, 1a cua1 figura en 1a Tab1a II.3.

Para equiïibrar e1 medio y para 1a posterior capacitación de
1os espermatozoides, fueron uti1izadas p1acas de cu1tivo de
tejido de 24 hoyos (16 mm,Costar), a ias cua1es fueron agregados
400 U1 de medio por hoyo. Este voïumen se cubrió posteriormente
con 300 U1 de aceite de parafina (Fisher, 1iviano, viscocidad
soyboït 125/135). A su vez. e1 aceite habia sido previamente
equi1ibrado con 1/4 vo1umende soïución fisioiógica a temperatura
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'Tab1a II.3. Composición de 1os medios utiïizados en 105 ensayos
de fertilización in vitro de rata.

Componente gr / 1 de soïución

RFM TCH*

So1ución A

NaCÏ 5.137 5.53
KC] 0.38 0.356
CaC12.2HzO‘ 0.628 0.25
MgSO4.7H20 0.366 0.293
KH2P04 0.202 0.162
HEPES 7.47 —

Rojo feno1 4.00 2.00

So1ución g

NaHCOa 14.04 12.94
Rojo feno] 3.00 2.00

HEPES:ácido N-2-hidroxieti1piperazina N’-2-etanosu1fónico.

t Para 1a preparación de1 medio Toyoda & Chang con a1ta
concentración de ca1cio (TCh/+Ca2+, Gaddum-Roseet a1., 1984), se
agregaron 0.6 gr de CaC1z.2HzO /1 de so1ución A.



Tabla 11.3. (continuación)

Las soïuciones fueron esteri1izadas por pasaje a través de
fiïtros Mi11ipore 0.22 UMy mantenidas fraccionadas a 4 °C. E1
día de1 experimento, en todos Ios casos (RFM, TCh, TCh/+Ca2+), se
preparó una mezcïa de 1as dos soïuciones (A y B) con 1os
siguientes agregados y composición:

So1ución A 8.235 m1
So1ución B 1.628 m1
G1ucosa 10.00 mg
Piruvato de sodio 0.056 mg
Lactato de sodio 0.037 m1
Estreptomicina 0.05 mg
Peniciïina-G 0.06 mg
BSA 40.00 mg

10.00 m1

bl



ambiente durante 48 hs, con agitación ocasiona].
E1 medio de capacitación fue equiiibrado en un incubador

(Forma) mantenido a 37°C, conteniendo una atmósfera de 5% C02 en

aire, hasta 1a estabi1ización de] pH entre 7.2 7.4
(aproximadamente entre 1 - 2 horas).

II.10.2. Obtención e incubación in vitro de Ios espermatozoides

La capacitación ín vitro de 1os espermatozoides de rata fue
rea1izada uti1izando una modificación de 1a técnica descripta por
Sha19i (1981), cuyos pasos se describen a continuación:

Los espermatozoides fueron recuperados por punción de1 túbu1o
de 1a región epididimaria correspondiente a1 cauda distaï, para
1uego ser depositados en e] fondo de un tubo cónico estéri1
(Faïcon) que habia sido previamente seccionado a una a1tura de 4
cm. Durante e1 pasaje de ios espermatozoides a1 mismo, e] tubo

permaneció sumergido en un baño térmico a una temperatura de
37°C. Inmediatamente despues, 1os espermatozoides fueron
cubiertos cuidadosamente con 2 m1 de medio RFMequiïibrado y

mantenido a 37°C, para ser posteriormente transferidos a1
incubador por espacio de 15 min. So1amente fueron uti1izados
aque11as suspensiones que, a1 cabo de] periodo mencionado,

poseyeran una concentración mayor que 5 x 10° esp/m1 en ios 100

u] superiores de 1a misma. En caso contario, se procedió a

preparar una nueva suspensión proveniente de un nuevo macho.
La concentración de espermatozoides se determinó mediante 1a

uti1ización de un hemocitómetro.
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Una vez transcurridos 1os 15 min, se tomó un vo1umen de

espermatozoides provenientes de 1a capa superior de1 tubo para
ser inseminado en ios hoyos de capacitación, de modo que 1a

concentración fina1 de ios mismos resuitara entre 0.5 y 1 x 105
esp/m1. Los mismos fueron mantenidos en e] incubador por un

periodo de 5 hs bajo 1as condiciones atmosféricas y de
temperatura mencionadas.

En aque1ios casos en 1os cua1es se intentó ensayar 1a
fertiïización ín vitro con espermatozoides eyacu1ados, 1os mismos
fueron obtenidos mediante e1 apareo de machos aduitos con hembras

en estro en un cuarto oscuro. Se uti1izó una 1uz roja para
observar e] comportamiento de1 macho y determinar asi e] momento

en que se producía 1a eyacu1ación.
A 1os 30 min de producirse 1a misma, 1as hembras fueron

sacrificadas, siendo expuestos sus cuernos uterinos con e1 fin de
extraer 10s espermatozoides eyacuïados mediante e1 emp1eo de una
jeringa estéri1 de tubercu1ina sin aguja. Unavez extraídos ios
mismos, se siguió e] procedimiento descripto para 10s
espermatozoides epididimarios.

II.10.3. Eva1uaciónde motiïidad y viabiïidad de Ios
espermatozoides

Con e] fin de eva1uar 1a moti1idad de 1os espermatozoides, se

tomaron aïicuotas de 10 u1, 1as cua1es fueron dispuestas sobre
portaobjetos mantenidos a 37°C, depositándose sobre ios mismos un
cubreobjetos mantenido también a 1a temperatura mencionada. E1
porcentaje de moti1idad se eva1uó por microscopía Óptica
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utiiizando un aumento de 400 x, y siendo e] mismo caïcu1ado como:

número de espermatozoides móti1es

númerode espermatozoides totaies observados

A su vez, para eva1uar e] porcentaje de viabi1idad de 1as

muestras, se tomaron a1icuotas de 10 u], 1as cuaies se agregaron
a 40 u] de una so1ución de 0.5% de eosina a1cohó1ica (Sigma) en

so1ución fisioiógica mantenida a 37°C. En forma inmediata, ios
espermatozoides fueron depositados en un portaobjetos siguiendo
ei procedimiento descripto en e1 paso anterior. Mientras que
aque11os espermatozoides que presentaban sus membranas dañadas

incorporaban 1a eosina adquiriendo un tono rojizo, 1os que se
encontraban con 1as membranas integras permanecían sin co1orearse
y, por 1o tanto, e1 porcentaje de viabi1idad fué ca1cu1ado como:

número de espermatozoides no coioreados móti1es

número de espermatozoides tota1es observados

En todos 1os casos se eva1uó un minimo de 100 cé1u1as por
determinación.

II.10.4. Incubación de Ios espermatozoides a 4 °C.

Los espermatozoides provenientes de1 cauda epididimario fueron
recuperados de acuerdo a 1o descripto en e1 punto II.10.2.,
desarro11ándose 1a incubación por espacio de 5 hs en un

recipiente hermético conteniendo una atmósfera de 5%C02 en aire,
mantenido a 4°C.



11.11. Anáïisis de 1a proteína DEpresente en espermatozoides
por enzimo-inmuno ensayo (ELISA).

En una primera serie de estudios se procedió a estandarizar 1as
condiciones dei ensayo de ELISA, para 10 cuai fueron utiiizados

espermatozoides no capacitados, provenientes de 1a región dei
cauda epididimario. Las distintas condiciones ensayadas
inc1uyeron:

- 1a concentración de 1a suspensión de espermatozoides a

acop1ar a 1a piaca.
- e] tipo de fijación de ios espermatozoides
- 1a di1ución de] anticuerpo anti-DE

Conesta finaiidad, fueron preparadas suspensiones conteniendo
distintas concentraciones de espermatozoides (1 x 106 —1 x 104

espermatozoides/m1) en PBS a 37°C, iuego de 1o cua] se procedió a

rea1izar 1a fijación de 1os mismos. Fueron utiiizados dos métodos
a1ternativos de fijación: p-formaidehido 2% en PBS o
g1utara1dehido 2% en PBS. En ambos casos e1 procedimiento fue

simiiar y consistió en 1os siguientes pasos:

1. Incubación de 1os espermatozoides en 10 vo1umenes de

fijador, durante 30 min a temperatura ambiente con agitación
continua.

2. Tres 1avados por centrifugación en PBS.

3. Resuspensión de 10s espermatozoides en 1a soiución de acopie
carbonato/bicarbonato, pH 9.3, en una concentración de
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1 x 107 esp/m1. Las concentraciones menores se obtuvieron

por di1ución con 1a soïución de acop1e.

En todos 1os casos mencionados, aiicuotas de 50 u] de 1a

suspensión de espermatozoides a ana1izar fueron dispuestas en 10s
hoyos de p1acas de ELISA (Nunc-Immuno Piate F96), incubándose

durante 16 hs a 4°C. Una vez conc1uido e1 periodo mencionado,

tras descartar 10s espermatozoides que no resu1taron adsorbidos a
1as p1acas, se efectuaron 1os pasos que se describen a
continuación:

1. Tres 1avados con una so1ución de PBS conteniendo Tween 20

0.02% (PBST).

2. Bïoqueo con PBST conteniendo BSA 10 mg/m] (PBST-BSA 10),

120 min, a temperatura ambiente.
3. Incubación con anti-DE, siendo ias di1uciones ensayadas de

1:100, 1:1.000 y 1:10.000 en PBS-BSA0.1% (PBS-BSA 1).

4. Idem 1.

5. Incubación con anti-IgG de conejo biotini1ado, (1:500 en
PBS-BSA1, 90 min a temperatura ambiente.

6. Idem 1.

7. Incubación con Extravidina-fosfatasa (Sigma, 1:1000 en
PBS-BSA 1)

8. Idem 1.

9. Reacción con e] sustrato p-nitrofeni1fosfato (Sigma 104)
1 mg/m1 en una soïución dietanoiamina 1 M pH 9.8, a 1a cua]

se agregó C12Mg 0.5 mM.

10. La reacción se detuvo a1 virar 1a mezc1a de reacción a

co1or amari11o, por agregado de 100 u1 de NaOH 1 N.



139

La medición de] producto de reacción se rea1izó en un 1ector de

ELISA (Metro1ab) uti1izando una 1ongitud de onda de 405 nm.

Los resu1tados indicaron que 1as condiciones óptimas de
medición se obtuvieron a1 uti1izar una suspensión de

espermatozoides con una concentración de 1 x 106 cé1u1as/m1,

fijadas con g1utara1dehido, y emp1eandouna di1ución de anti-DE
de 1:100.

Una vez estandarizadas 1as condiciones de1 ensayo, se procedió
a reaïizar una aná1isis comparativo de 1a proteina DEpresente en
espermatozoides no capacitados, capacitados por espacio de 5 hs,
asi comotambien en espermatozoides reaccionados por tratamiento
con ionóforo A23187. En este ú1timo caso, se incubaron
espermatozoides bajo condiciones capacitantes ín vitro por
espacio de 4 hs, 1uego de 1o cua] fueron tratados con e1 ionóforo
A23187 (5 uM), siendo uti1izado e] esquema experimenta] descripto

en e1 punto II.15.1.

II.12. Ensayos de migración y exposición de 1a proteína DE.

En aque1ïos experimentos en 1os cuaïes se intentó demostrar 1a
migración de DE, se estudió, en primer 1ugar, 1a di1ución de1

anticuerpo anti-DE que marcaba efectivamente a 1os
espermatozoides en suspensión, pero que con un 1avado era
removido de] medio de incubación (de modo que no generara marca

fïuorescente sobre 1os espermatozoides 1uego de ser 1os mismos
incubados con e1 segundo anticuerpo-FITO). La fina1idad de1
1avado consistía en permitir 1a capacitación de 1os
espermatozoides en un medio 1ibre de anticuerpo. Por 1o tanto,
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para 1a rea1ización de estos ensayos pre1iminares, se procedió a
incubar a 10s espermatozoides por espacio de 20 min con distintas
di1uciones de anti-DE (1:5; 1:10; 1:50; 1:100) en medio SWM 10s

cua1es, 1uego de un paso de 1avado por centrifugación, fueron
resuspendidos en medio de capacitación 1ibre de anticuerpo. Estos
mismosespermatozoides fueron centrifugados nuevamente, y e]
sobrenadante obtenido fue utiïizado comoprimer anticuerpo en una
IIF, verificándose así cuá] era 1a concentración de anticuerpo
que podía ser removido de] medio de incubación con un único paso
de 1avado.

La di1ución adecuada resu1tó ser de 1:10, siendo por 1o tanto
1a utiïizada en e1 esquema experimenta] descripto.

Unavez estabïecida 1a di1ución de anticuerpo a uti1izar, se
procedió a incubar espermatozoides recuperados de] cauda
epididimario en medio SWMconteniendo anti-DE (1:10) durante 20

min. Luego de este período, 10s espermatozoides fueron 1avados y

resuspendidos en 500 u1 de RFM previamente equi1ibrado y

mantenido a 37°C. Esta suspensión de espermatozoides fue
depositada en 1os hoyos de capacitación y 1a incubación prosiguió
bajo 1as condiciones descriptas. Luego de 5 horas, los
espermatozoides capacitados fueron recuperados, fijados y
sometidos a 1a técnica de IIF incubándose sóïo con e] segundo
anticuerpo f1uoresceinado. Se eva1uó fina1mente e] porcentaje de
espermatozoides que mostraban a 1a proteína DE 1oca1izada en e1

segmento ecuatoria1.

Para e] estudio de 1a posib1e existencia de un fenómeno de

exposición de DE, 10s espermatozoides fueron incubados a1 inicio
de 1a capacitación con anti-DE (1:10), de acuerdo a1 esquema
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posteriormente 1avados por centrifugación e incubados con e1
segundo anticuerpo (1:20 en SWM)durante 20 min. Tras un nuevo

paso de 1avado para remover e1 exceso de segundo anticuerpo, 1os

espermatozoides fueron capacitados durante 5 hs, periodo 1uego
de] cua] fueron fijados y tratados nuevamente con anti-DE y e1

segundo anticuerpo-FITC uti1izando 1a metodo1ogia descripta para
1a IIF. Fina1mente, se eva1uó e] porcentaje de espermatozoides

con 1a proteina DEloca1izada en e] segmento ecuatoria].

11.13. Tratamiento con proteasas y agentes germeabilizantes.

Con 1a fina1idad de estudiar e] efecto de diversas proteasas
sobre 1a 1oca1ización de 1a proteina DE, se preparó una

suspensión de espermatozoides provenientes de1 cauda epididimario
en 2 m1 de PBS a 37°C y, una vez producida 1a dispersión de 10s

mismos, fueron tomadas a1icuotas (10 - 20 u1) para ser agregadas

a gotas conteniendo 2 mg/m1de tripsina o pronasa en PBS

(concentración fina1: 5 x 105 esp/m1). Luego de un periodo de 30

min a 37°C, 1os espermatozoides fueron recuperados, 1avados dos
veces por centrifugación en PBS-BSA 4, y finaïmente fijados y
sometidos a 1a técnica de IIF.

Para 1ograr 1a permeabiIización de 10s espermatozoides, fueron
uti1izados tres métodosa1ternativos:

i) fijación con metano1-acetona:

Los espermatozoides dispuestos en extendidos se fijaron con
metano] a -20°C por 5 min para ser 1uego transferidos a acetona
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mantenida a 1a misma temperatura por 2 min. Finaïmente fueron

secados brevemente a1 aire y 1avados con PBS.

ii) tratamiento con Tritón X-100:

Los espermatozoides se fijaron con p-forma1dehido 2%para ser

luego 1avados y sumergidos en Tritón 0.5% en PBS por 5 min.

iii) congeïamiento:

Los espermatozoides fueron dispuestos en portaobjetos con po1i
L-1isina, cubriéndose con un cubreobjetos y siendo inmediatamente
conge1ados a -20°C. Aún congeïados, fue removido e1 cubreobjetos,

y e] portaobjetos conteniendo 1os espermatozoides fue sumergido
en 2% p-forma1dehido.

En todos estos casos, 1uego de ser extensamente 1avados con

PBS, 10s espermatozoides fueron sometidos a 1a técnica de IIF.

II.14. Incubación en ausencia de Ios iones ca1cio y bicarbonato.

En aque11os casos en 10s cua1es se intentó determinar e] efecto
de 1a ausencia de] ión Ca2+ sobre 1a ocurrencia de 1a

redistribución, 1os espermatozoides fueron incubados por 5 hs
bajo condiciones capacitantes, en un medio RFM preparado
omitiendo e1 agregado de C12Ca a1 mismo. Estrictamente hab1ando,

este medio no fue considerado "1ibre de ca1cio". ya que podian
existir aún trazas de este ión en Ïa so1ución.

En 1os ensayos en 1os cua1es se estudió e] efecto de 1a
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ausencia de HCOa' en e1 medio de capacitación sobre 1a

redistribución, e] procedimiento uti1izado fue simi1ar a1 caso

anterior. Teniendo en cuenta que e1 HC03' es uti1izado para

mantener e] pH de1 medio en una atmósfera conteniendo C02, e] pH

de] medio se 11evó a un vaïor de 7.4 (por titu1ación con NaOH 1

N) en forma previa a1 agregado de 1os espermatozoides, 11evando a

cabo 1a incubación en una estufa mantenida a 37°C sin sup1emento
de C02.

En ambos casos, ausencia de Ca2+ o HCOa', e] medio fue

sup1ementado con NaC1 para mantener 1a osmo1a1idad de] mismo.

La eva1uación de 1a capacidad de penetración de 1os

espermatozoides incubados en un medio 1ibre de HCOa', se rea1izó
uti1izando e] ensayo de fusión in vitro descripto en 1a sección
II.18.2.

II.15. Efecto de distintos tratamientos inductores de 1a reacción
acrosoma] sobre 1a 1oca1ización de DE.

II.15.1. Tratamiento con e1 ionóforo de Ca2+ A23187.

Para eva1uar e] efecto de1 ionóforo de ca1cio A23187 sobre 1a

migración de DE, se procedió a capacitar espermatozoides ín vitro
por espacio de 4 hs, 1uego de 1o cua] 1os mismos fueron incubados

en presencia de diferentes concentraciones de A23187. Para e11o,
a1icuotas de una so1ución madre 10 mMA23187 en dimeti1—su1fóxido

(DMSO),1as cuaïes habian sido previamente mantenidas a -20°C en

oscuridad, fueron desconge1adas en e1 momentode ser utiïizadas,
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y di1uidas en RFMhasta una concentración de 0.1 mM. Distintos

vo1úmenes de esta ú1tima di1ución fueron agregados a 1os
espermatozoides, de modode obtener 1as concentraciones deseadas.

Con e] fin de remover e1 ionóforo, una vez que hubiera ejercido

su efecto, 15 min después de su agregado, 1os espermatozoides

fueron 1avados y resuspendidos en medio RFM conteniendo una

concentración de a1búmina de 8 mg/mï. La incubación continuó por

espacio de una hora adiciona1, a 37°C en 5% C02 en aire. Como

contro], fue agregado medio RFMó DMSO.

II.15.2. Tratamiento con cic]os de conge1amiento y
descongeIamiento.

Con e1 fin de eva1uar e] efecto de] conge1amiento seguido de

descongeïamiento sobre 1a Iocaïización de DE, extendidos de
espermatozoides obtenidos de1 cauda epididimario fueron
conge1ados por transferencia a -20°C durante 10 min, siendo
inmediatamente descongeïados por incubación en un baño térmico a
37°C. Luego de 1a repetición de este cicïo, 1os espermatozoides
fueron fijados y sometidos a 1a técnica de IIF descripta.

II.15.3. Tratamiento con zona peïïucida

i) Desarro110 de un sistema de IIF para números pequeños de
espermatozoides.

Comose describirá en e] próximo punto, para eva1uar e1 efecto
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de 1a zona pe11ucida sobre 1a redistribución de DE, se procedió a
incubar una muestra de espermatozoides capacitados con distintas
concentraciones de zonas soïubi1izadas. Teniendo en cuenta que,
para una determinada concentración de zonas, e1 número de 1as
mismas a uti1izar dependia de1 vo1umen de 1a muestra de

espermatozoides y, a su vez, que e] número de zonas obtenidas

resuïtaba un factor 1imitante para 1a reaïización de ios
experimentos, se desarro11ó, en primer 1ugar, un sistema que
permitiera rea1izar 1a técnica de IIF sobre números pequeños de
espermatozoides. Dadoque, aún en presencia de po1i-L-1isina, 10s
espermatozoides capacitados se desprendian muyfáci1mente de 1os
portaobjetos, no era posib1e preparar extendidos en portaobjetos
con pocos espermatozoides.

Por 1o tanto, tomando como base 1a metodo1ogia descripta por
Moraïes a Cross (1989), se procedió a adsorber pequeñas a1icuotas
de espermatozoides fijados a distintos tipos de membranas,
mediante e1 emp1eo de un dispositivo manifo1d operado por vacio

(minifoïd, Sch1eicher & Schue11), con e] fin de rea1izar sobre
1as mismas 1a técnica de IIF.

Las membranas ensayadas fueron HA 0.45 um, Mi11ipore;

nitroce1u1osa 0.45 um, Sigma y po1icarbonato 0.4 um, Nucïeopore,
ïas cua1es fueron primeramente humedecidas con una so1ución de
PBS conteniendo 5% de BSA. Posteriormente ïas membranas fueron

dispuestas en e1 manifoïd, para proceder a 1a recoïección de Ios
espermatozoides en 1as mismas, mediante ap1icación de vacio. Una
vez concïuido este proceso, 1as membranasfueron retiraradas de1
dispositivo y dispuestas en vidrios de re1oj conteniendo 1a
so1ución de bioqueo. Se ensayaron distintos b1oqueos (SCAN 5%,

BSA 5%; SCAN 1% en PBS-BSA 4) para cada tipo de membrana, con 1a

finaïidad de e1ejir aque11a combinación membrana/b1oqueoque, sin
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a1terar 1a morfoïogia de 1os espermatozoides, permitiera 1a mejor
visuaïización de 1a marca f1uorescente. La técnica de IIF fué

reaiizada por pasajes sucesivos de 1as membranas a través de
vidrios de reïoj conteniendo ias distintas so1uciones de
anticuerpos y medios de 1avado. Entre todas 1as combinaciones

ensayadas, 1a membranade po1icarbonato y un posterior bioqueo
con SCAN5% resu1tó 1a mas adecuada.

ii) Desarro11o de 1a técnica para 1a purificación de zonas
pe11ucidas.

La obtención de zonas pe11ucidas de ovocitos de rata se rea1izó
a partir de ovarios de hembras prepúberes superovu1adas y
adu1tas, 1os cuaïes fueron disgregados mecanicamente para ser
sometidos a dos métodos de separación a1ternativos:

a) Separación en gradientes de Percoïl
b) Fiïtración a través de ma11asde poro decreciente

Separación en gradientes de Percoï1:
V

a

En este caso, ios ovarios fueron obtenidos a partir de hembras
aduitas, para ser disgregados mecánicamente mediante 1a
uti1ización de un homogeneizador de vidrio Dua11 n° 23. La

purificación de zonas a partir de1 tejido ovárico se rea1izó
mediante 1a separación de] mismo en gradientes de Perco11,
siguiendo 1a técnica descripta por B1ei1 &Wassarman (1986). La
fracción de] gradiente conteniendo 1as zonas fue recuperada,
siendo contabiiizado e] númerode zonas obtenidas.
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b) Fi1tración a través de maïïas de poro decreciente:

La técnica utiïizada en este caso consistió en una modificación
de 1a descripta por Oikawa y coïaboradores (1988), 1a cua1 fue
origina1mente empïeada para 1a obtención de zonas pe11ucidas de

hamster y, por 1o tanto, fue modificada adaptando e] poro de
ma11a uti1izado y e1 medio de obtención, para 1a recuperación de
zonas de rata.

E1 medio utiïizado para 1a extracción (medio ZP) consistió en

una so1ución de PBS conteniendo 1 mg/m1 PVA, 0.1 uM PMSF y 2%

citrato de sodio; e1 cua] fue esteri1izado por pasaje a través de
fi1tros Mi11ipore (0.22 um), manteniéndose a 4°C hasta e] dia de]
experimento. Los ovarios uti1izados fueron extraídos de hembras
aduïtas o prepúberes superovu1adas, 1os cua1es se mantuvieron
conge1ados a -20°C.

E1 primer paso consistió en 1a ruptura mecánica y disgregación
de 10s ovarios contra una ma11a de nyïon (212 um), utiïizando

para e11o e] fondo de un tubo de ensayo de vidrio. En forma

permanente, 1a ma11a fue 1avada por pasaje de medio ZP, con 1a

fina1idad de permitir 1a fi1tración de 1as zonas a medida que se
producia su desprendimiento de 1os fo1icu1os. Una vez compïetada
1a disgregación, se reaïizó un segundo paso de fi1tración de]
e1uido obtenido por pasaje a través de una ma11a de nyïon de 48

um. En este paso, 1as zonas quedaron retenidas, fi1trándose en
cambio 1as cé1u1as contaminantes, entre e11as 1as de 1a granu1osa

y g1óbuïos rojos.
La ma11a conteniendo 1as zonas fue transferida a un vaso de

precipitado, siendo 1avada con medio ZP de modo de permitir e1

desprendimiento de 1as mismas. Posteriormente se tomó una
a1icuota de] medio conteniendo 1as zonas, con 1a fina1idad de



contabi1izar e] número de zonas recuperadas.

Tanto 1as zonas obtenidas por gradientes de Percoï] como las

recuperadas por fi1tración fueron so1ubi1izadas por agregado de
HC1 12 N hasta obtener un pH de 2.5. Luego de 5 min, e1 pH fue

neutra1izado por agregado de NaOH 1 N, rea1izándose una

centrifugación a 2000 xg durante 10 min con 1a finaiidad de
descartar en e1 precipitado todo e1 materia1 particuïado que aún
estuviera presente junto a 1as zonas.

En ambos casos, e] sobrenadante obtenido se sometió a un
proceso de diá1isis contra 100 vo1úmenesde agua desmineraïizada
(24 hs a 4°C), y posterior 1iofi1ización durante un periodo de 16
hs. Una vez concïuido este proceso, e] materia1 obtenido se

resuspendió en RFMobteniéndose una concentración fina] de 10
zonas/u].

iii) Incubación de 1os espermatozoides con 1as zonas pe11ucidas
so1ubi1izadas.

Con 1a fina1idad de eva1uar e] efecto de 1as zonas pe11ucidas
sobre 1a redistribución de DE, ios espermatozoides fueron
incubados bajo condiciones capacitantes por espacio de 3 o 4
horas, Iuego de 1o cua1 1 vo1umen de 10 u1 de medio conteniendo

1os espermatozoides fue transferido a tubos (Eppendorf)
conteniendo e1 mismo vo1umen de zonas. Comocontro] se uti1izó

medio ZP sometido a1 mismo procedimiento que 1as zonas pe11ucidas

(acidificación, neutra1ización, diá1isis y 1iofi1ización)
Luego de una hora de incubación bajo condiciones capacitantes,

1os espermatozoides fueron fijados por agregado de un volumen



149

simi1ar de p-forma1dehido 2% durante 10 min, para ser

posteriormente recogidos en membranas de poïicarbonato,
rea1izándose 1a técnica de IIF adaptada para números pequeños de
espermatozoides.

Una vez finaïizado este procedimiento, 1as membranas
conteniendo 10s espermatozoides fueron transferidas a
portaobjetos, sobre ios cua1es se co1ocaron cubreobjetos
conteniendo una gota de glicero1 90%en PBS, y se examinaron bajo

e1 microscopio de epif1uorescencia.

II.16. Capacitación de 1os espermatozoides in vivo.

II.16.1. Superovu1ación de 1as hembras

Los ovocitos ovu1ados fueron obtenidos a partir de hembras

prepúberes, superovu1adas mediante 1a administración
intraperitonea] de 20 UI de suero de yegua preñada (PMSG,Sigma),

seguida de 1a administración en forma subcutánea de 25 UI de
gonadotrofina coriónica humana (hCG, Sigma) 48 hs más tarde. Este
sistema permitió recuperar entre 20 y 30 ovocitos por hembra.
Cabe mencionar que 10s ovocitos provenientes de hembras inmaduras
superovuïadas no presentan diferencias en su penetrabi1idad y
posterior capacidad de desarro110, con respecto a aque110s
recuperados de hembras sexuaïmente maduras (Toyoda & Chang,

1974).

II.16.2. Sistema de inseminaciónartificial uterina.
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Las inseminaciones in vivo fueron reaïizadas siguiendo 1a

técnica emp1eadapor Lubicz-Nawrocki (1970). Con esta finaïidad,
1as hembras fueron superovu1adas utiïizando e] esquema descripto
y, 12 hs post-hCG, fueron anestesiadas con éter y sus úteros
expuestos a través de una incisión medio-ventra1. Se preparó una
suspensión de espermatozoides provenientes de 1a región de] cauda
epididimario de machos aduïtos en medio BMOC(Brinster, 1965) a

37°C, con una concentración de aproximadamente 1x107 esp/m1. La

composición de] medio BMOCse describe en 1a Tab1a II.4.

Los espermatozoides fueron inyectados en un voiumen de 0.1 —

0.2 m1 dentro de 1a porción cauda] de cada cuerno uterino, siendo

uti1izada con esta fina1idad una jeringa de tubercu1ina de 1 m1
acopïada a una aguja n°25. Con e1 fin de evitar 1a pérdida de 1os
espermatozoides inseminados, se efectuaron 1igaduras en 1a base
de 10s cuernos uterinos, 1as cua1es fueron cerradas fuertemente
1uego de 1a introducción de ïos mismos. Para eva1uar 10s
porcentajes de ferti1idad obtenidos, 1as hembras fueron
sacrificadas y sus oviductos extraídos con e1 fin de recuperar
10s ovocitos, tras un periodo de 36 hs 1uego de] apareo. La
recuperación mencionada se rea1izó por perfusión con so1ución
fisio1ógica a través de] ostium de1 oviducto, uti1izando para
e110 una aguja n°30 (Hami1ton). Posteriormente, se ana1izó e]
porcentaje de ferti1ización obtenido.

II.16.3. Sistema de apareo.

Para 1a rea1ización de apareos con hembras prepúberes, 1as

mismas fueron superovu1adas mediante e] procedimiento descripto,



Tabïa II.4. Composición de] medio BMOC

Componente Concentración (gr/1)

NaC1 5.10

KC] 0.345

CaC12 0.189

MgSO4.7H20 0.293

KH2P04 0.269

NaHCOa 1.982

Acido pirúvico 0.035
Acido 1áctico 3.58 m1

Rojo fenoï 0.02

La soïución fue ester11izada por pasaje a través
M111ipore 0.22 uM,
experimento fueron agregados:

manteniéndose fraccionada a
1 mg/m1 y BSA,g1ucosa,

4°C.
de
E1 día
5 mg/m].
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fi1tros
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inyectándose 1a hCGentre 1as 3 y 1 hs previas a1 comienzo de]

periodo de oscuridad de1 bioterio. En e1 momentoprevisto de

ovuïación (12 hs post-hCG), estas hembras fueron dispuestas en
jauias conteniendo machos adu1tos, con agua y a1imento ba1anceado

ad líbítum. E1 sistema fue de apareo monogámico (1 hembra/macho)

con excepción de aque11os experimentos en 10s que se estudió ei

resu1tado de apareos de 2 hembras/macho. A1 igua] que en e] caso

de ias inseminaciones uterinas, 1os resu1tados fueron ana1izados
36 hs 1uego de producirse e] apareo.

II.17. Recuperación de espermatozoides y ovocitos luego de 1a
capacitación in vivo.

Con e1 fin de obtener espermatozoides 1uego de un proceso de

capacitación in vivo, hembras prepúberes fueron inseminadas o
apareadas de acuerdo a1 esquema descripto en e] punto anterior y
6 - 7 hs post-inseminación o eyacuiación se procedió a 1a
recuperación de ios espermatozoides dei oviducto.

Para 1a recuperación de espermatozoides de] oviducto tanto
1ibres como asociados a1 cumuïus oophorus, 1os oviductos fueron

perfundidos con medio BMOCa 37°C. En todos aqueiïos casos en que

fue posib1e, se determinó 1a moti1idad de 1os espermatozoides
obtenidos.

Con e] fin de obtener ovocitos con espermatozoides en ei
espacio perivite1ino, hembras prepúberes previamente
superovuiadas fueron apareadas, recuperándose 10s cumu1us por
perfusión de ios oviductos a 1as 10 hs post-apareo. Los cumuius
oophorus fueron incubados con hiaïuronidasa (Sigma, 0.1% en RFM)



con e] objeto de remover 1as cé1u1as foiicuïares.

Los espermatozoides recuperados como de] oviducto fueron

uti1izados para 1a preparación de extendidos, 10s cua1es fueron
posteriormente fijados con e] fin de ser sometidos a 1a técnica
de IIF. En 1os casos en ios cua1es fue ana1izada 1a 1oca1ización

de DE en espermatozoides asociados a1 cumuïus oophorus o

presentes en e] espacio perivite1ino, 10s cumuius enteros o 1os
ovocitos 1ibres de cé1u1as dei cumu1us fueron coiocados en

vidrios de re1oj y fijados en p-forma1dehido 2%en PBSdurante 60

min a temperatura ambiente para ser posteriormente 1avados por
transferencia a través de varias gotas de PBS-BSA 4.
Posteriormente fueron sometidos a 10s pasos de IIF ya descriptos,
rea1izándose 1as incubaciones en vidrios de re1oj, y utiïizando
tanto e] primer como segundo anticuerpo en una di1ución de 1:20.

II.18. Ensayosde fertiïización y fusión in vitro

II.18.1. Obtención de ovocitos

i) Recuperación de 1os ovocitos 1uego de 1a ovu1ación.

Con e] fin de recuperar 1os ovocitos presentes en 1a ampu11a de

1as hembras superovu1adas, 1uego de 12 - 15 hs post-hCG (momento

a1rededor de1 cua1 se produce 1a ovu1ación), ias mismas fueron
anestesiadas por inha1ación de éter su1fúrico, procediéndose a 1a
extracción de 1os oviductos enteros. En aque11os casos en 10s
cua1es se intentó rea1izar 1a recuperación en forma inmediata a
1a ocurrencia de 1a ovu1ación, 1as hembras fueron sacrificadas a
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distintos intervaios a partir de 1as 8 hs post-hCG con e1 fin de
verificar e] momentoen e] cua] se encontraban 10s ovocitos en 1a

ampu11a. En esta serie de ensayos 1a ovuïación no se produjo

antes de 1as 12 hs post-hCG en 1a mayoria de 10s casos,

pudiendose encontrar ovocitos en horarios previos (10 - 11 hs
post-hCG) so1amente en dos ocasiones.

Una vez obtenidos 1os oviductos, 10s mismos fueron dispuestos

en una gota de RFMfresco para proceder a 1a punción de 1a

ampuïia, 1a cua1 fue reaïizada bajo una 1upa estereoscópica
(Nikon). Comoconsecuencia de 1a punción, e1 cumuius oophorus fue

1iberado y recuperado en una gota de medio mantenido a 37°C.

En aque11os casos en 1os cua1es se utiiizaron ovocitos 1ibres
de 1as cé1u1as de] cumu1us (con o sin zona pe11ucida), 1as mismas

fueron desprendidas por tratamiento con hia1uronidasa. Con esta
finaïidad, se procedió a transferir 1os cumu1usenteros a gotas
conteniendo 0.1% de hia1uronidasa en PBS-BSA4, durante 5 min a

37°C. Una vez 1iberados 1os ovocitos, 1os mismos fueron

transferidos a gotas de medio iibre de enzima y Iavados mediante
5 - 6 pasajes sucesivos a través de gotas de medio fresco.

ii) Obtención de ovocitos sin zona pe11ucida

Con e] fin de rea1izar 1os ensayos de fusión in vitro, 105
ovocitos sin zona pe11ucida se obtuvieron siguiendo 1a técnica
descripta por Nico1son et a1. (1975). E1 procedimiento consistió
en e] tratamiento de 1os ovocitos 1ibres de cé1u1as de1 cúmu1us

con una so1ución de Tyrode ácida (pH 2.5) por espacio de 5 - 15

segundos. La composición de 1a so]ución de Tyrode ácida se
encuentra descripta en 1a Tabïa II.5.



Tabla II.5. Composición de] medio Tyrode ácido

Componente Concentración (gr/1)

NaC1 8.00

KC] 0.20

CaC12.2H20 0.26

MgC12.6H20 0.046

NazHPO4.H20 0.05

G1ucosa 1.00

NaHCOa 1.00

Poiiviniipirroïidona 4.00

E1 pH dei medio fue ajustado a 2.5 mediante e] agregado de
HC] 5 N. La esteri1ización de] mismofue rea1izada por fiïtración
en membranas Mi11ipore 0.22 um, siendo e] medio mantenido
fraccionado a -20°C hasta e] momentode ser uti1izado.
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A medida que se verificaba 1a soïubi1ización de 1as zonas, 1os
ovocitos eran retirados en forma inmediata, para ser
posteriormente 1avados por pasaje a traves de varias gotas de
medio RFMfresco.

iii) Obtención de ovocitos inmaduros.

Con e] fin de proceder a 1a obtención de ovocitos inmaduros,
1as gonadotrofinas hCGy PMSGfueron admisnistradas a hembras

prepúberes y, entre 1as 4 y 2 horas antes de que se produjera 1a
ovu1ación, 1as hembras fueron sacrificadas y sus ovarios
extraídos para ser dispuestos en gotas de medio RFMcontenidas en
una cápsu1a de Petri. Se procedió entonces a rea1izar, bajo 1upa,
1a punción de aque11os fo1icu1os que se encontraran más turgentes
con e1 fin de permitir 1a iiberación de 1os ovocitos a11i
contenidos. Para desprender 1as cé1u1as de 1a granu1osa, 1os
mismos fueron transferidos a tubos de ensayo conteniendo 2 m1 de

citrato de sodio 2%, siendo incubados por espacio de 2 min a
temperatura ambiente, con agitación continua y vigorosa. Una vez
fina1izado este período, 1os ovocitos fueron 1avados mediante
varios pasajes a través de gotas de medio fresco.

En todos 1os casos, 10 - 20 ovocitos fueron finaïmente

dispuestos en una gota de RFM (100 U1), situada en e] hoyo

centra1 de cápsuias de Petri para cu1tivo de órgano (Fa1con),
cubiertas por aceite de parafina. E1 manipuieo de 1os mismos se
rea1izó uti1izando pipetas de vidrio estiradas por ca1entamiento,
conectadas a una cánuia de goma para ser operadas con 1a boca.
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II.18.2. Ensayode fertiïización de ovocitos intactos

Para 1a rea1ización de ïos ensayos de ferti1ización de ovocitos
intactos, 1uego de 20 - 30 min de permanencia de 1os ovocitos en

1as cápsu1as, 1os espermatozoides capacitados fueron agregados a
1as mismas en una concentración fina] de 2 - 5 x 105 esp/m1,

continuando 1a incubación a 37°C y en una atmósfera de 5% C02,

por espacio de 14 hs.

Una vez conc1uido e] periodo de coincubación, 10s ovocitos
fueron transferidos a una gota de RFMfresco, siendo 1iberados de

1os espermatozoides débi1mente asociados a su superficie por
sucesivos 1avados con pipeta a través de gotas de medio.
Fina1mente, fueron dispuestos sobre portaobjetos, co1ocándose
sobre 10s mismos un cubreobjetos conteniendo en cada esquina 1

gota compuesta por una mezcïa de 9 partes de vaseïina 1iquida y 1
de parafina. La co1ocación de1 cubreobjetos fué rea1izada
mediante una presión suave, con e] fin de evitar 1a 1isis de 1os
ovocitos, y a 1a vez permitir 1a rotación de Ios mismos durante
su examinación bajo e] microscopio de contraste de fase (Nikon,
Optiphot), uti1izándose para 1a eva1uación de 1a penetración un
aumento de 500 x.

En estos ensayos fueron considerados ferti7izados aque11os
ovocitos con zona pe11ucida que presentaban decondensación de 1a
cabeza de] espermatozoide o presencia de pronúc1eos y co1a de]

espermatozoide incorporada a1 oopïasma. Fueron considerados
penetrados aque11os ovocitos que contenían espermatozoides que
habian penetrado 1a zona pe11ucida y se 10ca1izaban en e] espacio
perivite1ino.
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II.18.3. Ensayo de fusión a ovocitos sin zona pe11ucida.

En e1 caso de 1os ensayos de fusión a ovocitos sin zona

pe11ucida, 10s espermatozoides fueron agregados en
concentraciones entre 2 - 5 x 104 y 2 — 5 x 105 esp/m1, de

acuerdo a1 experimento rea1izado (ver Sección Resu1tados).
Independientemente de 1a concentración de espermatozoides
uti1izada, 1a coincubación de 1as gametas se reaïizó por espacio
de 2 hs bajo 1as condiciones descriptas para 1a ferti1ización de
ovocitos intactos.

Nuevamente, 1a recuperación, 1avado y examinación de 10s

ovocitos sin zona pe11ucida fue rea1izada de acuerdo a1
procedimiento descripto para 10s ovocitos intactos. En estos
ensayos, fueron considerados penetrados aque11os ovocitos sin
zona pe11ucida que presentaban dispersión de 1a cabeza de1
espermatozoide o presencia de pronúcïeos y coia de1
espermatozoide incorporada a1 citopiasma. Para eva1uar 1a
presencia de cabezas dispersas de 1os espermatozoides en ei
oop1asmase recurrió a 1a técnica de tinción con aceto-carmin
(0.5% carmin en una so1ución de ácido acético 45%). Cabe

mencionar que cada vez que en un ovocito no era posib1e
visuaïizar 1a cabeza de un espermatozoide, pero si e1 f1age10,
1a posterior tinción reve1ó 1a presencia de 1a cabeza dispersa en
e1 oopïasma.

La Figura II.2a muestra un ejemp1o de un ovocito sin zona



pe11ucida antes de ser sometido a 1a técnica de tinción, en e1
cua1 es posibïe visua1izar 1os f1age1os de 10s espermatozoides,
pero no 1as cabezas correspondientes a 1os f1age1os. La Figura
II.2.b muestra e] mismo ovocito 1uego de ser sometido a 1a
tinción con aceto-carmin, en e1 cua] es posibïe observar 1as
cabezas dispersas de 1os espermatozoides. La Figura II.2.c
muestra un ovocito con 1os dos pronúc1eos femenino y mascuiino, y

1a co1a de] espermatozoide incorporada a1 citopïasma.

En 10s ensayos de penetración in vitro fueron evaïuados 1os
siguientes parámetros:

E1 porcentaje de penetración, siendo ei mismoca1cu1ado como:

n de ovocitos penetrados

n de ovocitos tota1es observados

E1 índice de penetración, siendo este parámetro ca1cu1ado como:

n de espermatozoides incorporados a1 oop1asmatotaïes

n de ovocitos penetrados totaïes

II.18.4. Ensayos de] efecto de anti-DE sobre 1a penetración de
ovocitos sin zona pe11ucida in vitro.

En aque110s experimentos en 10s cuaïes se evaiuó e1 efecto de]
anticuerpo anti-DE sobre 1a capacidad de penetración de 1os
espermatozoides a ovocitos sin zona pe11ucida, Ios
espermatozoides capacitados fueron agregados a gotas de 100 u1 de
medio RFMpreviamente equi1ibrado y mantenido a 37°C bajo aceite,
conteniendo distintas dosis de anti-DE (0.25, 0.5 y 1 mg/m1). Las



ovocitos sin zonaFigura 11.2:
pe11ucida.
(a) Fotografía
tres espermatozoides,
tinción. No se
incorporados.
(b) Fotografía de] mismo ovocito (a), 1uego de ser sometido a un

Eva1uación de 1a penetración a

de un ovocito
antes

visuaiizan 1as

sin zona pe11ucida penetrado por
de ser sometido a 1a técnica de

cabezas de 1os espermatozoides

proceso de tinción con aceto-carmin. Las f1echas indican 1a
1oca1ización de 1as cabezas dispersas.
(c) Fotografía de un ovocito sin zona pe11ucida penetrado,
presentando dos pronúcieos (mascu1ino y femenino) y 1a co1a deï
espermatozoide incorporada a1 citopiasma.



concentraciones fina1es de espermatozoides utiiizadas en e]
ensayo de fusión fueron de 2 —5 x 104 esp/m1 (penetración

monospérmica) o de 2 - 5 x 105 (penetración po1ispérmica).

Luego de un periodo de incubación de 20 min bajo 1as

condiciones descriptas, 10s ovocitos sin zona pe11ucida fueron
agregados a ias gotas conteniendo 10s espermatozoides, y 1a
coincubación prosiguió por espacio de 2 hs bajo ias condiciones
descriptas en e1 punto II.18.3.

Con e1 fin de estab1ecer si e] agregado de] anticuerpo afectaba
de aigún modo a 108 ovocitos en si, ios mismos fueron incubados

con anti-DE 1 mg/m1durante 2 hs, para ser posteriormente 1avados

para e1iminar a1 exceso de anticuerpo, y finaïmente inseminados
con espermatozoides previamente capacitados en ausencia de anti
DE.

II.18.5. Efecto de1 agregado de 1a proteína DEpurificada en e]
ensayo de fusión in vitro.

En ios experimentos en 10s cuaies se eva1uó e] efecto de 1a
preincubación de 1os ovocitos con proteina DEpurificada sobre su
posterior penetración, ios mismos fueron dispuestos en gotas de
100 u] de RFM previamente equiiibrado y mantenido a 37°C bajo

aceite, conteniendo ias distintas concentraciones de proteina
ensayadas. La incubación prosiguió por espacio de 30 min bajo ias
condiciones mencionadas, y, una vez compietado este periodo, 10s
ovocitos fueron inseminados con espermatozoides capacitados, en
una concentración de 0.5 - 1 x 105 esp/m1. Luego de 2 hs de

incubación se procedió a 1a recuperación y evaiuación de 1a
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penetración de 1os mismos siguiendo e1 procedimiento descripto
anteriormente.

Ta] como ha sido mencionado, 1a proteina DEuti1izada en estos

ensayos fue purificada siguiendo 1a técnica descripta por Garberi
et a1. (1983). Las proteinas ovoa1búmina, anhidrasa carbónica y
a-iacta1búmina uti1izadas como controïes, fueron obtenidas de
Sigma.

11.19. Ensayos de unión a1 ooïema

Los ensayos de unión de 1os espermatozoides a 1a membrana

piasmática de ios ovocitos ín vitro fueron reaiizados utiïizando
e] mismoprocedimiento descripto para ios ensayos de fusión in
vitro pero 1imitando e] periodo de coincubación de 1as gametas a
30 min.

Una vez conc1uido este periodo, 10s ovocitos con

espermatozoides unidos fueron transferidos a una gota de RFM
fresco. E1 manipu1eo de 1os mismos fue rea1izado uti1izando una

pipeta de un diámetro cercano a 1.5 veces e] ovocito, (mayor que
e1 uti1izado en 1os ensayos de fusión) con 1a finaïidad de evitar
1a remoción de ios espermatozoides unidos a1 ooiema durante 1a

recuperación y 1avado de 105 mismos. Se empïeó una misma pipeta

para e1 manipu1eo de 1os ovocitos pertenecientes a todos 10s

grupos de tratamiento de un mismoexperimento, con 1a fina1idad
de eIiminar esta variab1e en 1a comparación de resu1tados.

Una vez recuperados, 1os ovocitos fueron 1avados por pasajes
sucesivos a través de tres gotas de medio, para ser finaïmente
transferidos a una gota conteniendo 100 u1 de giutara1dehido 4%
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en PBS, y fijados por 10 - 20 min a temperatura ambiente. Tras

conc1uir este periodo, 1os ovocitos fueron montados de acuerdo a

1o descripto en e] punto II.18. siendo evaiuados dos parámetros:

E1 porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos

E1 índice de unión ca1cu1ado como:

n tota] de espermatozoides unidos

n tota1 de ovocitos con esp. unidos a1 ooïema

En aque11os casos en 1os cua1es se evaïuó 1a capacidad de

penetración de 1os espermatozoides ya unidos a1 ooïema, 10s

ovocitos con espermatozoides unidos a su superficie fueron
1avados por pasaje a través de gotas de medio equiïibrado
mantenido a 37°C y bajo aceite, (siendo uti1izada en este
procedimiento una pipeta de ancho diámetro), depositados en gotas
de RFMcontenidas en cápsuïas de Petri bajo aceite, y fina1mente
incubados por espacio de 2 hs adicionaïes bajo 1as condiciones
mencionadas.

II.19.1. Efecto de anti-DE sobre 1a unión de 10s espermatozoides
a1 oo1ema

E1 efecto de1 agregado de1 anticuerpo anti-DE a espermatozoides

capacitados sobre su capacidad de unión a1 oo1ema, se rea1izó

siguiendo e] procedimiento descripto en e1 punto II.18.4., siendo
ios ovocitos recuperados tras un periodo de 30 min de
coincubación.



II.19.2. Efecto de] agregado de 1a proteina DEsobre 1a unión de
10s espermatozoides a1 ooïema.

En aque11os exerimentos en 1os cua1es se eva1uó e] efecto de1

agregado de DEpurificada sobre 1a capacidad de unión de 1os

espermatozoides a 1a superficie de] ovocito, se uti1izó e1
esquemadescripto en e] punto II.18.5., siendo recuperados Ios
ovocitos a ios 30 min de coincubación con 1os espermatozoides.

II.20. Inmunof1uorescencia de ovocitos preincubados con 1a

proteina DE.

La técnica de IIF se rea1izó sobre ovocitos preincubados
durante 30 min a 37°C o 4 °C con proteina DE (0.2 mg/mï). Como

contro], se uti1izaron ovocitos preincubados con ovoa1búmina (OA)

y fibronectina (FN) (0.2 mg/mi). En todos 1os casos, 1uego de1

periodo de incubación mencionado, ïos ovocitos fueron
posteriormente fijados en 1 m1 de p-forma1dehido 2%durante 60
min a temperatura ambiente.

La fibronectina (FN) fue genti1mente provista por e1 Dr. J.
Tezón. E1 anticuerpo po1ic1ona1 anti-FN fue adquirido de
iaboratorios Sigma.

Unavez concïuida 1a fijación, 1a técnica uti1izada consistió
en 10s siguientes pasos:

1. Lavado por pasaje a través de tres gotas de PBS-BSA4.

2. B1oqueo con SCAN 5% en PBS-BSA 4, 30 min a 37°C.



3. Incubación con 100 U1 de anti-DE, anti-FN o IgG de conejo no

inmunizado 1:20 en SCAN 1% en PBS-BSA 4 durante 60 min a

4°C seguidos de 60 min a 37°C.

4. Tres 1avados de 10 min cada uno en 250 u1 de PBST-BSA 10.

5. Incubación en 100 u1 de anti-IgG de conejo-FITC (1:25) en

PBST-BSA 10, 30 min a 37°C.

6. Idem 4.

7. Lavado por pasaje a través de varias gotas de PBS 0.02% Twen

20 conteniendo 10 mg/m1 BSA (PBST-io).

9. Transferencia a portaobjetos, y apiicación de cubreobjetos
conteniendo 1a mezcia de parafina-vaseiina en 1as esquinas y
una gota de giicero1 90%en PBS en e] centro.

En aqueiios casos en ios cuaies fue examinada 1a iocaiización
de 10a cromosomasen ios ovocitos, ios mismos fueron transferidos

por 5 segundos a una soiucion 1 mMde naranja de acridina en RFM

conteniendo 3% de DMSO, para ser posteriormente 1avados y

montadosutiiizando e] procedimiento descripto.
Todos ios pasos de incubación mencionados fueron rea1izados en

vidrios de reioj. Los ovocitos fueron examinados en microscopio
de epifiuorescencia con un aumento de 500 x.

II.21. Incubación de espermatozoides inmaduros bajo condiciones
capacitantes in vitro.

En aque1ios experimentos en 1os cuaies espermatozoides
provenientes de 1as regiones más proximaies de] epididimo (caput
y corpus) fueron incubados bajo condiciones capacitantes in vitro
con ei fin de evaiuar 1os porcentajes de redistribución de DE en



1os mismos y su capacidad de fusión, se procedió a separar con
tijera 1as distintas regiones epididimarias teniendo en cuenta
ios 1imites indicados en 1a Fig. II.1. En ios casos de 10s

espermatozoides provenientes de1 caput y corpus proximai, no fue
reaiizada una se1ección por natación debido a que, ta] como ha
sido mencionado en 1a Introducción, 10s espermatozoides inmaduros

no presentan moti1idad progresiva a1 ser 1iberados de] piasma
semina]. Por io tanto se procedió a disponer ias secciones de
órgano obtenidas, en cápsu1as de cu1tivo de tejido estériies (3
mm, Fa1con) conteniendo 1 m1 de RFMequiiibrado con 5% C02, sobre

una p1atina térmica (Fisher, Thermix) mantenida a 37°C. Se
rea1izaron varios cortes en cada una de ias regiones, de modo de
faciiitar 1a saiida de 1os espermatozoides y, una vez producida
1a misma, ias suspensiones fueron suavemente rotadas para 1ograr
su homogeneización, descartándose 10s restos de tejido. En e]
caso de ïos espermatozoides provenientes dei corpus dista], si
bien fué reaïizada 1a seiección por natación, 1a mismase reaïizó
cubriendo a 10s espermatozoides depositados en e1 fondo de un

tubo cónico con 500 u1 de RFM, a diferencia de 1os 2 m1 de medio

corrientemente uti1izados para 1a preparación de ias suspensiones
de ios espermatozoides de1 cauda.

Una vez producida 1a homogeneización de 1as suspensiones, se

procedió a determinar 1a concentración de espermatozoides en 1as
mismas, con e1 fin de ser depositados en 1os hoyos de

capacitación e incubados bajo 1as condiciones descriptas en 1a
sección II.10.2.

La técnica de IIF, asi como ios ensayos de fusión y unión a1

ooiema, fueron reaïizados siguiendo ios procedimientos descriptos
para 1a rea1ización de estas técnicas con espermatozoides
maduros.



II.21.1. Incubación de espermatozoides provenientes de] corpus
dista] con 1a proteína DE.

En esta serie de experimentos, 1uego de preparar una suspensión
de espermatozoides provenientes de1 corpus dista] de acuerdo a1
procedimiento descripto, 10s espermatozoides fueron agregados a
medio RFMequi1ibrado y mantenido a 37°C, conteniendo distintas

concentraciones de proteina DE. Tras una incubación de 5 hs bajo
condiciones capacitantes, estos espermatozoides fueron uti1izados
en 10s ensayos de fusión y unión a1 ooïema descriptos
anteriormente.
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III. RESULTADOS.

PRIMERA PARTE: ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE LA

PROTEINA "DE" DURANTE EL PROCESO DE CAPACITACION

DE LOS ESPERMATOZOIDES.

III.1. Características de 1a proteina DEpresente en 1a
superficie de Tos espermatozoides maduros.

III.1.1. Anáïisis por electroforesis e
inmuno-e]ectrotransferencia ("Western bïot").

Ta] como ha sido mencionado a1 inicio de este trabajo, 1a
proteina DE se sintetiza en e] epididimo de rata en forma
andrógeno-dependiente, asociándose a 1a región dorsa] de Tos
espermatozoides a medida que 1os mismos descienden por e]

epididimo. Si bien 1a presencia de DEsobre Ios espermatozoides
fue originaïmente comprobadamediante 1as técnicas de fijación de
comp1ementoe inmunof1uorescencia (Kohane et a1.,. 1979. 1980ab),
hasta e] momentono habia sido demostrado si 1a proteina asociada
a 1a membranade 1os espermatozoides presentaba aïguna a1teración
con respecto a 1a presente en e] epite1io y 1umen epididimario.
Como una aproximación a1 estudio de 1a identidad entre 1a

proteina reconocida por e1 anticuerpo en e] epididimo y 1a
reconocida sobre 10s espermatozoides, se propuso ana1izar si
ambas poseian igua] moviïidad e1ectroforética en ge1es de
poïiacriTamida no desnaturaïizantes, constituyendo éste un
criterio de identidad entre 1as mismas. Conesta fina1idad, se
comparó e1 patrón de bandas correspondiente a 1as proteinas de
citoso1 de epididimo y a aque11as presentes en extractos de



membranade espermatozoides de] cauda epididimario (mediante e1
tratamiento con Tritón X-100) obtenidos a1 ser ambas muestras

sometidas a un proceso de separación e1ectroforética en ge1es
nativos de po1iacri1amida, posterior transferencia a
nitroce1u1osa y reve1ado con e1 anticuerpo anti-DE (inmuno
e1ectrotransferencia o "Western b1ot").

Para 11evar a cabo estos estudios, se uti1izó un anticuerpo
po1ic10na1 especifico dirigido contra DE(anti-DE), producido y
purificado de acuerdo a 1a técnica descripta por Garberi et a1.,
(1979). Para corroborar 1a especificidad de1 anticuerpo anti-DE
mediante 1a técnica de inmunoeiectrotransferencia fueron también

sometidas a1 procedimiento mencionado muestras correspondientes a
citoso] testicu1ar, e1 cua1 no contiene a 1a proteina DE, y
proteina DEpurificada.

Con e1 fin de comprobar que ei tratamiento de 10s

espermatozoides con Tritón X-100 iograba 1a remoción de todas ias

proteinas reconocidas por anti-DE en 1a membrana de 1os
espermatozoides, ios mismos fueron sometidos a una IIF 1uego de]
su tratamiento con Triton. De este modo, se evitaba 1a
posibiïidad de que otros antígenos reconocidos por anti-DE
pudieran no ser extraidos con e] tratamiento con tritón X-100.

Los resuitados de esta IIF (Tab1a III.1) reveïaron 1a ausencia
de toda marca fiuorescente en 10s espermatozoides, indicando 1a
comp1eta extracción de 1a proteina reconocida por anti-DE
mediante e1 tratamiento mencionado.

Cabe destacar que 1a proteina DEcorre como dos bandas en ge1es

de po1iacri1amida no desnaturaiizantes, ias cua1es no son
separab1es en base a su so1ubi1idad, o peso moïecu1ar (Garberi et
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Tabla III.1. Efecto de distintos tratamientos de extracción
proteica sobre 1a presencia de 1a proteina DE en Ios
espermatozoides.

Tratamiento % espermatozoides 1oca1ización de
marcados 1a marca

A. Ninguno 99 región dorsa]
de1 acrosoma

B. Tritón X-100 1% 0

C. C1Na 0.6 M 100 región dorsa1

de] acrosoma

Los espermatozoides fueron recuperados de1 cauda epididimario
para ser posteriormente sometidos a una fijación directa con p
forma1dehido 2% en PBS durante 10 min a temperatura ambiente
(A.), o a1ternativamente incubados con Tritón X-100 1%en PBS
PMSFdurante 60 min a temperatura ambiente (B.), o con SWM0.6 M
C1Nadurante 45 min a 37°C (C.). Una vez concïuidos 1os periodos
de incubación descriptos para B. y C., 1os espermatozoides fueron
sometidos a un proceso de fijación con p-forma1dehido. En todos
1os casos, 1os espermatozoides fueron sometidos a 1a técnica de
IIF descripta.



a1., 1979), siendo 1as mismas consideradas en este estudio como
una única entidad.

Los resu1tados se presentan en 1a Fig. III.1, en 1a cua] se
observa que mientras no se detectó ninguna banda en 1a muestra
correspondiente a1 citosoï de testícu1o, so1amente se visua1izan
dos bandas en 1as muestras correspondientes a citoso]
epididimario y proteínas de membranade 10s espermatozoides, con
movilidad e1ectroforética idéntica a 1as bandas correspondientes
a 1a proteína DE purificada. Estos resu1tados por un 1ado, no
só1o confirman 1a especificidad de] anticuerpo para 1a proteína
DE, sino que a su vez demuestran, 1a identidad entre 1a proteína
presente en e1 citoso1 epididimario y aque11a asociada a 1a
membranade Ios espermatozoides, en base a sus características
e1ectroforéticas.

De acuerdo a 1os estudios rea1izados por Kohane et a1., (1980b)
uti1izando 1a técnica de fijación de compïemento, e] tratamiento
de espermatozoides maduros no capacitados con un medio de a1ta

fuerza iónica producía 1a pérdida de una gran cantidad de
proteína DE de 1a superficie de 1os mismos. Sin embargo, aún
1uego de este tratamiento, cierta porción de 1a proteína
reconocida por e] anticuerpo anti-DE permanecía asociada a 1a
superficie de 1os espermatozoides. De estos experimentos se
conc1uyó que existirían dos pobïaciones de proteína DE: una
pobiación "débi1mente unida" que correspondería a aque11a
extraíb1e con una so1ución de C1Na 0.6 M, y una segunda pob1ación

"fuertemente unida", 1a cua1 permanecería unida a 1a superficie
de 1os espermatozoides aún 1uego de] tratamiento sa1ino. Se

propuso investigar si 1as dos pob1aciones de proteína DE poseían
1a misma movi1idad a1 ser sometidas a una e1ectroforesis en ge1es
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Fig. III.1. Movi1idad e1ectroforética de 1os componentes
reconocidos por anti-DE en e] cit0301 epididimario y en 1a
membrana pïasmática de 10s espermatozoides. Muestras
correspondientes a citosoï testicuïar (A), epididimario (B), a
proteínas de membranap1asmática de] espermatozoide extraídas con
Tritón X-1OO(C) y proteína DE pura (D) fueron sometidas a una
separación en ge1es de po11acri1am1da no desnatura1izantes (7.5%)
para ser posteriormente transferidas a n1troce1uïosa y reveïadas
utiïizando el anticuerpo anti-DE.



de po1iacri1amida no desnatura1izantes y posterior
inmunoe1ectrotransferencia.

Con esta fina1idad se rea1izó una extracción secuencia] de

proteinas que consistió en un primer paso de tratamiento de 1os
espermatozoides con fuerza iónica (C1Na 0.6 M), con e] fin de

remover 1a pobïación débiïmente unida, seguido de una incubación

de 10s mismos con Tritón X-1OOcon e] fin de extraer 1a proteina
remanente fuertemente unida.

Los resuïtados, presentados en 1a Fig. III.2, indicaron que
anti-DE reconoció 1as mismas bandas en 1as dos muestras,
indicando que 1as pobïaciones mencionadas de proteina DE no

serian diferenciab1es, a1 menos por sus caracteristicas
e1ectroforéticas.

III.1.2. Aná1isis por inmunofïuorescencia

Ta] como ha sido mencionado, 1a proteina DE se asocia a 1a

región dorsa1 de1 acrosoma de 1os espermatozoides durante e]
proceso de maduración epididimaria. La Fig. III.3 a-b muestra 1a
1oca1ización dorsa1 de DE en un espermatozoide procedente de]

cauda epididimario, fijado y sometido a 1a técnica de IIF
utiïizando anti-DE como primer anticuerpo. A su vez, 1a Fig.
III.3 c-d muestra un espermatozoide epididimario incubado con IgG
de conejo norma1, e1 cua] no presenta marcación fïuorescente.

Cabe mencionar que, cuando 1a técnica de IIF fue rea1izada sin
previa fijación de 1os espermatozoides y a una temperatura de
37°C, 1a marca no se encontraba homogéneamentedistribuida. Por
e] contrario, aunque siempre restringidas a 1a región dorsa1, se
evidenciaban zonas con mayor concentración de f1uorescencia
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Fig. IIIí2: Moviïidad e1ectroforética de 1as dos pobïaciones de
proteína DE presente en 1a membrana plasmática de Ios
espermatozoides. Las proteínas extraídas en forma secuencia] con
un primer tratamiento con CïNa 0.6 M (A) seguido de una
extracción con Tritón X-1OO1%en PBS (B), fueron sometidas a una
separación en geïes de poïiacri1amida no desnatura1izantes (7.5%)
para ser posteriormente eïectrotransferidas a n1troce1u1osa y
reve1adas ut11izando e1 anticuerpo anti-DE.
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Fig. III.3: Localización de 1a proteína DEen espermatozoides
recuperados de1 cauda epididimario. Los espermatozoides fueron
recuperados de] cauda epididimario, fijados y sometidos a 1a
técnica de IIF descripta en Materíaïes y Métodos. Los pares de
fotografías presentadas muestran a1 espermatozoide observado en
contraste de fase (izquierda) y epifïuorescencia (derecha).
(a-b) Un espermatozoide tratado con anti-DE durante 1a técnica de
IIF, presentando marca f1uorescente en 1a región dorsa] de]
acrosoma. (c-d) Un espermatozoide tratado con IgG de conejo
norma], sin marca fïuorescente (controï).
Aumento: 625 x.



("patches"). Sin embargo, cuando 1a técnica de IIF se rea1izó a
una temperatura de 4°C, 1a distribución de 1a marca resuïtó

indistinguibïe de 1a presente en 1os espermatozoides fijados.
Dado que 1as dos pobïaciones de DE presentes en 1a membrana de]

espermatozoide resuïtaban idénticas en cuanto a su moviïidad en
ge1es de po1iacri1amida, resu1taba interesante estudiar si, a su
vez, poseían simiiar 1oca1ización sobre 1os espermatozoides
procedentes de] cauda epididimario. Con esta fina1idad, se
procedió a uti1izar 1a técnica de IIF sobre espermatozoides
previamente tratados con CïNa 0.6 M, de modo de eva1uar 1a

1oca1ización y distribución de 1a proteina no removib1e por e]
tratamiento mencionado.

Los resu1tados se muestran en 1a Tab1a III.1 e indicaron que,

aún 1uego de 1a extracción con a1ta fuerza iónica, todos 1os
espermatozoides presentaron a 1a proteina DE1oca1izada uniforme
y exc1usivamente en 1a región dorsa1 de] acrosoma. Por 1o tanto,
estos resuïtados permitieron concïuir que 1as dos pob1aciones
poseían 1a misma 1oca1ización sobre e] espermatozoide. Si bien no

fué posib1e determinar si 1a proteina e1uib1e por tratamiento
sa1ino presentaba una distribución homogénea en 1a región
mencionada, ya que 1a misma podia encontrarse só1o en ciertas
áreas de 1a región dorsa], 1a proteina fuertemente unida se
ioca1izaba uniformemente distribuida en 1a región dorsa] de]
ac rosoma.

III.2. Estudio de1 destino de 1a proteína DEdurante e]
proceso de capacitación in vitro.

Como se ha mencionado anteriormente, estudios previos



rea1izados por Kohane et a1., (1980b) indicaron que, bajo
condiciones capacitantes ín vivo e incubaciones ín vitro, se
producía una pérdida substanciai (airededor de un 70%) de 1a
proteina DE. Sin embargo, estos estudios no permitían determinar
si 10 obervado era producto de:

a) una pérdida parciai de 1a proteina en todos 10s
espermatozoides, de modo que cada cé1u1a permaneciera con una

menor cantidad de proteina en 1a membrana, o

b) una pérdida tota] de DE en cierta sub-pobiación de
espermatozoides, resu1tando en una disminución de] número de

espermatozoides que presentaran a DEen su superficie.

Con e1 fin de discriminar entre estas dos posibiiidades,
resuitaba necesario someter a ios espermatozoides a un proceso de
capacitación y anaïizar 1a presencia de DEen 10s mismos mediante
1a uti1ización de una técnica ta1 como 1a IIF, que permitiera
visuaiizar a 1a proteina DEsobre 1os espermatozoides en forma
individuai. Teniendo en cuenta que en ios trabajos originaies no
fué comprobado si 1as condiciones de incubación uti1izadas
permitían 1a ocurrencia de 1a capacitación de ios
espermatozoides, resuitaba interesante re-examinar e1 destino de
1a proteina DEbajo condiciones necesariamente capacitantes y que
por ende permitieran a ios espermatozoides sufrir 1a reacción
acrosoma] y expresar su capacidad fertiiizante.

III.2.1. Estab1ecimiento de 1as condiciones adecuadas para 1a
capacitación in vitro.



Ta1 como ha sido mencionado en 1a Introducción, como

consecuencia de] proceso de capacitación, 1os espermatozoides
adquieren 1a capacidad de sufrir 1a reacción acrosoma]. Por 1o
tanto, éste es un parámetro uti1izado como indicador de 1a

ocurrencia de 1a capacitación en 1os espermatozoides. Dado que a
su vez 1a reacción acrosoma] resu1ta imprescindib1e para que e]
espermatozoide ferti1ice a1 ovocito, 1a capacidad ferti1izante de
1os espermatozoides es también ampiiamente uti1izada como
parámetro de evaiuación de] proceso de capacitación.

En 1a rata, debido a1 pequeño tamaño dei capuchón dei acrosoma,

no ha sido descripto hasta e] momento una técnica que permita
visuaiizar 1a ocurrencia de 1a reacción acrosoma] por un sistema
diferente de 1a microscopía e1ectrónica. Por 1o tanto, éste
parámetro no puede ser utiiizado como método corriente de
eva1uación de 1a capacitación, siendo necesario, en esta especie,
recurrir a 1a medición de 1a capacidad ferti1izante de 1os
espermatozoides como indice de su grado de capacitación.

sin embargo, 1a ferti1ización in vitro en 1a rata ha demostrado
ser una técnica muydifici] de reproducir ya que, entre todos 10s
1aboratorios dedicados a1 estudio de] proceso de ferti1ización,
sóio tres grupos (Toyoda & Chang, 1974; Vanderhyden & Armstrong,

1989; Shaïgi et a1., 1981) han Iogrado desarro11ar1a con éxito.
Debido a 1a gran variabi1idad obtenida cuando 1a técnica es
desarro11ada comp1etamente in vitro (capacitación y
fertiiización), uno de estos grupos (Sha1gi et a1., 1981) uti1iza
frecuentemente una capacitación parcia1 in vivo previo a 1a
transferencia de ios espermatozoides a condiciones in vitro. A su
vez, e] grupo de Armstrong, utiïiza frecuentemente suero en 1a



capacitación de 1os espermatozoides, con e1 fin de evitar e1
deterioro de 1a moti1idad de 10s mismos durante 1as incubaciones.

Si bien 1a respuesta a 1as dos a1ternativas posib1es para 1a
pérdida de DEpodia ser encontrada 1uego de someter a 1os

espermatozoides a un proceso de capacitación ín vivo, 1a
rea1ización de una investigación más profunda sobre e1
comportamiento de 1a proteina DE durante e1 proceso de
capacitación requería 1a reaïización de estudios bajo condiciones
de capacitación ín vitro. A su vez, teniendo en cuenta que
resu1taba imprescindib1e contar con una técnica de fertiïización
in vitro, no só1o comosistema de evaiuación de 1a capacitación,
sino para 1a rea1ización de 1os estudios sobre 1a posibïe función
bioïógica de DEpropuestos en 1a Segunda Parte de este trabajo,
se intentó desarr011ar 1a técnica mencionada en nuestro
ïaboratorio.

Con esta finaïidad, se reaïizaron una serie de estudios
pre1iminares tendientes a eva1uar 1a moti1idad y viabiïidad de
1os espermatozoides 1uego de una incubación por espacio de 5 hs,
bajo 1as condiciones de incubación descriptas por Kohane y
co].(1980b). De acuerdo a dicha metodoiogia, 1a dispersión de 1a
suspensión origina1 de 10s espermatozoides se reaïizaba en una
cápsuia de Petri, a partir de 1a cua1 se tomaban aiicuotas para
ser depositados en gotas conteniendo ei medio donde procederia 1a
capacitación. Sin embargo, bajo Ias condiciones descriptas en e]
mencionado trabajo, 1os espermatozoides manifestaban una gran
disminución de su moti1idad a1 fina1izar 1a incubación. Los
mismos resu1tados fueron obtenidos a1 someter a ios

espermatozoides a una incubación por espacio de 5 hs bajo 1as
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condiciones descriptas por Shaïgi et a1., (1981), siendo éste e1
grupo que actua1mente produce 1a mayor cantidad de trabajos
emp1eando1a ferti1ización in vitro en 1a rata.

Debido a que en 1a rata existe una gran variabi1idad entre
anima1es, tanto en 1a viabi1idad como en 1a motiïidad de 1os

espermatozoides recuperados de] cauda epididimario, se consideró
necesario estabïecer un sistema de preparación de 1a suspensión
origina1 que permitiera, por un 1ado, ana1izar 1a ca1idad de 1a
muestra y por otro, se1eccionar aqueïïos espermatozoides con
mayor motiïidad en una misma muestra antes de comenzar eï proceso

de capacitación. Para e11o, se procedió a adaptar, para ios
espermatozoides de rata, 1a técnica de "natación hacia 1a
superficie" (swim-up), corrientemente utiïizada para 1a
capacitación de espermatozoides humanos. En este caso, 1os

espermatozoides fueron depositados en e] fondo de un tubo cónico,
para ser posteriormente cubiertos por medio de capacitación
equiïibrado y mantenido a 37°C, con e1 fin de permitir que 1os

espermatozoides más mótiies ascendieran a 1a superficie de] tubo.
Para comprobar si este procedimiento permitía una efectiva

se1ección de 10s espermatozoides más móti1es, se procedió a
eva1uar e] porcentaje de viabi1idad y moti1idad presentado por
1as muestras sometidas a1 procedimiento mencionado y 1uego
incubadas 5 hs bajo condiciones in vitro.

A1 ser ana1izados 1os porcentajes de motiïidad de 1os
espermatozoides preparados por 1a metodoïogia de1 "swim-up", e
incubados bajo 1as condiciones descriptas por Kohane et a1.,
(1980b), no fué posibïe encontrar una mejoría en 1a moti1idad de
1os mismos (10% - 30%de espermatozoides móti1es a1 finaïizar 1a

incubación). Por e1 contrario, entre 10s espermatozoides



incubados bajo ias condiciones descriptas por Shaïgi et a1.,
(1981) se manifestó un incremento de1 porcentaje de cé1u1as

mótiïes a1 ser preparada 1a suspensión origina] según 1a misma
metodoiogia. Los resu1tados obtenidos se muestran en 1a Tabïa

III.2, en 1a cua] son incïuidos también aque11os obtenidos con
espermatozoides cuya suspensión originai fue preparada en una
cápsu1a de Petri. Ta] como puede observarse en 1a tabïa

mencionada, ïos porcentajes de viabi1idad y moti1idad de 10s
espermatozoides que habian sido se1eccionados por natación hacia
1a superficie de1 tubo, resuïtaron mayores que 10s encontrados
entre 10s espermatozoides preparados en cápsu1a. A su vez, entre
10s primeros, 1a moti1idad y viabiiidad fue mayor entre 1os
espermatozoides presentes en 1a capa más superficiaï (primeros
100 u1) de] tubo.

Por 1o tanto, se procedió a adoptar este sistema para 1a
preparación y se1ección inicia] de aque11as suspensiones a partir
de 1as cua1es se rea1izaria 1a capacitación in vitro. So1amente

fueron uti1izadas aque11as que, a1 cabo de 15 minutos,

presentaran una concentración mayor a 2 x 106 esp/m1 en 1a región
más superficia1 de] tubo. Si 1a concentración resu1taba menor
significaba que 1a moti1idad de 1os espermatozoides no era
adecuada y 1a suspensión era descartada.

Una vez estab1ecido e1 sistema que permitía obtener
espermatozoides con a1tos porcentajes de viabiiidad a1 cabo de 5
hs de incubación, se procedió a ana1izar 1a capacidad
ferti1izante de ios mismosutiïizando 1a técnica descripta por
Sha1gi et a1., (1981).

A1 ana1izar 1os resu1tados, só1o se encontró un ovocito
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Tabïa III.2. Infïuencia de 1a preparación origina] de 1os
espermatozoides sobre su viabilidad 1uego de una incubación bajo
condiciones capacitantes in vitro.

Preparación de 1a porcentaje de porcentaje de
suspensión origina] motiiidad viabi1idad

A. En tubo cónico:

108. 100 u] 73.0 i 9.9‘ 69.7 t 7.0‘

208. 100 u1 48.1 i 12.5 47.8 i 10.0

308. 100 u] 54.8 t 29.0 50.2 i 21.0

B. En cápsu1a

de Petri 45.0 i 5.0 39.8 t 8.7

A. La preparación de 1a suspensión de espermatozoides se reaiizó
por 1a metodoïogia de natación hacia 1a superficie de un tubo
cónico (ver descripción en e1 texto), recuperándose 10s
espermatozoides presentes en ios 300 U1 más superficiales de]
tubo en vo1úmenes sucesivos de 100 u], para ser posteriormente
incubados bajo 1as condiciones capacitantes descriptas por Sha19i
et a1., (1981).
B. La preparación de 1a suspensión origina1 de espermatozoides
fué reaïizada en una cápsu1a de Petri, siendo 1os espermatozoides
incubados bajo 1as condiciones descriptas en A. En ambos casos,
1uego de 5 hs de incubación, fueron eva1uados ios porcentajes de
moti1idad y viabi1idad de ias muestras.
*p < 0.001 vs cápsu1a y fracciones restantes, según test de X2
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fertiiizado entre 118 evaïuados totaies en cinco experimentos
rea1izados, 10 cua] indicaba que si bien 10s espermatozoides se

mantenían con una buena motiiidad durante 1a incubación, 1as
condiciones experimentaies empieadas no resu1taban adecuadas para
1a ocurrencia de 1a capacitación y/o ferti1ización in vitro.

Teniendo en cuenta 1a posib1e existencia de probïemas en 1a

metodoiogía utiiizada, se ensayaron diversas condiciones y
diseños experimentaïes, entre 10s cuaies se inciuyeron
variaciones en:

a) E1 medio de incubación: Se ensayó 1a capacidad fertiiizante

de 1os espermatozoides incubados en 1os tres medios descriptos en
1a 1iteratura hasta e1 momentocomo promotores de 1a capacitación

en 1a rata: Toyoda & Chang (TCh, e] cuai fué uti1izado para 1as

incubaciones ín vitro en e1 trabajo mencionado de Kohane et a1.,
1980b); Toyoda & Chang con aita concentración de ca1cio

(TCh/+Ca2+) y Medio de Fertiiización de Rata (RFM).

b) Los componentes de1 medio de incubación: Se evaiuaron 1os

efectos obtenidos utiïizando distintos tipos de agua:
tridestiiada, desionizada (resistencia: 18 Megohm.cm)y esta
ú1tima fiïtrada a través de dispositivos Mi11ipore. También se
ensayaron distintos tipos de a1búminasérica bovina: fracción V 
Sigma, 1ibre de ácidos grasos - Pentex, y distintos 1otes de cada
una de ias a1búminas mencionadas, siendo tanto 1a aibúmina como

e1 agua componentes críticos para e] mantenimiento de 1a
viabiiidad de ios espermatozoides.

c) E1 tipo de aceite de parafina: Se utilizó tanto aceite
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pesado (viscosidad Sayboït 340/360, Sigma) comoaceite 1iviano
(viscosidad Saybo1t 125/135, Fisher), siendo ambos tipos
uti1izados en 1as técnicas de ferti1ización ín vitro en distintas
especies.

d) E1 origen de 10s espermatozoides: Ta] como ha sido

mencionado en 1a Introducción, durante e] proceso de eyacuiación,
los espermatozoides son cubiertos por secreciones provenientes de
1as g1ándu1as accesorias, 1as cua1es no so1amente poseerian
funciones decapacitantes, sino que acondicionarian a 10s mismos
para e] transporte en 1a hembra. Si bien 1os espermatozoides
epididimarios son corrientemente utiïizados para 1a ferti1ización
in vitro en diversas especies, se investigó si, en e] caso
particuïar de 1a rata, 1os espermatozoides eyacu1ados poseían
aïgún tipo de ventaja en 1a fertiïización con respecto a 1os
epididimarios. Esta hipótesis surgió en base a trabajos
rea1izados en e1 hamster chino, en 1os cua1es se demostró que 10s

indices de penetración obtenidos con espermatozoides recuperados
de1 conducto deferente resu1taron mayores que 1os obtenidos con
espermatozoides epididimarios (Yanagimachi et a1., 1985)

e) E1 tipo de ovocitos: Teniendo en cuenta que 10s ovocitos de
rata sufren fáci1mente fenómenos de deterioro 1uego de producida
1a ovu1ación (Austin, 1970; Zernicka-Goetz, 1991), se eva1uaron
105 porcentajes de ferti1ización obtenidos a1 ser uti1izados
ovocitos en presencia o no de cumuïus oophorus, ovocitos maduros
recuperados de 1a ampu11aa distintos horarios 1uego de inyectada
1a hCG, e inmaduros recuperados de1 ovario.

En 1a Tab1a III.3 se resumen, en forma esquemática, 1as



Tabïa III.3. Efecto de distintas condiciones experimenta1es sobre
1a fertiïización in vitro de rata.

Medio Hzo BSAAceite ovocitos esp moti] n° x
esp ovo fert (rango)

hs p-hCG recuper cum

TCh fi1t FV 11v 12-13 amp epi + 81 0.6 (0 - 1)

TCh fiït FV 11V 12-13 amp epi + 295 1.0 (0 - 3)
+Ca2*

epi ++ 277 1.7 (0 - 5)

001 FV 11v 12-13 amp eya + 118 0.8 (0 - 2)

epi ++ 15 0

trid FV 1iv 12-13 amp epi ++ 15 3.2 (0 - 7)

pes 12-13 amp epi +++ 40 0

epi ++ 169 0

LA 1iv 12-13 amp eya + 89 0 --
RFM

epi ++ 190 4.2 (0 - 25)

10-11 amp epi ++ 36' 28.0 (0 — 60)
11v

ovar epi ++ 23 5.5 (0 - 11)fiït
epi +++ 434 0.9 (0 — 3)

FV 1iv 12-13 amp eya + 58 0 --

epi +++ 41 10.1 (6 - 14)

(ver hoja siguiente con ac1araciones)



Medios TCh: Toyoda & Chang,
TCh/+ Ca2+z Toyoda & Chang conteniendo 3.4 mMC12Ca
RFM: Medio de Ferti1ización de Rata

Agua Trid: tridesti1ada
CO1: desionizada
Fi1t: desionizada y fi1trada en Mi11ipore

BSA FV: fracción V, Sigma
LA: 1ibre de ácidos grasos, Pentex

Aceite Liv: aceite 1iviano (viscosidad Sayboït 125/135, Fisher)
Pes: aceite pesado (viscosidad Saybo1t 340/360, Sigma).

Ovocitos
h p-HCG: tiempo de recuperación 1uego de 1a

administración de hCG
recuper: sitio de recuperación de 1os ovocitos,

ampu11a (amp) o ovario (ovar)
cum: ovocitos rodeados (+) o 1ibres (-) de cumu1us

oophorus

Espermatozoides epi: epididimarios
eya: eyacuïados

Moti1idad %espermatozoides con moti1idad vigorosa a1
fina1izar 1a incubación:

+: 10 - 30
++: 30 - 50

+++: 50 - 70

n° ovo: número de ovocitos examinados
x fert: porcentaje de ovocitos fertiïizados
rango: minimo y máximoporcentaje de ferti1ización obtenido

* sóïo en 2 de 20 hembras se encontraron ovocitos en 1a ampu11a
entre 1as 10 y 11 hs post-hCG, siendo 36 e1 número tota] de
ovocitos recuperados



distintas condiciones y diseños ensayados, con 1os respectivos
porcentajes de fertiïización obtenidos. Cabe mencionar que no se
encuentra representado e1 orden secuencia] en e] que fueron
rea1izados 1os experimentos.

Ana1izando 1os resu1tados a11i descriptos fue posib1e
estabïecer 1as siguientes conc1usiones:

- entre 1os medios ensayados, 1a moti1idad de 1os

espermatozoides fue considerab1emente mayor a1 ser 1os mismos
incubados en RFM,por 10 tanto fué este e] medio uti1izado

para 1a eva1uación de 1as restantes condiciones
experimenta1es.

—entre 10s tipos de agua anaïizados, 1os mejores resuïtados
fueron obtenidos a1 emp1ear agua desionizada y posteriormente
fi1trada

- e] tipo de aïbúmina utiïizada no demostró poseer inf1uencia
sobre 1os porcentajes de ferti1ización obtenidos

- 1a incubación bajo aceite mineraï no permitió obtener mejores
resuïtados que e] empieo de aceite 1iviano

- 1a mayor frecuencia de resu1tados positivos se obtuvo
uti1izando ovocitos 1ibres de cé1u1as de] cumu1us.

—1os espermatozoides epididimarios presentaron ventajas en 1a
ferti1izacion ya que su moti1idad y capacidad de penetración
fueron mayores con respecto a 1os eyacu1ados.

Si bien a1gunas condiciones permitieron obtener mayores
porcentajes de penetración que otras, en generaï, e] porcentaje
de ovocitos ferti1izados resu1tó ser extremadamente bajo y Ios
resuitados irregu1ares. No só1o fueron obtenidos resu1tados
negativos con 1a fertiïización sino que tampoco fue posibïe



encontrar entre 1os ovocitos no penetrados, espermatozoides
asociados a 1a zona pe11ucida. Cabe mencionar que, ta] como se

muestra en 1a Tab1a III.3, en un experimento en e] cua] fue

posib1e recuperar 1os ovocitos de 1a ampu11a en forma temprana,

(10 hs post-hCG), se obtuvo un 60%de ferti1ización. Este a1to
porcentaje de fertiiización obtenido a1 ser recuperados 10s
ovocitos en forma temprana y, por ende, inmediatamente después de

producida 1a ovuïación, sugirió 1a posibiïidad de que 1a
recuperación inmediata de ïos mismos pudiera favorecer su
posterior penetración a1 evitar a1teraciones por envejecimiento.
Sin embargo, estas condiciones no pudieron ser nuevamente

reproducidas ya que, de tres nuevos ensayos en 1os cuaïes se
abrieron hembras superovu1adas (6 hembras/ensayo) en forma
temprana (previo a 1as 12 hs post-hCG), sóio en una de e11as fue

posibïe recuperar ovocitos de 1a ampu11a (11 hs posteriores a 1a
administración de gonadotrofina coriónica). A1ser uti1izados ïos
mismosen e1 ensayo de ferti1ización, 10s resu1tados fueron
totaimente negativos (0%de ferti1ización, Tab1a III.3). Ta1 como
se muestra en 1a misma tabia, tampoco fue posib1e obtener

resu1tados positivos con ovocitos recuperados de 1os ovarios de
1as hembras que aún no habian ovu1ado en e1 mencionado horario.

Estos resuïtados negativos podian tener dos origenes:

i) La no ocurrencia de cambios fisioiógicos en 1os
espermatozoides taies como1a capacitación, reacción
acrosoma] y/o motiïidad adecuada,

ii) La ocurrencia de a1teraciones en 1os ovocitos.

Si bien en base a 10s resuïtados obtenidos no fué posib1e
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discriminar entre estas dos posibiïidades, en un ensayo en e]
cua] se obtuvo 0% de fertiiización con espermatozoides
epididimarios incubados en RFM,fueron encontrados dos ovocitos
sin zona pe11ucida penetrados. A1 ser rea1izados nuevos

experimentos uti1izando ovocitos 1iberados de su zona pe11ucida
por tratamiento con medio ácido, se obtuvo nuevamente penetración

de 10s mismos encontrándose 10s mayores porcentajes de
penetración a1 uti1izar ias condiciones que habian resuïtado más
favorabïes en 1os ensayos de fertiïización de ovocitos intactos
(Tab1a III.3). Teniendo en cuenta que so1amente aqueïïos
espermatozoides que han sufrido 1a reacción acrosoma] son capaces
de fusionarse con e1 ooïema, estos resuitados indicaban 1a
ocurrencia de 1a reacción acrosoma] y por ende de 1a capacitación

bajo 1as condiciones experimenta1es mencionadas.

Por 1o tanto, 10s distintos ensayos reaiizados, no so1amente
permitieron estab1ecer 1as condiciones experimenta1es para 1a
ocurrencia de 1a capacitación in vitro, sino que también
permitieron 1ograr e1 desarro11o de1 ensayo de penetración a
ovocitos in vitro, e] cua1 resu1tó fundamenta] para 1a
rea1ización de Ios estudios correspondientes a 1a Segunda Parte
de este trabajo.

Actua1mente se continúan rea1izando estudios tendientes a
investigar 1a posib1e causa de 1a faïta de penetración de 1os
ovocitos intactos.

III.2.2. cinética de] proceso de capacitación in vitro.



Dado que, bajo 1as condiciones experimenta1es mencionadas, 1os
espermatozoides eran capaces de sufrir 1os procesos de
capacitación y reacción acrosomaï, e1 próximo paso consistió en
estudiar 1a cinética de1 proceso de capacitación in vitro. Con
esta fina1idad, 108 espermatozoides fueron incubados in vitro por
espacio de 6 hs, recuperándose muestras a distintos tiempos 1uego
de comenzada 1a incubación. Tras su recuperación, dichos
espermatozoides fueron puestos en contacto con ovocitos sin zona

pe11ucida durante un periodo de 2 horas (necesario para 1a
ocurrencia de su penetración), siendo posteriormente recuperados
y evaïuado e] porcentaje de penetración obtenido en función de]
tiempo de incubación.

Los resu1tados obtenidos se presentan en 1a Fig. III.4, e
indicaron que 10s espermatozoides de rata requirieron un tiempo
minimo de incubación de 3 hs para expresar su capacidad de

penetración a ovocitos sin zona pe11ucida. A partir de este
horario, se produjo un aumento gradua1 en e] porcentaje de

ovocitos penetrados en función de] tiempo de capacitación,
a1canzando e] 100% de penetración 1uego de un periodo de

incubación de 5 horas. Este fue, por 1o tanto, e] tiempo
requerido para que en 1a mayoria de 1os espermatozoides se

comp1ete e1 proceso de capacitación.

III.2.3. Anáïisis por e] ensayo de ELISAde 1a proteína DE
presente en espermatozoides capacitados.

Comose ha mencionado anteriormente, estudios previos habian
demostrado 1a pérdida de una importante proporción de 1a proteina
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Fig. III.4. cinética de] proceso de capacitacion in vitro. Los
espermatozoides fueron incubados in vitro por espacio de 6 hs,
recuperándose muestras a distintos tiempos 1uego de comenzada 1a
incubación. Tras su recuperación, dichos espermatozoides fueron
puestos en contacto con ovocitos sin zona pe11ucida durante un
período de 2 horas. A1 fina1izar este periodo, 1os ovocitos
fueron recuperados, evaïuándose e] porcentaje de penetración
obtenido en función de1 tiempo de incubación.
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DEdurante incubaciones bajo condiciones in vivo e in vitro

(Kohane et a1., 1980b). Por 10 tanto, se propuso investigar si
bajo condiciones verdaderamente capacitantes, se producía 1a
pérdida descripta de proteina DE.

Con esta finaiidad, espermatozoides recuperados de] cauda
epididimario fueron capacitados in vitro por espacio de 5 hs,
para ser posteriormente fijados y acopiados a piacas de ELISA,
procediéndose a1 aná1isis de 1a proteina DE presente en 1a

superficie de ios mismos.

Los resuitados se muestran en 1a Fig. III.5 e indicaron que,
comoconsecuencia de 1a incubación bajo condiciones capacitantes
in vitro, se produjo una pérdida equivaïente a1 63% de 1a

proteina con respecto a 1os espermatozoides no capacitados.

Existia 1a posibi1idad de que 1a disminución observada fuera
producto de un acop1e diferencia] a 1a p1aca de ELISAentre 1os

espermatozoides no capacitados, o de una pérdida diferencia1 de
1os espermatozoides durante 1os 1avados. Para descartar estas
posibi1idades se procedió a recuperar y contabiiizar a aque1ios
espermatozoides que 1uego de] paso de acop1e no hubieran quedado

adsorbidos a 1a piaca, asi como también a aqueiios que se

hubieran despegado durante 1as etapas de 1avado de] ensayo.
Los resuitados obtenidos indicaron que e] número de

espermatozoides recuperados 1uego de 1a etapa de acop1e fue
simiiar en ambos casos, así como también e1 número de

espermatozoides recuperados en e] voiumen tota] de 1avado a1
finaiizar e] ensayo.

En conjunto, estos resultados descartaron 1a posibi1idad de que
1a pérdida detectada fuera producto de una interacción
diferencia1 de 10s espermatozoides a ias p1acas dei ensayo.
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Fig. III.5. Ensayo de ELISAsobre espermatozoides recuperados
1uego de un proceso de capacitación in vitro. Espermatozoides
directamente recuperados de] cauda epididimario previo a su
capacitación (T0) y espermatozoides_ capacitados in vitro por
espacio de 5 hs (T5) fueron fijados y acopiados a piacas de ELISA
con e] fin de proceder a 1a cuantificación de 1a proteina DE
presente en 1a superficie de ios mismos, siendo uti1izado como
primer anticuerpo anti-DE (T0, a-DE; T5, d-DE) o IgG de conejo
norma] como contro1 (T0, NIgG). Se grafica 1a absorbancia medida
(0.0. a 405 nm) para cada una de ias muestras mencionadas. Los
vaiores representan ias medias i E.S. de 3 experimentos
independientes.



III.2.4. Presencia y 1oca1ización de 1a proteina DEen 1os
espermatozoides capacitados in vitro.

Una vez corroborada 1a existencia de 1a pérdida de DE 1uego de

un proceso de capacitación ín vitro bajo 1as condiciones
experimenta1es descriptas, se propuso estudiar si, ta] comofuera
mencionado anteriormente, dicha pérdida era producto de una
remoción tota1 de DEen un número determinado de espermatozoides

o de una pérdida parcia] de 1a proteina en 1a pob1ación de
espermatozoides.

Para discriminar entre estas posibiïidades, 1os espermatozoides
fueron capacitados in vitro durante 5 hs, 1uego de 1o cua1 fueron
fijados, anaïizándose 1a presencia de DEen 1os mismos mediante
1a técnica de IIF.

Tai como se muestra en 1a Tab1a III.4, 1os resu1tados indicaron
que 1uego de 5 hs de capacitación in vitro, no pudo observarse
una disminución en e] número de cé1u1as marcadas entre ïos

espermatozoides capacitados (98%) con respecto a 1os no
capacitados (99%), sugiriendo que 1a pérdida encontrada de DE
seria consecuencia de 1a 1iberación parcia1 de 1a proteina
presente en 1a membrana de 1os espermatozoides y no de 1a pérdida

tota] de 1a misma en una proporción de estas cé1u1as.

sin embargo, ana1izando en forma deta11ada 1a 1oca1ización de
1a proteina en ios espermatozoides capacitados, se encontró que,



Tab1a III.4. Presencia y Iocaïización de 1a proteina DEen
espermatozoides recuperados luego de un proceso de capacitación
in vitro.

% de esp. c/marca

Condiciones n° % de esp. x de

de incubación exp marcados D SE moti1idad

Medio RFM, O h 12 99 96 4 70 - 80

Medio RFM, 5 h 13 98 47 51 60 - 70

PBS, 24 h 3 100 95 5 0

(D) región dorsa1 de 1a cabeza de1 espermatozoide, (SE) segmento
ecuatoriaï de1 acrosoma de1 espermatozoide.
Espermatozoides no capacitados (Medio RFM,0 h), espermatozoides
sometidos a un proceso de capacitación in vitro durante 5 hs
(Medio RFM, 5 h) y espermatozoides mantenidos en PBS por 24 hs a
temperatura ambiente (PBS, 24 h), fueron fijados y 1a presencia
de DEen 1os mismos anaïizada mediante 1a técnica de IIF.



ta] como se describe en 1a tabïa mencionada. un 51%de 1os mismos

mostraba a 1a proteina DEcon una 1oca1ización diferente a 1a

encontrada entre 1os espermatozoides no capacitados. A diferencia
de 1a distribución origina] de DErestringida exc1usivamente a 1a
región dorsa1, 1a nueva 1oca1ización inc1uia a 1a mayor parte de
1a cabeza de] espermatozoide. La Fig. III.6a muestra nuevamente
1a 1oca1ización origina] de 1a proteina DEen 1a región dorsaï de
1a cabeza de] espermatozoide. La Fig. III.6b muestra a un

espermatozoide presentando 1a nueva 1oca1ización de 1a marca
fiuorescente. Teniendo en cuenta 1a descripción de 1os dominios
que componen 1a cabeza de1 espermatozoide de rata (Fig. III.60,

Yanagimachi, 1988), se encontró que 1a nueva distribución de 1a

proteína DE se correspondía con 1a región de1 segmento
ecuatoria]. Ta] como se observa en e] esquema mencionado, e1

dominio de1 segmento ecuatoria1 comprende 1a mayor parte de 1a

cabeza de1 espermatozoide de rata.

Dado que, a pesar de ser uti1izado e1 sistema de se1ección de

1a suspensión origina] previamente descripto, 10s espermatozoides
capacitados presentaban una disminución de moti1idad a1 cabo de 5
hs de incubación (Tab1a III.4), se consideró 1a posibi1idad de
que esta nueva 1oca1ización fuera una consecuencia de 1a pérdida
de moti1idad o deterioro que pudiera ocurrir durante 1a
capacitación in vitro. Para descartar esta posibi1idad, se
utiiizaron dos aproximaciones experimenta1es:

a) se estudió 1a 1oca1ización de DE en espermatozoides

mantenidos en PBS por espacio de 24 hs a temperatura ambiente,

siendo ésta una condición que provoca 1a muerte de 1a mayoria de

1os espermatozoides (determinado por 1a tinción vita] de eosina),
b) se rea1izó 1a técnica de IIF in vivo, sobre espermatozoides
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Fig. III.6. Loca1ización de 1a proteina DEen espermatozoides
capacitados in vitro. Los espermatozoides fueron capacitados in
vitro por un periodo de 5 hs, 1uego de 1o cua] fueron fijados y
sometidos a 1a técnica de IIF. Los pares de fotografias
presentadas muestran a] espermatozoide observado en contraste de
fase (izquierda) y epifiuorescencia (derecha).
(a-b) Un espermatozoide no capacitado, tratado con anti-DE en 1a
IIF, presentando marca fiuorescente en 1a región dorsai dei
acrosoma.
(c-d) Un espermatozoide recuperado iuego de 1a capacitación y
tratado con anti-DE en 1a IIF, presentando marca fiuorescente en
1a región correspondiente a1 segmento ecuatoriai dei acrosoma.
Aumento: 625 x.
(e) Diagrama indicando ios distintos dominios de 1a cabeza de]
espermatozoide de rata. (ac) capuchón acrosoma], (es) segmento
ecuatoriai, en negro. Extraido de Yanagimachi, (1981).
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capacitados, para 1ograr observar 1a nueva 1oca1ización de 1a
proteina en espermatozoides vivos y móti1es.

Los resu1tados indicaron que entre 10s espermatozoides
mantenidos en PBS por 24 horas a temperatura ambiente, 10s cua1es

se encontraban comp1etamente inmóti1es y sóïo mostraban un 30%de

viabi1idad, fué encontrado so1amente un 5%de cé1u1as con 1a

nueva 10ca1ización de DE (Tabïa III.4).

Por otro 1ado, a] ser reaïizada 1a técnica de IIF in vivo 1uego
de 1a capacitación de 1os espermatozoides, se pudo detectar 1a
nueva 1oca1ización de DEen espermatozoides capacitados móti1es,
1o cua] indicaba que 1a marcación en e1 segmento ecuatoria] se

manifestaba en espermatozoides vivos durante e1 proceso de
capacitación de 10s mismos.

En conjunto, estos resu1tados descartaron 1a posibi1idad de que
1a aparición de 1a proteina DE en e] segmento ecuatoria] fuera
simp1emente consecuencia de un fenómeno de deterioro o muerte de

10s espermatozoides.

III.2.5. Aparición de espermatozoides con DEen e] segmento
ecuatoria1 en función de] tiempo de capacitación.

En base a 10s resu1tados descriptos en e1 punto anterior,
existia 1a posibi1idad de que 1a aparición de 1a proteina DE en
e] segmento ecuatoria], se re1acionara con un cambio funciona1 de
1os espermatozoides ta1 como 1a capacitación y/o reacción
acrosomaï.

Con e] fin de estudiar dicha posibi1idad, espermatozoides
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recuperados dei cauda epididimario fueron incubados bajo
condiciones capacitantes in vitro por un periodo de 6 hs. A

distintos tiempos 1uego de comenzada 1a incubación, fueron
recuperadas muestras de espermatozoides para ser fijadas y
sometidas a IIF, ana1izándose posteriormente e] porcentaje de
espermatozoides con 1a proteina DE 10ca1izada en e1 segmento

ecuatoria1. Los resu1tados presentados en 1a Fig. III.7 indicaron
que, durante 1a capacitación in vitro, se produjo un aumento
gradua] en e1 porcentaje de espermatozoides con 1a nueva

1oca1ización de DEen función de] tiempo de incubación, 11egando
a un máximo de 55% a1 cabo de 5 hs. Este va1or no se modificó

durante 1a hora siguiente de incubación.

Cuando estos resuïtados fueron comparados con 1os obtenidos
para 1a cinética de fusión de 1os espermatozoides con e] oo1ema

(Fig. III.4) se observó 1a existencia de un paraieïismo entre 1a
ocurrencia de 1a nueva 1ocaïización de DE y 1a capacidad de

fusión de 1os espermatozoides con e] ovocito en función de]
tiempo de capacitación. Teniendo en cuenta nuevamente 1a
necesidad de 1a reacción acrosomaï para 1a fusión de ios
espermatozoides con e1 ooïema, 1a simi1ar cinética de ambos
fenómenos resu1taba una nueva evidencia a favor de 1a asociación

entre 1a presencia de DEen e1 segmento ecuatoria] y un cambio

funciona] de 1os espermatozoides.

III.2.6. Inf1uencia de 1a temperatura sobre 1a aparición de DEen
e] segmentoecuatoria].

Taï como ha sido previamente descripto (Yanagimachi, 1988a), 1a
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Fig. III.7. cinética de aparición de espermatozoides con 1a
proteina DE 1oca1izada en e] segmento ecuatoriai. Los
espermatozoides fueron incubados bajo condiciones capacitantes in
vitro por un periodo de 6 hs, recuperándose muestras a distintos
tiempos para ser fijadas y sometidas a 1a técnica de IIF,
evaiuándose finaimente e] porcentaje de espermatozoides con 1a
proteina DEiocaiizada en e] segmento ecuatoriai.



capacitación es un fenómeno dependiente de 1a temperatura.
Temperaturas menores a 37°C no permiten 1a ocurrencia de este
proceso bajo condiciones in vitro. Si 1a nueva 1oca1ización de 1a

proteína estuviera asociada con 1a ocurrencia de 1a capacitación
y/o reacción acrosoma1, 1a incubación a bajas temperaturas
debería poseer un efecto inhibitorio sobre éste fenómeno.

Con e1 fin de investigar esta posibiïidad, espermatozoides
recuperados de] cauda epididimario fueron incubados durante 5 hs

en medio RFMmantenido a 4°C en una atmósfera de 5% C02 en aire,

para ser fina1mente fijados y ana1izados por IIF.
Los resuïtados se presentan en 1a Tab1a III.5 y demostraron

que bajo 1as condiciones mencionadas, se produjo una inhibición

significativa en e] porcentaje de espermatozoides con DE
1oca1izada en e] segmento ecuatoria1.

Cabe mencionar que, como consecuencia de 1a incubación a baja
temperatura, se produjo una inhibición tota1 de 1a motiïidad de
10s espermatozoides. Con e] fin de anaïizar si 1a menor
redistribución era consecuencia de 1a inhibición de 1a motiïidad

de 10s espermatozoides, se eva1uó e] efecto de un inhibidor
metabó1ico como 10 es 1a azida de sodio sobre 1a redistribución

de DE. Para e110, 10s espermatozoides fueron incubados durante 5
hs bajo condiciones capacitantes en presencia de este agente
(0.2%), para ser posteriormente fijados y sometidos a un proceso
de IIF. Los resu1tados (Tab1a III.5.) indicaron que, a pesar de
1a inmotiïidad provocada por 1a presencia de azida durante 1a
incubación, 1os espermatozoides no manifestaron una inhibición
de] porcentaje de cé1u1as con redistribución, 1o cua1 indicaba
que 1a disminución obtenida durante 1as incubaciones a 4°C era
especificamente debida a1 efecto de 1a incubación a baja
temperatura. Cabe mencionar que 1a azida por si so1a no provocó



Tab1a III.5. Inf1uencia de 1a temperatura sobre e] porcentaje de
espermatozoides con DEen e1 segmento ecuatoria].

Condiciones n° x de espermatozoides % de

de incubación exp con marca en e] SE moti1idad

RFM5 h, 37°C 6 45.3 i 7.0 60 - 70

RFM 5 h, 4°C 6 17.4 i 7.2 * O

RFM+ azida 3 46.6 i 6.8 0

5 h, 37°C

(SE) segmento ecuatoria]
Espermatozoides recuperados de] cauda epididimario fueron
incubados en medio RFMa una temperatura de 37°C (RFM5 h, 37°C),
o de 4°C (RFM5 h, 4°C), o en presencia de azida de sodio 0.2 % *
(RFM+ azida, 5 h, 37°C), durante 5 hs en una atmósfera de 5% C02
en aire, para ser fina1mente fijados y sometidos a 1a técnica de
IIF, ana1izándose e1 porcentaje de espermatozoides con DE
1oca1izada en e] segmento ecuatoria]. Fué eva1uada también 1a
moti1idad de 1as distintas muestras.
* p < 0.001 según test de X2.



un aumento de 1a redistribución entre 1os espermatozoides no
capacitados.

III.3. Posibïes causas de 1a aparición de DEen e] segmento
ecuatoria1.

La nueva iocaiización de DEen e1 segmento ecuatoria1 de 1os

espermatozoides durante 1a capacitación podia deberse a 1as
siguientes causas:

a) a una migración de moïécu1as origina1mente presentes en 1a

región dorsa] de] acrosoma.

b) a una exposición de moiécu1as presentes en forma criptica en
1a región de1 segmento ecuatoria] en 10s espermatozoides.

c) a una combinación de ambos fenómenos.

Teniendo en cuenta estas tres posibi1idades se intentó
estabïecer 1a causa de 1a aparición de 1a proteina DEen una
nueva región de 1a cabeza de1 espermatozoide.

III.3.1. Migración de DEa1 segmento ecuatoriai

Con e] fin de investigar 1a posibïe migración de DEa1 segmento

ecuatoriaï, e] esquema experimenta] uti1izado consisitió en 10s
siguientes pasos:

i) incubación de 1os espermatozoides con e1 anticuerpo



anti-DE durante 1os primeros 20 minutos de capacitación,
permitiendo asi 1a interacción de1 anticuerpo con ias
moïécu1as de DEorigina1mente expuestas,

Vii 1avado de1 anticuerpo en exceso y continuación de1 proceso
de capacitación in vitro por 5 hs,

iii) fijación e IIF, siendo uti1izado só1o e] segundo
anticuerpo f1uoresceinado.

Según este esquemaexperimenta], ïos espermatozoides fijados
eran directamente incubados con e1 segundo anticuerpo
f1uoresceinado. Por 1o tanto, únicamente podian ser visuaïizadas
por IIF, aque11as moiécuias que se hubieran encontrado expuestas

en 1a superficie de] espermatozoide a1 inicio de 1a incubación y,
por ende, se encontraran disponib1es para interactuar con anti
DE. Por e1 contrario, aque11as mo1écu1as de DE que se hubieran

expuesto después de haber sido removido e1 exceso de anticuerpo
durante 1a capacitación, no serian reveïadas. Si 1a aparición de
1a nueva ïocaiización de DEera producto de una migración de

mo1écu1as origina1mente expuestas, e1 porcentaje de
espermatozoides con DE 1oca1izada en e1 segmento ecuatoria] debia
resu1tar simiïar a1 obtenido bajo condiciones norma1es de
capacitación (ver Tab1a III.4). Si, por e1 contrario, era
producto de mo1écu1as expuestas durante 1a capacitación, 1as
mismas no serian reve1adas y e1 porcentaje de espermatozoides con
redistribución resu1taria inhibido.

Existia 1a posibi1idad de que, aún después de1 1avado de1 punto

ii, pudiera quedar cierta cantidad de anticuerpo disponib1e para
asociarse a 1os espermatozoides durante 1a capacitación. Por 1o
tanto se estudió cuá1 era 1a di1ución de] anticuerpo anti-DE a



utiïizar en e] punto i), de modoque marcara efectivamente a 1os

espermatozoides en suspensión pero que 1uego de un 1avado fuera

removido de1 medio de incubación. E1 ú1timo punto fué comprobado

uti1izando e] sobrenadante obtenido comoprimer anticuerpo en una
IIF.

La di1ución adecuada resu1tó ser de 1:10, debido a que a1 ser

agregado e] anticuerpo en una mayor concentración (1:5), e1 mismo

no pudo ser tota1mente removido 1uego dei 1avado, mientras que
di1uciones mayores (1:50 y 1:100) no resuitaron efectivas en 1a
marcación de 10s espermatozoides en suspensión. Por 1o tanto, fue
ésta 1a di1ución utiïizada en e1 estudio de migración previamente
descripto.

Ta1 como se muestra en 1a Tab1a III.6, e] porcentaje de

espermatozoides con DE 10ca1izada en e1 segmento ecuatoria1 a1

ser e] anticuerpo removido a 1os 20 minutos de incubación (58.5%)

no resu1tó menor que aquei obtenido para 10s espermatozoides

capacitados por 5 hs y 1uego sometidos a 1a técnica corriente de
IIF (52%). Estos resu1tados indicaban que e] fenómeno de
redistribución era, a1 menos en parte, consecuencia de 1a
migración de mo1écu1as de DE previamente expuestas en 1a membrana

de 1os espermatozoides.

Sin embargo, existia 1a posibiiidad de que 1a redistribución
haïïada entre 1os espermatozoides incubados con anti-DE a1 inicio
de 1a capacitación, hubiera ocurrido durante 1os primeros 20
minutos de incubación con e] anticuerpo. Para descartar esta
posibiiidad, 10s espermatozoides se fijaron inmediatamente
después de 1a incubación con anti-DE, y 1uego se trataron con e1



Tabïa III.6. Migración de 1a proteina DEdurante e] proceso de
capacitación in vitro.

% de espermatozoides
Tratamiento con marca en e] SE

No capacitados 3.0 i 1.0

Capacitados 5 h 52.0 t 4.0

Anti-DE 20 min,

capacitados 5 h 58.5 i 5.1

Anti-DE 20 min 6.5 i 0.7

(SE) segmento ecuatoriai
Los espermatozoides fueron incubados bajo condiciones
capacitantes ín vitro, recuperándose muestras a1 comienzo (No
capacitados) y a1 fina] (Capacitados, 5 h) de 1a incubación, 1as
cua1es fueron fijadas, y uti1izadas para ana1izar e] porcentaje
de espermatozoides con DE 1oca1izada en e1 SE. Para eva1uar 1a
ocurrencia deï fenómenode migración, ios espermatozoides fueron
incubados con anti-DE durante 20 minutos, 1avados para remover e]
exceso de anticuerpo, capacitados por espacio de 5 h y fina1mente
fijados y tratados con anti-IgG de conejo-f1uoresceinado (anti-DE
20 min, capacitados 5 h). Como contro], 1os espermatozoides
fueron incubados con anti-DE 20 min, fijados inmediatamente
después y tratados con e1 segundo anticuerpo fïuoresceinado
(anti-DE 20 min). Los va1ores representan 1as medias t E.S. de 4
experimentos independientes.
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segundo anticuerpo f1uoresceinado. Bajo estas condiciones, e1
porcentaje de cé1u1as con 1a nueva iocaïización de DE resu1tó

só1o de un 6% (Tab1a III.6), indicando que e] anticuerpo no
inducia 1a redistribución en 1os primeros 20 min de incubación.

III.3.2. Eva1uación de 1a posibïe exposición de 1a proteína DE.

Los experimentos mencionados indicaban 1a existencia de un

fenómeno de migración de mo1écu1as, e] cua1 seria responsab1e, a1
menos en parte, de1 cambio de iocaïización de DE. Sin embargo,

estos resu1tados no descartaban 1a posibiïidad de que,
para1e1amente a esta migración, existiera un fenómeno de
exposición de mo1écu1as de DEdurante e] proceso de capacitación.
En caso de existir un fenómeno de esta natura1eza, deberia
existir una pob1ación de DE Ïocaïizada previamente en forma
críptica en e] segmentoecuatoria].

Con e] objeto de investigar 1a posib1e presencia de una

pob1ación de DE no expuesta en 1a superficie correspondiente a1
segmento ecuatoria], 1os espermatozoides no capacitados se
trataron con distintos agentes permeabi1izantes o proteasas, para
ser posteriormente sometidos a 1a tecnica de IIF. Ta1 como se
muestra en 1a Tab1a III.7, 1os tratamientos permeabi1izantes
taïes como 1a secuencia de fijación metano1-acetona, e1 Tritón X
100 sobre espermatozoides fijados con p-formaïdehido, o e]
conge1amiento, no provocaron 1a aparición de] nuevo patrón de
1oca1ización de DEen espermatozoides no capacitados. Por otra
parte, e1 tratamiento con agentes que podrian provocar e]
desenmascaramiento de antígenos previamente presentes en 1a
membranata1es como 1as proteasas tripsina o pronasa (Tabïa



Tab1a III.7. Efecto de diversos tratamientos permeabiïizantes y
proteasas sobre 1a Iocaïización de DE en espermatozoides no
capacitados.

X de espermatozoides c/marca
Tratamiento

D SE

Metano] / Acetona 96 3

p-forma1dehido /
Tritón X-100 93 7

Congeïamiento 92 5

Tripsina 95 1

Pronasa 96 4

(D) región dorsa], (SE) segmento ecuatoriai
Los espermatozoides fueron sometidos a 10s tratamientos indicados
(ver descripción en Materiaies y métodos), siendo posteriormente
fijados con p-forma1dehido 2 % en PBS en 1os casos de tratamiento
por congeïamiento o con proteasas con e1 fin de ser uti1izados
para reaiizar 1a técnica de IIF, eva1uándose e1 porcentaje de
cé1u1as con 1a proteina 1oca1izada en 1a región dorsa1 o en e1
segmento ecuatoria1.



III.7) o, ta] como fué indicado en 1a Tab1a III.1, con C1Na

0.6 M, tampoco 1ograron inducir 1a aparición de DE en e1

segmento ecuatoria].

Comouna aproximación a1ternativa a1 estudio de 1a posibie

existencia de un fenómeno de exposición, se inhibió 1a migración
de DEprovocando e] entrecruzamiento de 1a proteina mediante 1a

incubación con anti-DE seguido de1 acop1amiento de] segundo

anticuerpo-FITC diva1ente a1 inicio de 1a capacitación. Estos
espermatozoides fueron posteriormente incubados bajo condiciones
capacitantes durante 5 hs, fijados, y fina1mente sometidos a 1a
técnica de IIF corriente (anti-DE / 2do. anticuerpo-FITO). De
este modo, dado que 1a migración se encontraba impedida a causa

de1 entrecruzamiento provocado por e1 segundo anticuerpo, 1a
aparición de marca en 1a región ecuatoria], 1uego de 1a IIF de
1os espermatozoides capacitados, indicaria 1a ocurrencia de 1a
exposición de mo1écu1asdurante 1a capacitación.

Los resu1tados de estos experimentos se muestran en 1a Tab1a
III.8 e indicaron que, bajo estas condiciones, e] porcentaje de
espermatozoides con redistribución fue significativamente menor
que e1 obtenido bajo condiciones controïes (15.7% vs 53%).

E1 hecho de que 1a redistribución no se hubiera anu1ado

comp1etamente, podia deberse a 1a faïta de una inhibición
comp1eta de 1a migración. Sin embargo, entre ios espermatozoides
que no fueron nuevamente sometidos a 1a IIF (y que habian

sidomarcados a1 inicio de 1a incubación), se encontró so1o un
1.6%de redistribución (Tab1a III.8), indicando que 1a migración
habia sido compïetamente inhibida. Por 1o tanto, 1a aparición de



Tab1a III.8. Inhibición de 1a migración de DEpor incubación
con e] segundo anticuerpo a1 inicio de 1a capacitación.

% de espermatozoides
Tratamiento con marca en e] SE

1. Capacitados 5 h 53.0 t 4.3

2. anti-DE 20 min,
2do. anticuerpo-FITC 20 min, 15.7 i 2.0 *
capacitados 5 h, IIF.

3. anti-DE 20 min,
2do. anticuerpo-FITC 20 min, 1.6 i 2.3
capacitados, 5 h.

(SE) segmento ecuatoria1. (1.) Los espermatozoides fueron
incubados bajo condiciones capacitantes in vitro, recuperándose
muestras a1 fina] de 1a incubación, 1as cua1es fueron fijadas, y
uti1izadas para anaïizar e] porcentaje de espermatozoides con DE
1oca1izada en e1 segmento ecuatoria]. (2.) Los espermatozoides
fueron incubados con anti-DE durante 20 minutos, 1avados para
remover e] exceso de anticuerpo, incubados con anti-IgG de
conejo-FITC durante 20 min, 1avados nuevamente y capacitados por
espacio de 5 h. A1 finaïizar 1a incubación fueron fijados y
sometidos a 1a técnica de IIF corriente. (3.) Idem 2., só1o que
a1 fina1izar 1a capacitación Ios espermatozoides fueron fijados y
examinados directamente sin una nueva IIF.
Los vaïores representan 1as medias t E.S. de 3 experimentos
independientes. * p < 0.001 vs 1.



un 15.7%de espermatozoides con redistribución entre aqueiïos que
habian sido nuevamente incubados con primer y segundo anticuerpo

a1 fina1izar 1a incubación podia deberse a un desprendimiento
parcia] de] segundo anticuerpo en cierta subpobiación de
espermatozoides durante 1a incubación. En este caso, moïécuias de
DE que a1 inicio se encontraban inhibidas de migrar, podrian
haberse despiazado desp1azarse a1 no encontrarse entrecruzadas
por e] segundo anticuerpo. Una segunda a1ternativa, aunque menos
probab1e, consistiría en que cierta subpobiación de
espermatozoides manifestara un fenómeno de exposición de
moiécuias de DE.

Aún si este fuera e] caso, en conjunto, 1os resultados
descriptos descartarian 1a posibiïidad de que 1a nueva
10ca1ización de DE fuera enteramente consecuencia de 1a

exposición de 1a proteina en e1 segmento ecuatoria].

III.4. Vincu1ación entre 1a migración de DEgy1a ocurrencia de 1a
reacción acrosoma]

Los resuïtados descriptos en 1a sección III.2. indicaron que 1a
migración de DE a1 segmento ecuatoria] se produciría como
consecuencia de un cambio funciona] en ios espermatozoides.

Teniendo en cuenta que e] porcentaje de espermatozoides con DEen

ei segmento ecuatoria] aumentaba en función de] tiempo de
capacitación (Fig. III.7), podia postuiarse que 1a redistribución
estuviera asociada a1 proceso de capacitación de 1os
espermatozoides. Sin embargo, dado que este aumento resu1taba
también para1e1o a 1a capacidad de penetración de ovocitos sin
zona y, teniendo en cuenta que sóio 1uego de 1a ocurrencia de 1a



reacción acrosomal, los espermatozoides son capaces de fusionarse
a Ios ovocitos, podia postularse que 1a migración de DE se
reiacionara más especificamente con 1a reacción acrosomal en si.
Con e] objeto de investigar esta última posibilidad, se
reaiizaron una serie de estudios en los cuales se analizó el

efecto de 1a ausencia (en el medio de capacitación) de iones
involucrados en 1a reacción acrosomal, asi comotambién e1 efecto
de distintos tratamientos inductores de dicha reacción, sobre 1a
redistribución de DE.

III.4.1. Efecto de 1a falta de caïcio y bicarbonato sobre 1a
redistribución de DE.

Tal como ha sido mencionado en la Introducción, asi como 1a

presencia de Ca2+extracelular es un requisito indispensable para
1a ocurrencia de 1a reacción acrosomal, el ión HCOa-ha sido

recientemente descripto comootro de 1os iones invoiucrados en
este proceso. Se analizó entonces, la influencia de estos iones
sobre 1a redistribución de DE, como una primera aproximación a1
estudio de la posible asociación entre este fenómeno y 1a
ocurrencia de 1a reacción acrosoma].

A. Influencia del calcio extracelular sobre la redistribución

En una primera serie de estudios, se investigó el efecto de 1a
fa1ta de] ión calcio en el medio de capacitación sobre el
porcentaje de espermatozoides con redistribución de DE.
Estrictamente hablando, el medio uti1izado consistió en un medio



"deficiente" de Ca2+, ya que e1 que1ante EGTA (ácido

eti1eng1icoT-bis(B-aminoeti1 eter) no fue incorporado debido a
que su presencia provocaba una inhibición importante de 1a
motiïidad de 1os espermatozoides. Debido a e110, se emp1eó un

medio RFMa1 cua1 no habia sido agregado e] ión ca1cio durante su

preparación. Los resu1tados obtenidos (Tab1a III.9), indicaron
que 1a incubación en un medio deficiente en Ca2+ disminuyó
significativamente e1 porcentaje de cé1u1as con redistribución de
DEcon uti1izadorespecto a1 obtenido en un medio RFMcompïeto

como contro] (16.8% vs 52.4%).

B. Efecto de 7a falta de HCO3-sobre 7a redistribución de DE

Una vez estab1ecida 1a necesidad de 1a presencia de Ca2+

extrace1u1ar como requisito para 1a ocurrencia de 1a
redistribución de DE, se estudió e1 efecto de 1a ausencia de1 ión
HCOa'en e1 medio de capacitación sobre 1a migración de DE a1

segmentoecuatoria].
Comoes bien sabido, e1 HC03' se encuentra invo1ucrado en e]

mantenimiento de1 pH en e] medio. Para e1iminar esta variabïe, en

e] momento de 1a preparación de] medio, e1 pH se ajustó mediante

e] agregado de NaOH1 N, manteniéndose constante durante 1as

horas de incubación debido a1 efecto de1 tampón HEPESinciuido en
e] medio RFM.

Los resu1tados obtenidos (Tab1a III.9) indicaron que 1a
ausencia de HCOa' durante 1a incubación de 1os espermatozoides

disminuyó significativamente e1 porcentaje de céïuïas con
redistribución de DEcon respecto a1 controï (36.4% vs 52.4%).



Tabla III.9. Efecto de 1a fa1ta de Ca2+ y HC03- sobre e]
porcentaje de espermatozoides con redistribución de DE.

Condiciones n° de x de esp. x
de incubación exp c/marca en e] SE motiïidad

RFMcompïeto 4 52.4 t 4.2 60 - 70

RFMÏibre de Ca2+ 3 16.8 i 6.4 * 70 - 90

RFMïibre de HCOa' 4 36.4 i 2.6 * 60 - 80

(SE) segmento ecuatoria]
Los espermatozoides fueron recuperados de1 cauda epididimario e
incubados en medio RFM compieto, en medio RFMsin agregado de
C12Ca (1ibre de Ca2*) o en medio RFMsin agregado de HC03Na
(1ibre de HCOa'), durante un periodo de 5 hs bajo condiciones
capacitantes, para ser posteriormente fijados y sometidos a 1a
técnica de IIF. Finaimente, se evaiuó para cada grupo e]
porcentaje de espermatozoides con 1a proteina DE1oca1izada en e]
segmento ecuatoria]. Los va1ores representan 1as medias i E.S.
de] número indicado de experimentos independientes. * p < 0.001
según test de X? comparado con 10s espermatozoides incubados en
RFMcompïeto.



Ta] como fue mencionado en 1a Introducción, 1a presencia de
caicio es imprescindibïe para 1a ocurrencia de 1a fusión entre e]
espermatozoide y e] ovocito. A diferencia de 1o que ocurre con e]

caicio, encontramos que e1 ión HCOa‘no resu1ta imprescindib1e

para este proceso. Esto pudo ser comprobado debido a que, ta1

como se muestra en 1a Tabïa III.10, 1os porcentajes de
penetración en un medio 1ibre de este ión no fueron

significativamente diferentes de aque11os encontrados en un medio
RFMcomp1eto (67% vs 86%). Por 10 tanto, fue posibïe estudiar en

este caso, si 1a menor redistribución obtenida en ausencia de
HCOa‘durante 1a capacitación, se refïejaba en una disminución en
1a capacidad de fusión de estos espermatozoides.

Ta] como se observa en 1a misma tabia, 10s resu1tados indicaron

que cuando 10s espermatozoides fueron incubados en ausencia de
HCO3', se producía una inhibición en 1a capacidad de fusión (4%

vs 66.6%), sugiriendo que 1a inhibición de 1a migración de DE

manifiestada en ausencia de HCOa'en e] medio de capacitación,

podia deberse a una inhibición de 1a reacción acrosoma1.

III.4.2. Efecto de tratamientos inductores de 1a reacción
acrosoma] sobre 1a redistribución de DE.

Si bien 1a menor redistribución encontrada en ausencia de

caïcio y bicarbonato, se correspondía con una posibie vincu1ación
entre 1a migración de DE y 1a reacción acrosoma1, resu1taba
interesante estudiar si tratamientos inductores especificos de 1a
reacción acrosoma], provocaban un aumento en e] porcentaje de

espermatozoides con 1a proteina DE 1oca1izada en e] segmento
ecuatoria1.



Tabla III.10. Efecto de 1a faïta de HC03-sobre 1a penetración de
ovocitos sin zona pe11ucida.

medio de medio número de porcentaje de
capacitación de fusión ovocitos penetración

RFMcompieto RFMcomp1eto 55 86.25 i 7.7

RFMcompïeto RFMsin HCOa- 40 66.60 i 11.8

RFM sin HCOa- RFM sin HCOa- 51 4.0 i 2.2 *

Los espermatozoides fueron recuperados de] cauda epididimario,
para ser incubados bajo condiciones capacitantes por un periodo
de 5 hs en medio RFMcomp1eto, o preparado sin 1a adición de
HCOa'. Una vez concïuido este período, 1os mismos fueron puestos
en contacto con ovocitos sin zona pe11ucida en presencia o
ausencia de] ión HCOa'durante 1a fusión. Los vaïores representan
1as medias i E.S. de 5 experimentos independientes.
* p < 0.001 según test de X2 vs 1os dos contro1es con RFM

compIeto como medio de capacitación.



A. Efecto del ionóforo A23187 sobre 7a redistribución de DE.

Ta] como ha sido mencionado en 1a Introducción, e] ionóforo de

caicio A23187 induce 1a reacción acrosoma] en ios espermatozoides
de todas ias especies en ias que ha sido estudiado su efecto.

Con e1 fin de estudiar si este agente provocaba 1a inducción de

1a migración de DEhacia e] segmento ecuatoria], se capacitaron
espermatozoides in vitro por espacio de 4 hs, 1uego de 10 cua] se
procedió a agregar distintos voïúmenes de una so1ución 100 mM de

ionóforo A23187en DMSO,obteniéndose concentraciones finaïes de

0.5, 1 y 5 uM de] ionóforo de caicio A23187 en e] medio de

capacitación. Como contro] se uti1izó medio RFMo medio RFM

conteniendo DMSO,uti1izado para disoiver e] ionóforo

Dado que e] agregado de1 ionóforo (especia1mente 1as

concentraciones de 1 y 5 uM) provocaba una disminución inmediata

de 1a motiiidad de 1os espermatozoides, existia 1a probabi1idad
de que e] mismo hubiera ejercido un efecto tóxico sobre los

espermatozoides. Si 10 que ocurria era soiamente una inhibición
de 1a motiiidad comoconsecuencia de 1a presencia de] ionóforo,
e] 1avado de1 mismo 1uego de haber ejercido su efecto inductor,
debia revertir 1a inmoti1idad de 10s espermatozoides.

Para evaiuar esta ú1tima posibi1idad, 1os espermatozoides
fueron 1avados a distintos tiempos 1uego de1 agregado de]
ionóforo (15, 30 y 60 min), y resuspendidos en medio RFM

(previamente equi1ibrado y mantenido a 37°C) conteniendo 8 mg/m1

de BSA. Posteriormente, 1a incubación prosiguió bajo 1as
condiciones capacitantes mencionadas. Se anaiizó e] porcentaje de
espermatozoides mótiïes asi como también e] grado de motiiidad,
que presentaban 1os mismos tras e] 1avado dei ionóforo a Ios
distintos tiempos mencionados. En todos 1os casos 1a evaïuación



fué rea1izada 1uego de 30 minutos de 1a remoción de1 mismo.

Ta] como se indica en 1a Tab1a III.11, se observó que, si e1

ionóforo era removido a ios 15 min, 1a moti1idad de 1os
espermatozoides retornaba a nive1es simiïares a 1os contro1es. Si

e1 1avado se rea1izaba a ios 30 min de haber agregado e]

ionóforo, 1a recuperación de motiiidad no era tota] y,
fina1mente, 1uego de 60 minutos de incubación con ionóforo, ios
espermatozoides no recuperaron ningún tipo de moti1idad. Los

mismos resu1tados fueron obtenidos para 1as concentraciones de 1
y 5 uM de ionóforo, mientras que aqueïïos espermatozoides
incubados con 1a menor concentración (0.5 uM), manifestaron

cierta moti1idad aún 1uego de 60 minutos de incubación con e]
ionóforo.

En base a 1os resuïtados obtenidos fue uti1izado e1 esquema

experimentaï que se describe a continuación, con e] fin de
evaïuar e] efecto de] ionóforo sobre 1a redistribución de DE.

Para e110, se capacitaron espermatozoides in vitro por espacio de
4 hs, 1uego de 1o cua] se procedió a agregar e] ionóforo A23187,

obteniéndose concentraciones fina1es de 0.5, 1 y 5 uMen e] medio
de capacitación. Luego de 15 minutos de su agregado, ios

espermatozoides fueron ïavados, resuspendidos en medio RFM

conteniendo 8 mg/m] BSAy fina1mente incubados durante 30 minutos

adiciona1es bajo 1as condiciones capacitantes mencionadas. Tras
fina1izar este periodo, ïos espermatozoides fueron fijados .y
sometidos a 1a técnica de IIF. Los resuïtados indicaron que, con
todas 1as concentraciones uti1izadas, se obtuvo un aumento
significativo en e1 porcentaje de espermatozoides con
redistribución de 1a proteína DE (Fig. III.8), 11egando a
obtenerse un porcentaje superior a1 80%para 1a mayor



Tab1a III.11. Efecto de] 1avado sobre 1a moti1idad de
espermatozoides tratados con ionóforo.

Tiempo de grado de moti1idad % de esp
incubación con a 1os 30 min de] 1avado móïti1es
ionóforo (min)

0.5 uM 1 - 5 uM 0.5 uM 1 - 5 uM

O +++ +++ 60 — 70 60 - 70

15 +++ +++ / ++ 60 - 70 50 - 60

30 ++ / + ++ / + 30 - 60 20 - 50

60 + 10 - 30 0

Los espermatozoides fueron capacitados in vitro durante 4 hs,
para ser posteriormente incubados con distintas concentraciones
de1 ionóforo A23197 (0.5, 1 y 5 uM) por distintos tiempos (15, 30
y 60 min). Una vez concïuidos 1os periodos mencionados, 1os
espermatozoides fueron 1avados y resuspendidos en RFMconteniendo
8 mg/m1de BSA, prosiguiendo 1a incubación bajo 1as condiciones
capacitantes mencionadas. Se ana1izó e] porcentaje de
espermatozoides móti1es asi como también e1 grado de motiïidad
que presentaban ios espermatozoides 30 minutos 1uego de1 1avado.
E1 grado de moti1idad de 1os espermatozoides se anaiizó en base a
1a siguiente escaia subjetiva:

+++: motiïidad progresiva y vigorosa
++: moti1idad progresiva débii
+: motiïidad vibráti1 "in situ”
-: inmotiiidad



concentración uti1izada. Este aumento con respecto a1 controi no
fue observado a1 ser e1 ionóforo agregado en ausencia de caïcio

extrace1u1ar (53% vs 52%), 1o cua] indicaba que e] efecto se

encontraba especificamente mediado por este ión.

Teniendo en cuenta que seria necesaria 1a utiiización de
espermatozoides tratados con ionóforo en estudios posteriores, se
quiso investigar si, asi comoen otras especies (Ta1bot et a1.,
1976; Watson y Piummer, 1986; F1orman y First, 1988), e] efecto

inductor de1 ionóforo sobre 1a reacción acrosoma] podia ser
observado aún entre espermatozoides no capacitados. De ser asi,
no seria necesario someter a 1os espermatozoides a un periodo de
capacitación previo para ser inducidos a reaccionar por ionóforo,
resu1tando simpïificado e] esquema experimentai. Para estudiar
esta posibi1idad, 1os espermatozoides directamente recuperados
de] cauda epididimario fueron tratados con ionóforo
(concentración finai: 5 uM)siendo utiiizado para eiio e] esquema
experimenta] descripto anteriormente. Ta] como es posibïe
observar en 1a Fig. III.9, e] tratamiento con ionóforo fué capaz
de provocar 1a inducción de 1a redistribución aún en
espermatozoides no capacitados. Sin embargo, a pesar de que e1
efecto obtenido, medido como e] número de veces de estimuïación,
fué mayor entre ios espermatozoides no capacitados (6.9 veces),
que entre 1os capacitados por 4 hs (1.7 veces), só1o fue posibie
obtener, en ei primer caso, un vaïor máximo de 49% de

espermatozoides con redistribución. Teniendo en cuenta que,
anaïizando 10s vaiores absoiutos, e1 agregado de ionóforo A23187
a espermatozoides previamente capacitados por espacio de 4 hs
permitía obtener 1a pob1ación con e1 mayor número de

espermatozoides con 1a proteina DE 1oca1izada en e] segmento
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Fig. III.8. Efecto de] ionóforo A23187sobre 1a 1oca1ización de
1a proteína DE. Los espermatozoides fueron capacitados in vitro
por espacio de 4 hs, para ser posteriormente incubados con
distintas concentraciones (0.5, 1 y 5 uM) de1 ionóforo de calcio
A23187uti1izando e1 esquema experimenta] descripto en Materia1es
y Métodos. Comocontro], se presenta e] medio RFM conteniendo
DMSO.A1 fina1izar e1 periodo de incubación, 1os espermatozoides
fueron fijados y sometidos a 1a técnica de IIF con e] fin de
evaiuar e1 porcentaje de espermatozoides con DE1oca1izada en e]
segmentoecuatoria].
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Fig. III.9. Efecto de] ionóforo A23187sobre 1a 1oca1ización de
1a proteina DE en función de] tiempo de capacitación. Los
espermatozoides fueron incubados bajo condiciones capacitantes in
vitro por espacio de 5 hs agregándose e] ionóforo a distintas
horas 1uego de] inicio de 1a incubación (concentración fina]: 5
uM)utiiizando e1 esquema experimentaï descripto (ver Materiaies
y Métodos). Posteriormente, ios espermatozoides correspondientes
a cada horario fueron fijados y sometidos a 1a técnica de IIF con
e] fin de evaluar e] porcentaje de espermatozoides con DE
10ca1izada en e] segmento ecuatoria].



ecuatoriai (83%), fue éste e] esquema experimenta] utiiizado en
10s estudios posteriores.

B. Efecto del congelamiento-descongelamiento de los
espermatozoides no capacitados sobre 7a redistribución de DE.

Otro método de inducción de 1a reacción acrosoma] en a1gunas

especies, inciuyendo 1a rata (Jones et a1.,, 1990), es e]
sometimiento de espermatozoides no capacitados a cicïos de
conge1amiento y posterior descongeiamiento. Cabe mencionar que,
en forma diferente a 1a permeabi1ización provocada por e]
conge1amiento como único tratamiento (sección III.3.2.), e]
posterior desconge1amiento, conjuntamente con 1a reiteración de
este cicïo, provoca 1a reacción acrosoma] de 1os espermatozoides,
inciusive entre espermatozoides no capacitados (Jones et a1.,
1990).

Con e] fin de evaiuar e] efecto de este tratamiento sobre 1a

1oca1ización de DE, espermatozoides recuperados de] cauda
epididimario, fueron sometidos a1 tratamiento mencionado y
posteriormente fijados, para ana1izar 1a 10ca1ización de DE en
1os mismos por IIF. Los resu1tados indicaron que e1 tratamiento
de 1os espermatozoides con cicios de conge1amiento

desconge1amiento provocó 1a redistribución de 1a proteina DE en
un 78%de 1os espermatozoides no capacitados.

C. Inducción de 7a redistribución por agregado de zona
pe77ucida.



Comose ha mencionado en 1a Introducción, 1a zona pe11ucida

posee caracteristicas inductoras de 1a reacción acrosoma], tanto
en forma intacta comoso1ubi1izada, en todas 1as especies en 1as
que se 1a ha ensayado hasta ei momento. Resu1taba interesante,
por 10 tanto, estudiar e1 efecto de 1a zona pe11ucida de rata
sobre 1a redistribución de DE.

- Estab1ecimiento de una técnica para 1a obtención de zonas
pe11ucidas de rata.

Teniendo en cuenta que hasta e] momentono habia sido descripto

para 1a rata un sistema de recuperación de zonas pe11ucidas en
grandes cantidades, se rea1izaron una serie de ensayos
pre1iminares tendientes a desarro11ar una técnica adecuada para
ta] propósito.

Con esta fina1idad, se comparó 1a eficiencia de recuperación
obtenida a1 empiear dos técnicas diferentes de purificación de
zonas, a partir de ovarios que habian sido previamente
disgregados mecánicamente. Los dos procedimientos ensayados
fueron:

i) purificación de zonas por separación de] tejido ovárico en
gradientes de Perco11

ii) purificación de zonas a partir de 1a fi1tración de tejido
ovárico a través de ma11as de ny1on

A su vez, utiïizando 1a técnica de1 fiïtrado, se comparó e1
número de zonas obtenido partiendo de ovarios de hembras

prepúberes superovuiadas con respecto a1 obtenido partiendo de
hembras adu1tas que no habian sido sometidas a1 tratamiento
hormona].



Los resuïtados indicaron que, partiendo de ovarios de hembras
adu1tas en amboscasos, 1a técnica de fi1tración permitió obtener
un mayor rendimiento (60 - 80 zonas/ovario) que e] procedimiento
utiiizando gradientes de Perco11 (40 - 50 zonas/ovario). Por otro
1ado, a1 utiïizar e1 sistema de fi1tración, con ovarios de hem
bras prepúberes superovuïadas, siendo 10s ovarios recuperados
1uego de 1a ovu1ación, e1 número de zonas obtenido fue menor que

en 10s dos casos mencionados (20 - 30). Sin embargo, debido a 1a

gran disponibiïidad de este ú1timo tipo de materiai en el
1aboratorio, también fueron uti1izados estos ovarios para 1a
purificación de zonas pe11ucidas.

En todos 10s casos, una vez obtenidas 1as zonas purificadas,

1as mismas fueron so1ubi1izadas por tratamiento ácido y sometidas
a un proceso de diá1isis y iiofiïización (ver Materia1es y
Métodos).

- Efecto de] agregado de zona pe11ucida sobre 1a redistribución
de 1a proteína DE.

Unavez estandarizada 1a técnica de purificación de zonas
pe11ucidas, se procedió a evaiuar e] efecto de su agregado, en
forma so1ubi1izada, sobre e] porcentaje de espermatozoides con
redistribución de DE. Cabe mencionar que en 1as distintas
especies, e] agregado de zona pe11ucida provoca 1a reacción
acrosoma] en un porcentaje que generaïmente no supera e] 50% de

ios espermatozoides previamente capacitados (F1orman y First,
1988; Cherr y coi, 1985; O’Rand y Fisher, 1987). Por 1o tanto, se

eva1uó e] efecto dei agregado de zona a espermatozoides incubados
previamente por 3 hs, siendo ésta 1a pob1ación de espermatozoides



capacitados que presentaba e] menor porcentaje de cé1u1as con
redistribución.

Con esta fina1idad, 1os espermatozoides fueron capacitados por
espacio de 3 hs, 1uego de 10 cua1 voïúmenes de 10 u1 de 10s

mismos fueron transferidos a tubos eppendorf conteniendo un
vo1umensimiïar de medio, obteniéndose concentraciones fina1es de
5 y 10 zonas por u], y de 100 zonas/espermatozoide. La incubación

prosiguió por espacio de una hora adiciona] bajo condiciones
capacitantes, 1uego de 10 cua] ïos espermatozoides fueron fijados
y sometidos a 1a técnica de IIF. En este caso, 1a técnica de IIF
fué adaptada, ta] comose describe en 1a sección de Materia1es y

Métodos, para ser uti1izada con pequeños números de

espermatozoides. Comocontro1, se uti1izó e1 medio de extracción
de zonas (medio ZP) sometido a 1os mismos tratamientos de

diáïisis y 1iofi1ización.

Los resuïtados se muestran en 1a Tab1a III.12 e indicaron que

e] agregado de 5 zonas/u] 1uego de 3 hs de capacitación provocó
un aumento significativo en e1 porcentaje de espermatozoides con
redistribución (50.7% vs 30.5%) siendo 66% e1 porcentaje de
estimuïación. Este efecto no se vió incrementado por 1a
uti1ización de una concentración de 10 zonas/u].

III.5. Características de 1a proteína DE10ca1izada en e1
segmentoecuatoriaï.

Los resu1tados presentados permitieron evidenciar 1a existencia
de un fenómeno de migración de 1a proteina DE hacia e]



Tabïa III.12. Efecto de] agregado de zona pe11ucida soiubi1izada
sobre 1a redistribución de DE.

Tratamiento x de esp c/marca (x estim)
en segmento ecuatoria]

Medio ZP 30.5 i 3.4

ZP + 5 zonas/U1 50.7 i 2.5 ‘ (66%)

ZP + 10 zonas/ui 45.0 t 2.9 * (47%)

Los espermatozoides se capacitaron por espacio de 3 hs, 1uego de
1o cuai fueron transferidos a tubos eppendorf conteniendo 5 y 10
zonas/u1, obteniéndose una concentración finai de 100 zonas/esp.
La incubación prosiguió por una hora adiciona] bajo condiciones
capacitantes, siendo ios espermatozoides finaïmente fijados y
sometidos a 1a técnica de IIF adaptada para pequeños números de
espermatozoides (ver Materia1es y Métodos), eva1uándose e]
porcentaje de espermatozoides con redistribución de DE. Se
inciuyen 1os porcentajes de estimuiación obtenidos a1 comparar
ios vaiores de redistribución ha11ados entre espermatozoides
tratados con zona pe11ucida soiubiiizada y aque11os tratados con
medio de soiubi1ización de zonas (medio ZP) utiiizado como
controi. Los vaiores representan 1as medias i E.S. de 3
experimentos independientes. * p < 0.001 según test de X2 vs
medio ZP.



segmentoecuatoriaï bajo condiciones capacitantes in vitro, e]
cua], de acuerdo a 1os experimentos descriptos en 1a sección
III.4. se encontraría asociado a 1a ocurrencia de 1a reacción
acrosoma].

Resuitaba interesante, en este punto, rea1izar una serie de
estudios comparativos entre 1a proteina reconocida por anti-DE en
e1 segmento ecuatoria1 de 10s espermatozoides reaccionados y
aque11a locaïizada en 1a región dorsa] de 10s espermatozoides no
capacitados.

Ta1 comose mencionó en 1a sección III.4.2., e] tratamiento de
espermatozoides previamente capacitados por 4 hs con ionóforo
A2318? provoca 1a redistribución de DE en 1a mayoria de 10s

mismos. Por 1o tanto, fue éste e1 esquema experimenta] uti1izado

para 1os estudios que se describen a continuación.

III.5.1. Moviïidad e1ecroforética de 1a proteina DEIoca1izada en
e1 segmento ecuatoriaï.

Teniendo en cuenta que 1a redistribución de DEse produciría en
forma concomitante con e] desencadenamiento de 1a reacción

acrosoma1, momentoen e1 cua] se produce una gran activación de

enzimas comofosfoiipasas y proteasas, se decidió investigar si
1a proteina DE presente en e] segmento ecuatoriaï de ios
espermatozoides reaccionados presentaba a1guna aïteración en su
peso mo1ecu1ar con respecto a 1a presente en 1os espermatozoides
no capacitados.

Con esta fina1idad, se procedió a inducir 1a reacción acrosomaï
en 10s espermatozoides mediante e] tratamiento con ionóforo



A23187. A1 fina1izar 1a incubacion, 10s espermatozoides fueron
recuperados con ei fin de rea1izar 1a extracción de ias proteinas
de membrana mediante un tratamiento con Tritón X-100. Las

proteinas extraídas fueron separadas por e1ectroforesis en un ge]
de po1iacri1amida no desnaturaiizante, transferidas a
nitroce1u1osa y reve1adas inmunoiógicamente uti1izando anti-DE
comoprimer anticuerpo. Con e] fin de corroborar 1a eficiencia de
1a técnica de extracción, una vez fina1izado e1 tratamiento con
Tritón X-100, 1os espermatozoides fueron fijados y sometidos a 1a
técnica de IIF, comprobándose 1a ausencia compieta de marca en e]
100%de ios espermatozoides anaïizados.

Teniendo en cuenta que durante 1a capacitación de 1os

espermatozoides se producía una pérdida importante de 1a proteina
DE, e] medio recuperado de 1a capacitación de 1os espermatozoides
fue sometido a1 procedimiento de separación e1ectroforética y
posterior inmuno-e1ectrotransferenciara con e1 fin de detectar en
e] mismo 1a presencia de DE.

Los resuitados se muestran en 1a Fig. III.10, en 1a cua1 se
observa que 1a proteina proveniente de 1os espermatozoides
incubados con ionóforo y, por ende, 1oca1izada en e1 segmento

ecuatoria], posee idéntica movi1idad e1ectroforética en ge1es de
poiiacriiamida no desnaturaïizantes que 1a proteína DE extraída
de espermatozoides no capacitados y iocaiizada en 1a región
dorsa] de ios mismos. En 1a misma figura es posibie observar 1a

aparición de 1a proteina DEen e] medio de capacitación.
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Fig. III.10. Moviiidad e1ectroforética de 1a proteina DEpresente
en 1a superficie de espermatozoides tratados con ionóforo A23187.
Muestras correspondientes a proteinas de membrana(obtenidas por
extracción con Tritón X-100) provenientes de espermatozoides no
capacitados (A), de espermatozoides capacitados 4 hs in vitro con
posterior tratamiento con ionóforo A2318? 5 uM (B), y
correspondientes a1 medio en ei cua] procedió 1a capacitación de
ios espermatozoides (C), fueron separadas por eiectroforesis en
geies de poiiacriiamida nativos, transferidas a nitroce1u1osa y
reveiadas inmunoiógicamente utiiizando anti-DE como primer
anticuerpo.



III.5.2. Anáïisis de 1a cantidad de proteina DEpresente en
espermatozoides tratados con ionóforo A23187.

Los estudios descriptos en 1a sección III.2.3. permitieron
corroborar 1a pérdida de una gran proporción de DE 1uego de un

proceso de capacitación in vitro. Dadoque bajo estas condiciones
era posib1e encontrar a1rededor de un 50%de espermatozoides con

redistribución, no era posibïe determinar si 1a pérdida
encontrada se producia comoconsecuencia de 1a capacitación, o si
1a 1iberación de DE a1 medio de capacitación resuïtaba
coincidente con su migración a1 segmento ecuatoria1. Se propuso
entonces investigar esta ú1tima posibiïidad, rea1izando un
aná1isis de 1a cantidad de proteina remanente en espermatozoides
tratados con ionóforo 1uego de ser sometidos previamente a un
proceso de capacitación in vitro.

Para e11o, espermatozoides epididimarios fueron capacitados in
vitro por espacio de 4 hs, para ser posteriormente incubados con
ionóforo A23187 (5 uM) uti1izando e1 esquema experimenta]

descripto anteriormente. Tras ser sometidos a1 tratamiento
mencionado, 1os espermatozoides fueron fijados y acop1ados a
p1acas de ELISAcon e] fin de proceder a 1a cuantificación de 1a

proteina DEpresente en 1a superficie de 1os mismos.
Los resu1tados se muestran en 1a Fig. III.11 en 1a cua] se

inc1uyen, 10s resu1tados obtenidos para 1os espermatozoides
capacitados sin un posterior tratamiento con ionóforo (ya
descriptos en 1a Fig. III.5). Ta] comoes posib1e observar en 1a
figura mencionada, e] tratamiento de 1os espermatozoides
capacitados con ionóforo A23187, provocó una pérdida adiciona] de
un 25%de 1a proteina DE con respecto a 10s espermatozoides
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Fig. III.11. Ensayo de ELISAsobre espermatozoides tratados con
ionóforo A23187 1uego de 1a capacitación. Espermatozoides
directamente recuperados de1 cauda epididimario previo a su
capacitación (T0), capacitados ín vitro por espacio de 5 hs (T5)
o capacitados 4 hs y posteriormente tratados con ionóforo A23187
5 uM (T4 + A23187), fueron fijados y acop1ados a p1acas de ELISA
con e] fin de proceder a 1a cuantificación de 1a proteina DE
presente en 1a superficie de 10s mismos. Entre paréntesis figuran
105 porcentajes de pérdida correspondientes con respecto a 1os
espermatozoides no capacitados.
Se grafica 1a absorbancia medida (0.0. a 405 nm) para cada una de
1as muestras mencionadas. Los resu1tados corresponden a 1as
medias i E.S. de 3 experimentos independientes.(* P < 0.02 según
test de Student).
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capacitados pero no expuestos a1 ionóforo. Estos resuïtados
evidenciaron 1a existencia de una pérdida de DE en forma
coincidente con su migración a1 segmento ecuatoria].

III.5.3. Redistribución de 1a proteína DEen espermatozoides
sometidos a a1ta fuerza iónica.

Los resu1tados descriptos en 1a sección anterior permitieron
demostrar 1a existencia de una pérdida significativa de]
contenido de DE en 1a superficie de 1os espermatozoides

capacitados e inducidos a reaccionar por tratamiento con
ionóforo. Teniendo en cuenta 1a existencia de 1as ya mencionadas

dos pob1aciones de DEunidas diferencia1mente a 1a membrana de
1os espermatozoides, una posibïe aïternativa consistía en que 1a
pob1ación débiïmente unida fuera aque11a 1iberada durante 1a
capacitación. En caso de ser asi, 1a pob1ación fuertemente unida
seria 1a que permaneceria unida a 1a superficie 1uego de 1a
capacitación, siendo visua1izada en 1a región correspondiente a1
segmento ecuatoria1.

Con e] fin de estudiar esta posibiïidad, espermatozoides
recuperados de1 cauda epididimario fueron tratados con C1Na0.6 M

extrayéndose de este modo 1as proteinas débiimente unidas a 1a
membrana. Posteriormente, 10s espermatozoides fueron incubados
bajo condiciones capacitantes por espacio de 5 hs para ser
finaïmente fijados y sometidos a 1a técnica de IIF.

Ta1 como se muestra en 1a Tabïa III.13, 1uego de que 10s

espermatozoides tratados con C1Na 0.6 M fueron incubados bajo
condiciones capacitantes, se obtuvo un 91%de espermatozoides con



redistribución de DE. Por 10 tanto, estos resuitados estaban
indicando que 1a proteina no removibie por aïta concentración
iónica fué capaz de cambiar su iocaïización durante 1a incubación
bajo 1as condiciones mencionadas. Por otro 1ado, dado que e]
tratamiento en si sobre ios espermatozoides no capacitados no
produce 1a aparición de DE en e] segmento ecuatoria] (6% vs 1%,

Tabïa III.13), es necesaria 1a incubación de 1os espermatozoides
bajo condiciones capacitantes para que se manifieste 1a
redistribucion de 1a proteina fuertemente unida a 1a membrana.

Un hecho interesante consistió en que, ta] como se puede
observar en 1a misma tab1a, e1 porcentaje de cé1u1as con

redistribución ha11ado entre 1os espermatozoides tratados con
fuerza iónica y posteriormente incubados bajo condiciones
capacitantes, fué mayor que e] obtenido para espermatozoides
so1amente sometidos a un proceso de capacitación in vitro por 5
hs (91% vs 53%), sugiriendo que e] tratamiento mencionado

provocaría un aumento en 1a capacidad de ios espermatozoides de
sufrir 1a redistribución de DE.

III.1. Comportamientode 1a proteina DEbajo condiciones
capacitantes in vivo.

III.6.1. Estab1ecimiento de 105 sistemas a uti1izar para 1a
capacitación in vivo.

Los resu1tados descriptos en 1os puntos anteriores indicaron
1a existencia de un fenómeno de migración de 1a proteina DEhacia

e] segmentoecuatoria] bajo condiciones capacitantes ín vitro,
fenómeno que se produciria conjuntamente con 1a ocurrencia de 1a



Tabïa III.13. Loca1ización de 1a proteína DEfuertemente unida a
1a membranaIuego de una incubación bajo condiciones capacitantes
in vitro.

x de espermatozoides c/marca
Tratamiento de
1os espermatozoides D SE

RFM, O hs 98 1

RFM, 5 hs 45 53

C1Na 0.6 M, RFM 5 hs 7 91

CÏNa 0.6 M, RFM 0 hs 94 6

(D) región dorsa] de 1a cabeza de1 espermatozoide.
(SE) segmento ecuatoria1 de] espermatozoide.

Espermatozoides recuperados de] cauda epididimario tratados con
C1Na0.6 Mo no sometidos a este tratamiento, fueron incubados
bajo condiciones capacitantes in vitro por espacio de 5 hs, 1uego
de 1o cua1 fueron fijados y sometidos a 1a técnica de IIF,
evaïuándose e] porcentaje de espermatozoides con marca en 1a
región dorsa o en e] segmento ecuatoria1. Se representan 1as
medias de 3 experimentos independientes.



reacción acrosoma]. Resu1taba interesante entonces, estudiar si
e] fenómeno de redistribución de 1a proteina DE se producía
también bajo condiciones capacitantes in vivo.

Teniendo en cuenta que 1a capacitación de 1os espermatozoides
se compïeta en e1 oviducto, y con e] fin de investigar 1a

1oca1ización de DE 1uego de un proceso comp1eto de capacitación

in vivo, resuitaba necesario rea1izar una IIF sobre
espermatozoides recuperados de] oviducto. Un hecho importante a
considerar era que, ta] comose ha mencionado en 1a Introducción,
e1 número de espermatozoides que 11egan a 1a ampu11a 1uego de un

apareo o inseminación es muy bajo, razón por 1a cua1 fué

necesario uti1izar un esquema que permitiera recuperar un número
suficiente de espermatozoides para rea1izar 1os estudios
mencionados. Unsistema con dichas caracteristicas consistía en
ia inseminación de 1os espermatozoides en e1 momento de 1a

ovuïación, ta] como 1o describieran Sha1gi y Kraicer (1978) para
1a rata.

En estos ensayos, resuitaba ventajoso e1 emp1eo de hembras

prepúberes, debido a que 1a superovuïación (y, por ende, e]
momentode su ovu1ación) es provocada mediante 1a administración
de hormonas en forma exógena sin tener en cuenta 10s cic1os
hormonaies de1 anima]. A su vez, dado que era necesario uti1izar
ovocitos en varios de 105 estudios in vivo, ei empieo de este

tipo de hembras resu1taba también ventajoso debido a que e]
número de ovocitos obtenidos de 1as hembras prepúberes

superovuïadas es mucho mayor que e] obtenido mediante e] emp1eo
de animaies adu1tos.

En esta serie de estudios se uti1izaron tanto espermatozoides
epididimarios como eyacu1ados con e1 fin de comparar 103



resuïtados obtenidos. Mientras que 1a obtención de
espermatozoides eyacu1ados capacitados se rea1izó por e1 sistema
de apareo, 1a capacitación in vivo de 10s espermatozoides
epididimarios se rea1izó mediante 1a inseminación artificia]
uterina de ios mismos. Comoha sido mencionado, en ambos casos se

uti1izaron hembras prepúberes en e] momentode su ovu1ación.

Dado que 1a ocurrencia de 1a capacitación in vivo soïamente
podia verificarse a través de 1a presencia de ovocitos
ferti1izados en 1a ampu11a, se rea1izaron una serie de ensayos
pre1iminares tendientes a estab1ecer Ios porcentajes de
fertiïización obtenidos a1 ser uti1izados 10s dos sistemas
mencionados.

Cuando se ensayó e] sistema de inseminación artificia1 con
hembras prepúberes en e] momento de 1a ovu1ación, de un tota] de

40 hembras inseminadas artificiaïmente, so1o un 47% presentaron
ovocitos ferti1izados, siendo 39.1%e] porcentaje promedio de
ferti1ización (Tabïa III.14). Por 1o tanto, para anaiizar 10s
resu1tados obtenidos con espermatozoides epididimarios, só1o
fueron uti1izados aque11os espermatozoides recuperados de hembras
que presentaran ovocitos fertiïizados.

Con e] fin de estudiar 10s resuitados de 1os apareos con
hembras prepúberes en e1 momento de su ovu1ación, fueron

evaïuados 10s resu1tados obtenidos a1 disponer 2 hembras con un

macho en 1a misma jau1a. Los mismos indicaron que, curiosamente,

sóïo un pequeño porcentaje (< 20%) de 1os machos probados habia

1ogrado aparear a 1as hembras. Con e1 fin de estudiar si estos
mismos machos eran capaces de aparear hembras prepúberes en



Tabla III.14. Porcentajes de fertiïización obtenidos mediante
inseminación ó apareo de
ovu1ación.

sistema n° de
de hembras

inseminación

x hembras
c/ovocitos

ferti1izados

x de
ferti1ización

1a
hembras prepúberes en e] momento de su

Artificia1 40 47 39.1 i 4.9
uterina

Apareo 34 52 91.4 i 9.9
(2 hembras/macho)

Apareo 11 90 90.3 i 6.3
(1 hembra/macho)

Las hembras superovu1adas fueron inseminadas artificiaimente
e1 útero, o puestas en apareo con machos probados (1 o 2
por macho) a 1as 12 hs post-hCG (momento de su ovuïación).
de 14 hs, 1as hembras fueron sacrificadas con ei fin de recuperar
1os ovocitos presentes en e1 oviducto, 10s cua1es fueron
examinados en un microscopio de contraste de fase, evaiuándose
1os porcentajes de ferti1ización obtenidos en cada caso.

en
hembras

Luego
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forma sistemática, se reaïizó una segunda serie de apareos
utiïizando 1os mismos machos probados en 1a serie anterior

(exitosos o no). So1amentefueron obtenidos resuitados positivos
con 1os machos que en 1a primera serie habian sido exitosos,
indicando que no todos 1os machos eran capaces de aparear hembras

prepúberes. Resuïtó necesario, por 1o tanto, rea1izar una previa
seiección de ios animaïes a utiiizar en 10s estudios propuestos.
Sin embargo, aún a1 ser utilizados 10s anima1es que habian

demostrado ser exitosos apareando hembras prepúberes, en 1a

mayoria de Ios casos só1o una de 1as dos hembras dispuestas por

jauïa resu1taba apareada (Tabïa III.14). A1ser coïocados estos
machos con una sola hembra por jauia, e1 porcentaje de hembras

con ovocitos fertiiizados ascendió a un 90%(Tabia III.14). En
este caso, tampoco fueron considerados ios resuïtados obtenidos
con ias hembras que no presentaron ovocitos ferti1izados.

III.6.2. Loca1ización de 1a proteína DEen espermatozoides
capacitados in vivo.

Una vez estabiecidos 10s sistemas y 1as condiciones a uti1izar
para permitir 1a capacitación in vivo de 10s espermatozoides, se
procedió a inseminar o aparear hembras bajo 1as condiciones
mencionadas. Luego de un periodo de seis horas, ias hembras
fueron anestesiadas con e] fin de proceder a 1a recuperación de
10s espermatozoides de] oviducto. En este caso, no só1o se
recuperaron aque11os espermatozoides que se enc0ntraban 1ibres en
e] fïuido oviducta1, sino también 1os asociados a ias cé1u1as de1
cumu1us oophorus.



En primer 1ugar, se ana1izó e] número de espermatozoides que
permanecían con 1a proteina DE asociada a su superficie. Los
resuïtados obtenidos fueron simiïares independientemente de] tipo
de espermatozoides utiïizados (epididimarios o eyacu1ados), e
indicaron que, asi como habia sido demostrado para 10s
espermatozoides capacitados ín vitro, no se verificó una
disminución en e] porcentaje de espermatozoides marcados 1uego de

un proceso comp1eto de capacitación ín vivo (96% para

espermatozoides de] oviducto vs 99%para 1os controies, Tab1a
III.15).

E1 paso siguiente consistió en anaiizar e1 porcentaje de
espermatozoides recuperados 1uego de un proceso de capacitación
ín vivo, que mostraban a 1a proteina DE 1oca1izada en e1 segmento
ecuatoria]. Nuevamente,ios resuïtados obtenidos fueron simi1ares
entre 1os espermatozoides eyacu1ados y epididimarios. Ta1 como se
describe en 1a Tabia III.15, e1 porcentaje de espermatozoides con
DE 1oca1izada en e] segmento ecuatoriai resu1tó ser un 15% para

1os recuperados de] oviducto y un 21%para aqueiios asociados a
1as cé1u1as de1 cumuïus oophorus.

Cabe aciarar que 1a moti1idad de 1os espermatozoides asociados
a1 cumuius no pudo ser cuantificada ya que, si bien 10s

espermatozoides mostraban un movimiento importante bajo 1upa,
(1os batidos f1age1ares de 10s espermatozoides provocaban ei
movimiento de 1as cé1u1as dei cumuïus), 1a motiiidad disminuia
notoriamente a1 ser 1os cumuïus transferidos a portaobjetos para
su posterior observación bajo e] microscopio. A pesar de que
tanto 10s portaobjetos como 1os cubreobjetos se encontraban
mantenidos a 37°C, estos resu1tados podian estar indicando una
sensibi1idad pecuiiar de Ios espermatozoides de rata a



Tabla III.15. Loca1ización de 1a proteina DEen espermatozoides
recuperados de] útero y oviducto 1uego de un proceso de
capacitación in vivo.

Espermatozoides n° esp c/redista x esp
presentes n° % esp c/marca x

en exp marcados n° esp tota] en SE moti]

cauda, 0 h 3 99 14/320 4 70 - 80

oviducto 6 96 46/310 15 20 - 40

1ibres, 6 h

cumuïus, 6h 6 98 25/121 21

espacio
perivite1ino 3 100 11/ 11 100 0

(SE) segmento ecuatoria]. (a) número de espermatozoides con 1a
proteina DEredistribuida en e] segmento ecuatoria].
* 1a motiïidad de 1os espermatozoides asociados a 1as cé1u1as de]
cumu1usno pudo ser determinada (ver sección III.6.2.).
Hembras prepúberes superovu1adas fueron inseminadas natura] O
artificia1mente en e1 momentode su ovuiación, siendo recuperados
1os espermatozoides 1ibres de1 oviducto y aque11os asociados a
1as Cé1u1as de] cumu1us oophorus 1uego de un periodo de seis
horas. Los ovocitos penetrados fueron recuperados 1uego de un
periodo de 10 hs posteriores a 1a inseminación. En todos 1os
casos se procedió a 1a fijación de 1as cé1u1as, y posterior IIF,
determinándose 1a iocaiización de 1a proteina DE sobre Ios
espermatozoides.
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diferencias de temperatura como 1as existentes durante 1a
transferencia de 1os mismos para su examinación.

Ta] como ha sido mencionado en 1a Introducción, 10s

espermatozoides que penetran e] cumu1us oophorus se encuentran

compïetamente capacitados. Sin embargo, 1a proporción de
espermatozoides asociados a1 cumu1usque mostró redistribución de

DE no superó e] 21%. Estos resu1tados sugerian que bajo
condiciones in vivo, a1 igua1 que 10 observado en 10s

experimentos in vitro, 1a redistribución de DEpodria vincu1arse
más especificamente con 1a ocurrencia de 1a reacción acrosomai.

Con e1 fin de confirmar esta hipótesis, se propuso rea1izar 1a
técnica de IIF sobre una pob1ación de espermatozoides
necesariamente reaccionados. Teniendo en cuenta 1a necesidad de

1a ocurrencia de 1a reacción acrosoma1 para penetrar 1a zona
pe11ucida, se estudió 1a 1oca1ización de DEen espermatozoides
presentes en e1 espacio perivite1ino de ovocitos penetrados.

Para e110, se rea1izaron apareos de hembras prepúberes
superovu1adas, con e1 fin de proceder a 1a recuperación de 10s
ovocitos 10 hs 1uego de su ovuiación. Una vez recuperados, Ios
ovocitos fueron fijados y finaïmente sometidos a 1a técnica de
IIF. A1 ser 1os mismos examinados en e] microscopio, se hizo

evidente un fenómeno de a1ta f1uorescencia de fondo que en 1a

mayoria de ios casos no permitió visuaïizar fáciimente 1a
1oca1ización de 1a marca sobre 1os espermatozoides perivite1inos.
En só1o 11 ovocitos fué posib1e determinar inequivocamente 1a
1oca1ización de DE sobre 10s espermatozoides presentes en e]

espacio perivite1ino. En todos estos casos (100%) 1a proteina se
ha11aba Iocaïizada en e] segmento ecuatoria1 de dichos
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espermatozoides (Tab1a III.15). En 1a Fig. III.12 se observa un
ovocito penetrado presentando un espermatozoide periviteïino en
e] cua], debido a 1a baja f1uorescencia de fondo, es posib1e
distinguir a 1a proteina DE1oca1izada en e] segmento ecuatoria1.
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espermatozoides
superovuiadas

siendo
10s ovocitos recuperados 1uego de un periodo de 10 hs posteriores
a1 apareo, fijados y sometidos a una IIF.

Locaïización de 1a proteina DEen
e1 espacio perivite1ino. Hembras
en apareo en e] momento de su ovuiaoión,

Fig. III.12.
presentes en
fueron puestas

1a izquierda (a) corresponde a una observación
en contraste de fase de un ovocito penetrado presentando un
espermatozoide 1ooa1izado en ei espacio periviteiino. A 1a
derecha (b), se observa 1a imagen de] mismo ovocito, observada en
microscopio de fiuorescencia. En 1a mismaes posibie distinguir
1a marca fiuorescente 1oca1izada en e] segmento ecuatoria] dei
espermatozoide periviteiino. Aumento: 625 x.

La fotografia de
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IV. RESULTADOS.

SEGUNDA PARTE: ESTUDIO DE LA FUNCION BIOLOGICA

DE LA PROTEINA "DE".

IV.A. Estudio de 1a participación de DEen 1a interacción

entre e] espermatozoide x e1 ovocito.

Ta] comoha sido descripto en 1a Primera Parte de este trabajo,

1a proteina DE permanece asociada a 1a superficie de 10s

espermatozoides 1uego deï proceso de capacitación y 1a ocurrencia
de 1a reacción acrosoma], sugiriendo estos resuïtados una posib1e
participación de DE en e1 proceso de fertiïización en si.
Teniendo en cuenta que concomitantemente con 1a ocurrencia de 1a

reacción acrosoma], 1a proteina DE migra hacia e] segmento
ecuatoria1 que es precisamente 1a región por 1a cua1 se produce
1a fusión de1 espermatozoide con 1a membrana p1asmática de]

ovocito, se estudió 1a posib1e participación de DEen 1a etapa
especifica de fusión entre 1as gametas que ocurre durante e]
proceso de ferti1ización.

IV.A.1. Penetración de ovocitos sin zona pe11ucida en función de
1a concentración de espermatozoides.

Con e] fin de eva1uar 1a participación de 1a proteina DEen e1

proceso de fusión, ios esquemas experimenta1es a ser utiïizados
debian inc1uir ensayos de penetración in vitro a ovocitos sin
zona pe11ucida. Tai como ha sido mencionado en 1a Introducción,

e] bïoqueo de po1ispermia a nive] de 1a membrana p1asmática en e1



248

ovocito de rata es parciaï y por 1o tanto se evaïuó 1a posib1e
infïuencia de 1a concentración de espermatozoides uti1izados en
1a inseminación, sobre 1a penetrabi1idad de 1os ovocitos.

Para e11o, fueron eva1uados 10s porcentajes e indices de
penetración de ovocitos sin zona pe11ucida obtenidos a1 uti1izar
tres concentraciones diferentes de espermatozoides (2 - 5 x 105,
0.5 - 2 x 105 y 2 —5 x 10‘ ) durante 1a coincubación de 1as

gametas.
Los resu1tados se muestran en 1a Tab1a IV.1 en 1a cuaï es

posib1e observar que, con 1a mayor concentración (2 - 5 x 105) se
obtuvo un 97%de penetración, siendo 1a mayoria de 10s ovocitos

(98%) penetrados en forma po1ispérmica. A1 ser utiïizada una
concentración intermedia, si bien e1 porcentaje de penetración se
mantuvo a1to (96%), se obtuvieron a1ternativamente situaciones de
mono (41%) y po1ispermia (59%). Fina1mente, a1 ser ensayada 1a

menor concentración, si bien se 1ograba una condición de
penetración prácticamente monospérmica (8% de ovocitos
po1ispérmicos), e1 porcentaje promedio de penetración era de un
67.4%.

En 1a Fig. IV.1a se observa un ovocito penetrado por un único

espermatozoide (penetración monospérmica). En 1a Fig. IV.1b se
presenta un ovocito recuperado en un estadio más tardío, ei cua]
se encuentra penetrado por dos espermatozoides, pudiendo ser
visua1izada 1a presencia de tres pronúcïeos (dos mascuïinos y uno
femenino). Las Figs. IV.c-d presentan ovocitos penetrados en
forma po1ispérmica.
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Tabïa IV.1: Penetración de ovocitos sin zona peï1ucida en función
de 1a concentración de espermatozoides.

Concentración n° x de x de indice de
de esp ovo penetración poïisp penetración

2 - 5 x 105 142 97.0 t 2.5 98.1 i 1.3 5.8 t 0.6

0.5 - 2 x 105 65 95.6 i 2.5 59.1 t 13.5 2.0 i 0.4

2 5 x 104 91 67.4 i 9.5 8.2 i 6.0 1.2 i 0.1

Espermatozoides provenientes de1 cauda epididimario fueron
capacitados in vitro durante 5 horas, 1uego de 1o cua] fueron
puestos en contacto con ovocitos sin zona pe11ucida en 1as
distintas concentraciones indicadas. Los ovocitos fueron
recuperados tras un periodo de 2 horas de incubación,
ana1izándose 1os siguientes parámetros:

% de penetración:
n° de ov penetrados / n° de ov tota1es observados

x de poïispermia:
n° de ov c/ más de 1 esp en e] oop1asma / n° de ov penetrados

indice de penetración:
n° de esp en e1 oop1asma / n° de ov penetrados

Los va1ores representan ias medias i E.S. de 8 experimentos
independientes. (ov) ovocito, (esp) espermatozoide



Fig. IV.1. 0vocitos sin zona pe11ucida de rata penetrados en
forma monoy polispérmica. (a) Fotografía de un ovocito de rata
penetrado en forma monospérmica. Con una f1echa se señaïa 1a
cabeza dispersa de un espermatozoide incorporado a1 oop1asma.
(b-d) Fotografías de ovocitos penetrados en forma poïispérmica:
(b) Ovocíto presentando dos espermatozoides incorporados a1
oop1asma, con sus correspodientes pronúCÏeos, conjuntamente con
e1 pronúc1eo femenino.
(c-d) Ovocitos presentando varios espermatozoides incorporados a1
ooïasma.
En todos 1os casos 103 ovocitos fueron fotografiados en un
microscopio de contraste de fase. Aumento: 250 x.
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IV.A.2. Efecto de] anticuerpo anti-DE sobre 1a penetración a
ovocitos sin zona pe11ucida.

Con e1 fin de investigar 1a posib1e participación de DEen e]
proceso de fusión, se procedió a estudiar e1 efecto dei
anticuerpo anti-DE sobre 1a capacidad de penetración de
espermatozoides maduros a ovocitos sin zona pe11ucida.

Para e110, espermatozoides provenientes de] cauda epididimario
fueron capacitados in vitro durante un periodo de 5 horas, 1uego
de 10 cua1 fueron incubados durante 20 minutos adicionaies en

presencia de anti-DE o de IgG de conejo normai, previo a1

agregado de ios ovocitos sin zona pe11ucida. Fueron uti1izadas
tres concentraciones de anticuerpo (0.25, 0.5 y 1 mg/mï), 1as
cua1es se evaiuaron en una primera serie de ensayos con 1a

concentración de espermatozoides que permitía una ¡penetración
mayoritariamente monospérmica. Comocontroi, fueron uti1izados
espermatozoides incubados en medio conteniendo IgG de conejo

norma] (NIgGI 1 mg/m1) y espermatozoides incubados en medio 1ibre

de anticuerpo.
Los resu1tados se presentan en 1a Fig. IV.2 e indican que con

una primera concentración de 0.25 mg/m1se obtuvo una reducción
de] 65%en e1 porcentaje de penetración (26% vs 75%de ovocitos

penetrados), con 1a segunda concentración de 0.5 mg/m1 e1
porcentaje de inhibición resuïtó simiïar a1 caso anterior (no se
grafica en 1a figura) y fina1mente se iogró obtener un 90% de
inhibición (7% vs 75%de ovocitos penetrados) en presencia de 1a

mayor concentración de anticuerpo.

Conei fin de evaiuar 1a especificidad de 1a inhibición
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Fig. IV.2. Efecto de1 anticuerpo anti-DE sobre 1a penetración a
ovocitos sin zona pe11ucida. Espermatozoides provenientes de]
cauda epididimario fueron capacitados ín vitro durante un periodo
de 5 horas, 1uego de 1o cua] fueron incubados en una
concentración de 2 - 5 x 104 esp/m1, durante 20 minutos
adicionaies en presencia de anti-DE (aDE, 0.25 y 1 mg/mi) o de
IgG de conejo norma1 (NIgG 1 mg/mï), o de medio RFM 1ibre de
anticuerpo (-), previo a1 agregado de 108 ovocitos sin zona
pe11ucida. Luego de 2 hs de incubación con Ios espermatozoides,
ios ovocitos fueron recuperados y anaïizado e1 porcentaje de
penetración. Se representan 1as medias i E.S. de 5 experimentos
independientes.
* p < 0.001 según test de X2 vs NIgG y RFM1ibre de anticuerpo.



encontrada, se procedió a anaïizar e1 efecto dei anticuerpo
sobre:

i) 1a motiiidad de 10s espermatozoides
ii) 1a viabiiidad de 1os ovocitos

En e] primer caso, se procedió a capacitar espermatozoides in
vitro por espacio de 5 hs, para 1uego ser incubados con una

concentración de anti-DE de 1 mg/m1 durante 30 minutos

adicionaïes. A1 finaiizar ei periodo mencionado, 1a moti1idad de
10s espermatozoides fue ana1izada bajo un microscopio de
contraste de fase (500 x), asi comotambién 1a posibie formación
de agiutinaciones ce1u1ares.

Los resuitados demostraron que e] anticuerpo no inhibia ni
provocaba una a1teración de 1a motiiidad de 1os espermatozoides.
Tampocofue posib1e evidenciar 1a presencia de ag1utinaciones de
espermatozoides, siendo descartado un posib1e efecto agiutinante
de anti-DE.

Con e1 fin de investigar un posib1e efecto tóxico de]
anticuerpo sobre 1os ovocitos en si, 10s mismos fueron incubados
por un periodo de 2 horas en RFMconteniendo 1 mg/m1 de anti-DE,

para ser posteriormente 1avados y transferidos a gotas de medio
fresco, siendo fina1mente inseminados con espermatozoides
previamente capacitados en medio 1ibre de anticuerpo. Los
resuitados indicaron que 1a preincubación de 10s ovocitos sin
zona con e] anticuerpo durante e] periodo mencionado no afectó ei
porcentaje de penetración de ios mismos respecto de1 controi (75%
vs 73%) demostrando que 1a inhibición observada no se debió a un
efecto de anti-DE sobre 1a penetrabiïidad de 1os ovocitos.



Finaïmente, teniendo en cuenta por un 1ado que e] anticuerpo se
agrega a 1os espermatozoides 1uego de 1a capacitación, y por otro

1ado que ta] comofuera demostrado (sección III.3.1.), aún siendo
agregado a1 inicio de 1a capacitación no inhibe ei porcentaje de
espermatozoides con redistribución de DE, se descartó 1a
posibiïidad de que 1a inhibición de 1a fusión fuera producto de
una inhibición de 1a reacción acrosoma1.

Con e] objeto de estudiar si e] agregado de 1as mismas
concentraciones de anticuerpo provocaban 1a inhibición de 1a
fusión aún en condiciones de penetración tota1mente
po1ispérmicas, se uti1izó e1 esquemadescripto anteriormente, con
una concentración de espermatozoides 10 veces mayor.

Los resu1tados obtenidos (Tab1a IV.2) indicaron que, si bien
bajo estas condiciones no se manifestaba una disminución en e1
porcentaje de penetración en presencia de] anticuerpo, existia
una inhibición significativa concentración-dependiente de1 número
de espermatozoides incorporados por ovocito, 11egando a obtenerse
un 65% de inhibición con una concentración de 1 mg/m1 de anti-DE.

En conjunto, estos resuitados constituyeron una importante
evidencia a favor de una posibie participación de 1a proteina DE
en e] proceso de fusión de] espermatozoide con e1 ovocito.

IV.A.3. Efecto de1 anticuerpo anti-DE sobre 1a unión de Ios
espermatozoides a1 oo1ema.

Ta1 como se ha mencionado en 1a Introducción, 61 proceso de



Tabla IV.2. Efecto de] anticuerpo anti-DE sobre 1a fusión a
ovocitos sin zona pe11ucida en condiciones de penetración
po1ispérmica.

n° x de indice de x de
Anticuerpo ovocitos penetración penetración inhibición

N IgG, 1 mg/m1 90 98.9 i 1.2 6.5 i 1.2 ---—

a-DE, 0.25 mg/m1 32 97.0 t 4.2 3.6 i 0.4 t 44.6

a-DE, 1.0 mg/m1 42 99.1 i 2.0 2.3 t 0.1 x 64.6

Espermatozoides provenientes dei cauda epididimario fueron
capacitados in vitro durante un periodo de 5 horas, 1uego de 10
cua] fueron incubados en una concentración de 2 - 5 x 105 esp/m1,
durante 20 min adiciona1es en presencia de anti-DE (0.25 y 1
mg/m1) o de IgG de conejo norma] (NIgG 1 mg/mï), previo a1
agregado de 1os ovocitos sin zona pe11ucida. Luego de 2 hs de
incubación con 10s espermatozoides, 1os ovocitos fueron
recuperados y ana1izado e1 porcentaje de penetración.
Se representan 1as medias i E.S. de 3 experimentos
independientes.
* p < 0.001 según test de ANOVA.
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fusión se compone de dos etapas: una primera etapa de unión de1

espermatozoide a 1a superficie de] ovocito, 1a cua1 resu1ta
imprescendibïe para 1a ocurrencia de 1a segunda etapa, que es 1a
fusión en si de 1a membrana p1asmática de1 espermatozoide con e1

ooïema. Se propuso investigar entonces 1a posibilidad de que 1a
proteína DE se encontrara invoïucrada en 1a primera etapa dei
proceso de fusión.

Con 1a fina1idad de estudiar 1a participación de DEen esta
primera etapa de unión de 10s espermatozoides a 1a membrana
p1asmática de1 ovocito, se procedió primeramente a determinar 1as
caracteristicas de] fenómenode unión de 10s espermatozoides a1

oo1ema. En particu1ar, teniendo en cuenta que 1a aparición de 1a

capacidad de fusión es dependiente de 1a capacitación (Fig.
III.4), se investigó si 1a capacidad de unión a 1a superficie de]
ovocito resu1taba también dependiente de este proceso.

Para e110, espermatozoides recuperados de] cauda epididimario
fueron incubados bajo condiciones capacitantes in vitro durante 5
hs y, a distintos tiempos 1uego de iniciada 1a incubación, 1os
espermatozoides fueron recuperados y puestos en contacto con
ovocitos sin zona pe11ucida. Luego de un periodo de 30 minutos

(necesario para 1a ocurrencia de 1a unión a1 ooïema). 10s
ovocitos fueron 1avados, fijados y examinados para evaïuar e]
porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos en función de]
tiempo de capacitación.

Los resuïtados indicaron 1a necesidad de 1a ocurrencia de 1a

capacitación para que 10s espermatozoides pudieran unirse a 1a
membrana de] ovocito (Fig. IV.3). Ta1 como se observa en 1a

figura mencionada esta capacidad es adquirida 1uego de un periodo
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Fig. IV.3. Unión de espermatozoides a1 oo1ema en función de1
tiempo de capacitación. Espermatozoides recuperados dei cauda
epididimario fueron incubados bajo condiciones capacitantes in
vitro durante 5 hs. A distintos tiempos 1uego de iniciada 1a
incubación, ios espermatozoides fueron recuperados y puestos en
contacto con ovocitos sin zona pe11ucida. Luego de un periodo de
30 minutos, ios ovocitos fueron 1avados, fijados y examinados,
determinándose e] porcentaje de ovocitos con espermatozoides
unidos en función dei tiempo de capacitación (iinea 11ena). En
iinea punteada se representa, a modo de comparación, ei
porcentaje de penetración de ovocitos sin zona pe11ucida
presentado en 1a Fig. III.4.



de 3 horas de incubación bajo condiciones capacitantes y aumenta
gradua1mente en función de] tiempo de incubación. En 1a misma

figura se presentan 1os resuïtados ya descriptos para 1a cinética
de fusión in vitro, observándose que 1a aparición de 1a capacidad
de unión a1 oo1ema coincide con e] momento de aparición de 1a

capacidad de fusión.

Con e] fin de descartar 1a posibiiidad de que a ios 30 minutos

de ser inseminados ios ovocitos hubiera comenzado e1 proceso de
fusión, y que de este modo se estuvieran eva1uando como unidos a

espermatozoides que ya hubieran iniciado 1a penetración de]
citop1asma, 1os ensayos de unión a 1a membrana de] ovocito fueron

rea1izados en ausencia de ca1cio extrace1u1ar, condición bajo 1a
cua] 1os espermatozoides pueden unirse a1 ooiema sin que se

produzca 1a fusión. Los resu1tados indicaron que 10s porcentajes
e indices de unión observados a Ios 30 minutos de iniciada 1a

coincubación de 1as gametas, fueron simi1ares independientemente
de 1a presencia o ausencia de caïcio en e] medio de incubación,
resu1tando por 1o tanto adecuado e] criterio de evaïuación de 1a
unión a 10s 30 min, e] cuá] fué utiïizado en todos ios ensayos de
rea1izados posteriormente.

La Fig. IV.4a muestra un ovocito recuperado a 10s 30 minutos
1uego de su inseminación con espermatozoides capacitados,
presentando 2 espermatozoides unidos a su superficie. La Fig.
IV.b presenta a un ovocito recuperado 1uego de] mismo periodo,
con 8 espermatozoides unidos a su superficie.

Una vez estabiecida 1a cinética de unión y su dependencia de 1a
capacitación, se evaiuó 1a posib1e participación de DEen esta
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Fig. IV.4. Unión de espermatozoides a ovocitos sin zona
pe11ucida. Fotografías en contraste de fase de dos ovocitos de
rata sin zona pe11ucida, recuperados a 1os 30 minutos post
inseminación.
(a) Ovocïto con 2 espermatozoides unidos a su superficie
(b) Ovocito con 8 espermatozoides unidos a su superficie.
Aumento:250 x.



etapa de] proceso de fusión, a través de] estudio de1 efecto de]
anticuerpo anti-DE sobre 1a capacidad de unión de 10s

espermatozoides a1 oo1ema. Con esta finaïidad espermatozoides
recuperados de] cauda fueron capacitados in vitro por un periodo
de 5 hs, 1uego de 1o cua] fueron incubados en una concentraciónde

2 x 105 esp/m1, durante 20 min adicionaïes, en presencia de

distintas concentraciones de anti-DE o de IgG de conejo norma]
comocontro1. Posteriormente, 1os ovocitos fueron agregados a 1as
cápsuïas conteniendo 108 espermatozoides capacitados.

Luego de un periodo de 30 min, 1os ovocitos fueron recuperados,

1avados y fina1mente fijados con e1 fin de eva1uar e] porcentaje
de ovocitos que presentaba espermatozoides unidos a su
superficie.

Los resuïtados se muestran en 1a Fig. IV.5 e indican que e]

anticuerpo inhibió significativamente e] porcentaje de ovocitos
con espermatozoides unidos pudiendo ser observado un 88% de
inhibición con 1a mayor concentración de anticuerpo uti1izada.

Los resu1tados descriptos permitieron estabïecer que 1a
inhibición de 1a fusión provocada por 1a preincubación de Ios
espermatozoides con anti-DE podia ser debida, a1 menos en parte,
a una interferencia de1 anticuerpo con 1a etapa de unión de ïos
espermatozoides a1 ooïema, sugiriendo 1a posib1e participación de
1a proteina DEen dicha etapa.
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Fig. IV.5. Efecto de] anticuerpo anti-DE sobre 1a unión de 1os
espermatozoides a1 001ema. Espermatozoides recuperados de] cauda
epididimario fueron capacitados in vitro por un periodo de 5 hs,
1uego de 1o cua] fueron incubados durante 20 min adiciona1es en
presencia de 0.25 y 1 mg/m1 de anti-DE (aDE) o de IgG de conejo
norma] (NIgG, 1 mg/m1) o RFM 1ibre de anticuerpo (-) como
controies. Posteriormente, 1os ovocitos fueron agregados a ias
cápsuïas conteniendo 1os espermatozoides capacitados y
preincubados con anticuerpo. Luego de un periodo de 30 min, ios
ovocitos fueron recuperados, 1avados y fijados, anaiizándose e1
porcentaje de 105 mismos con espermatozoides unidos a su
superficie. Se representan 1as medias t E.S. de 5 experimentos
independientes.
x p < 0.001 según test de X2 vs NIgG y RFMlibre de anticuerpo.



IV.A.4. Efecto de 1a adición de proteina DEa ovocitos sin zona

pe11ucida sobre e1 proceso de fusión.

Los resu1tados descriptos en 1a sección anterior indicaron una
posibie función de 1a proteina DEen e] proceso de fusión de1

espermatozoide con e1 ovocito. Si DEse encontraba invoiucrada en

este proceso a través de una posibie interacción con componentes
en e] oo1ema, 1a adición de proteina purificada a 1os ovocitos en
forma previa a su inseminación, debia inhibir competitivamente e]
proceso de fusión entre 1as gametas.

Con e] fin de eva1uar esta posibiïidad, ovocitos sin zona
pe11ucida fueron incubados con proteina DEpurificada (0.02 y 0.2
mg/m1) durante 30 minutos, 1uego de 1o cua] 1os mismos fueron

inseminados con espermatozoides previamente capacitados in vitro,
eva1uándose 10s porcentajes de penetración obtenidos Iuego de 2
hs de incubación. Como contr01 fueron uti1izados ovocitos

preincubados en presencia de proteinas y g1icoproteinas
purificadas taïes como anhidrasa carbónica, a-1acta1búmina, y
ovoa1búmina.

Los resuïtados se muestran en 1a Fig. IV.6 e indicaron que 1a

incubación de ovocitos sin zona pe11ucida con 1a mayor

concentración de proteina DEpurificada en forma previa a su
inseminación, inhibió significativamente e] porcentaje de
penetración de 10s mismos (11% vs 84%).

Esta inhibición no fué debida a un efecto tóxico de 1a proteina
sobre 1os ovocitos, ya que e] 1avado de ïos ovocitos incubados
con DEen forma previa a su inseminación con espermatozoides

capacitados, permitió su posterior penetración (Tab1a IV.3),
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Fig. IV.6. Efecto de 1a adición de proteína DEa ovocitos sin
zona pe11ucida sobre e] proceso de fusión. Ovocitos sin zona
pe11ucida fueron incubados con proteina DE (0.02 y 0.2 mg/mï)
durante 30 minutos, 1uego de 1o cua] fueron inseminados con
espermatozoides previamente capacitados in vitro, eva1uándose 1os
porcentajes de penetración 1uego de un periodo de 2 hs de
coincubación. Como controïes, fueron uti1izados ovocitos
preincubados en presencia de anhidrasa carbónica (AC), a
1acta1búmina (aL) y ovoa1búmina (OA), todas e11as en una
concentración de 0.2 mg/m].
Se representan 1as medias de 10 experimentos independientes.
* p < 0.001 según test de X2.



Tabïa IV.3. Penetración de ovocitos preincubados con DEluego de]
1avado y transferencia a RFM1ibre de proteína DE.

n° de x de indice de
Tratamiento ovocitos penetración penetración

RFM+ OA 30 min / 18 93.2 i 3.2 a 3.3 i 0.6

RFM + DE 30 min / 19 11.1 t 9.0 b 1.0

RFM+ DE 30 min / 20 91.1 i 5.5 a 2.7 i 0.9
1avado

Ovocitos sin zona pe11ucida fueron incubados durante 30 minutos
con proteina DE (0.2 mg/mi, RFM+ DE) u ovoaibúmina como contro]
(0.2 mg/m], RFM+ OA). Posteriormente, 1os ovocitos fueron
directamente inseminados con espermatozoides capacitados, o
1avados por pasaje a través de varias gotas de RFMfresco y
fina1mente transferidos a una gota de medio 1ibre de 1as
proteinas mencionadas, para ser inseminados (1avado). Luego de un
período de 2 hs de incubación, 10s ovocitos fueron recuperados y
eva1uados 10s porcentajes e indices de penetración para cada
caso. Los vaïores representan 1as medias i E.S. de 3 experimentos
independientes, presentando diferente subindice aque11os
significativamente diferentes entre si (p < 0.001) según test de
X2.



descartándose 1a posibi1idad de que 1a incubación con 1a proteina
hubiera ejercido un efecto irreversib1e sobre 1a penetrabilidad
de 1os ovocitos.

Curiosamente, en forma diferente a 1o observado en los

experimentos de inhibición por anticuerpo (sección IV.1.3.), se
encontró que, a1 fina1izar 1a incubación de] ensayo de fusión,
aque110s ovocitos preincubados con DE y que no habian sido

penetrados, presentaban espermatozoides unidos a su superficie.
Teniendo en cuenta que 1a asociación de 1os espermatozoides a 1a
membranade estos ovocitos podia haber ocurrido tardiamente, en
momentos en Ios que ya hubiera ocurrido 1a fusión en 1os

contro1es, se propuso investigar cuá1 era 1a unión de
espermatozoides a ovocitos preincubados con DEa 1os 30 minutos
de ser inseminados. Como ha sido mencionado, un periodo de 30

minutos de incubación es suficiente para que se produzca 1a unión
de 1os espermatozoides a1 oo1ema, sin que comience 1a fusión.

IV.A.5. Efecto de 1a adición de DEa ovocitos sin zona pe11ucida
sobre 1a unión de espermatozoides capacitados.

Con e1 fin de estudiar e] efecto de 1a preincubación de 1os
ovocitos con DEsobre 1a unión de 1os espermatozoides a1 ooïema,

se rea1izó e] ensayo de unión en presencia de esta proteina como
asi también en presencia de ovoa1búmina como proteina contro1.

Los resu1tados indicaron que, a1 cabo de 30 minutos de ser
inseminados, e1 número de espermatozoides unidos a 1a superficie
de 1os ovocitos preincubados con DEno diferia significativamente
de aque1 encontrado entre 1os contro1es (Tab1a IV.4).



í‘.) 0‘

proteina DEa ovocitos sin
espermatozoides a1 oo1ema.

Tabïa IV.4. Efecto de 1a adición de
zona pe11ucida sobre 1a unión de 10s

n° de n° de % de ovocitos indice de
Tratamiento exp ovocitos c/esp unidos unión

RFM 4 37 82.7 + 13.5 5 6 + 2.5

RFM+ DE 10 119 79.9 i 8.9 4.3 i 0.9

RFM+ OA 11 70 97.7 i 2.4 3.6 i 0.5

Ovocitos sin zona pe11ucida fueron preincubados durante 30
minutos a 37°C en medio RFM, en medio RFMconteniendo 0.2 mg/m]

1a misma concentración de ovoa1búmina (RFM +
OA). para ser posteriormente inseminados con espermatozoides
previamente capacitados in vitro. Luego de un periodo de dos
horas de incubación, 1os ovocitos fueron recuperados, eva1uándose

de DE (RFM + DE) Ó

tanto e] porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos como
e1 indice de unión.
Los vaïores representan 1as medias t E.S. de1 número de
experimentos indicados y no difieren significativamente entre si
(test de ANOVA).

Cr.
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En conjunto, estos resuïtados permitieron concïuir que 1a
interferencia provocada por 1a presencia de 1a proteina DE
durante 1a interacción de 1as gametas era consecuencia de un
efecto de 1a misma sobre a1guno de 1os eventos posteriores a 1a
unión de 10s espermatozoides a1 oo1ema.

Si e] hecho de que 1os espermatozoides asociados a1 oo1ema no

pudieran penetrar a1 ovocito era consecuencia de que 1a proteina
DEpresente en e] medio, o interactuando con e] ooiema, estuviera
inhibiendo un evento posterior a 1a unión de 1os espermatozoides,
e] 1avado y posterior transferencia de ios ovocitos con sus
espermatozoides asociados a una gota de RFM 1ibre de DE debia

provocar 1a reversión de 1a inhibición.
Con e] fin de investigar esta posibi1idad, 1os ovocitos

preincubados con DE fueron inseminados con espermatozoides

capacitados, recuperados a 10s 30 min de incubación, 1avados por
pasaje a través de gotas de medio equiïibrado y mantenido a 37°C
bajo aceite, y fina1mente depositados de una gota de RFM1ibre de

DEy de espermatozoides. La incubación prosiguió por espacio de 2
horas, 1uego de 1o cua] 1os ovocitos fueron recuperados y
ana1izado e1 porcentaje de penetración.

Los resuitados se presentan en 1a Tab1a IV.5, e indicaron que

luego de1 procedimiento mencionado un 59.5% de ios ovocitos

preincubados con DE resu1taron penetrados por 1os mismos
espermatozoides que se encontraban unidos a su superficie. Por 1o
tanto, 1a ausencia de DE permitió a estos espermatozoides
asociados a1 ooïema, sufrir 1a fusión y posterior penetración de
1os ovocitos sin zona pe11ucida.



Tab1a IV.4. Efecto de] 1avado sobre 1a capacidad de penetración
de espermatozoides unidos a 1a superficie de ovocitos
preincubados con DE.

Tratamiento de n° de porcentaje de
ios ovocitos ovocitos penetración

RFM 24 90.0 i 6.1

RFM + DE 20 10.0 i 14.0

RFM + OA 19 98.7 i 8.9

RFM30 min / 15 83.3 i 10.2
1avado

RFM + DE 30 min / 13 59.5 i 21.9 *
1avado

RFM + OA 30 min / 18 80.0 i 5.4
1avado

Los ovocitos fueron preincubados durante 30 min en medio RFM sin
agregados, en medio RFMconteniendo 0.2 mg/m1 de proteina DE (RFM
+ DE) o 1a misma concentración de ovoa1búmina (RFM+ 0A), para
ser posteriormente inseminados con espermatozoides capacitados.
Los mismos fueron incubados por espacio de 2 horas ó recuperados
a 1os 30 min, 1avados por pasaje a través de gotas de medio,
transferidos a gotas de RFMsin agregados e incubados durante un
periodo de dos horas (1avado). Luego de] periodo mencionado.
todos ios ovocitos fueron recuperados y ana1izado e] porcentaje
de penetración.



IV.A.6. Estudio de 1a interacción de 1a proteina DEcon 1a
membranap1asmática de] ovocito.

Los resu1tados descriptos, en Ios cua1es 1a preincubación de
1os ovocitos sin zona pe11ucida con proteina DEprovocaba una

inhibición de 1a fusión, constituían un indicio de 1a posib1e
existencia de sitios de interacción para 1a proteína en e]
ooïema.

Se propuso investigar si, en caso de existir 1os sitios
mencionados, ïos mismos podian ser visuaïizados por medio de una
técnica inmunocitoquimica como 1o es 1a técnica de IIF. Para

e11o, ovocitos provenientes de hembras superovuïadas fueron
recuperados y 1iberados sucesivamente de ias cé1u1as de1 cumuïus

y de 1a zona pe11ucida, para posteriormente ser incubados por

espacio de 30 minutos con una concentración de 0.2 mg/m1 de

proteina DE. A1 fina1izar este periodo, 1os mismosfueron fijados
y sometidos a un ensayo de IIF, uti1izándose anti-DE como primer

anticuerpo (o IgG de conejo norma] como controï), seguido de

anti-IgG de conejo acopïado a f1uoresceina. Un segundo contro] 10
constituyeron ovocitos preincubados con una proteina contro1 como
1a fibronectina (FN), uti1izando e1 anticuerpo anti-FN durante 1a
IIF. También fué rea1izado e1 mismo procedimiento con ovocitos

preincubados con ovoaïbúmina (0.2 mg/m1) ó sin preincubación
previa.

Los resu1tados (Fig. IV.7) demostraron que soïamente aque11os
ovocitos que habian sido preincubados con DE, uti1izándo e]
anticuerpo anti-DE en 1a IIF, presentaron marcas fïuorescentes
distinguibies en 1a membrana. Curiosamente, 1a marcación ha11ada
no se encontraba homogéneamentedistribuida en 1a membrana, sino



Fig. IV.7. Presencia de sitios de unión para 1a proteína DEen e]
ooïema.
(a) Ovocitos sin zona pe11ucida incubados en medio RFM
conteniendo 0.2 mg/m1de proteina DE por espacio de 30 minutos a
37°C, y posteriormente fijados y sometidos a 1a técnica de IIF
utiïizando anti-DE comoprimer anticuerpo.
(b) Idem (a) siendo reaiizada 1a incubación con 1a proteina DE a
4°C.
(c) Ovocitos sin zona peïiucida incubados en medio RFM
conteniendo 0.2 mg/m1de proteina DE por espacio de 30 minutos a
37°C, y posteriormente fijados y sometidos a 1a técnica de IIF
utiiizando IgG de conejo norma) como primer anticuerpo.
(d) Ovocitos sin zona peiiucida preincubados con fibronectina
(0.2 mg/mi) durante 30 min a 37°C y expuestos a1 anticuerpo anti
FN durante 1a IIF.
Aumento: 250 x.
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que era posibïe visuaïizar 1a presencia de áreas de mayor
concentración de f1uorescencia ("patches") en 1a periferia de 1os
ovocitos (Fig. IV.7a). Con e] fin de investigar si 1a marcación
no homogénea(agrupada en ciertas áreas) era una consecuencia de

un agrupamiento de Ios sitios presentes en e] oo1ema (fenómeno

conocido con e] nombre de "patching"), provocado por e] agregado

de 1a proteina DE, 1a incubación fue rea1izada a 4°C, siendo ésta

una temperatura que no permite 1a ocurrencia de 10s fenómenos de

como se observa en 1a Fig. IV.7b, ios ovocitos
DE a

agregación. Ta1

incubados con proteina baja temperatura presentaron una
distribución de 1a marca fiuorescente c1aramente más homogénea.

La Fig. IV.7c muestra un ovocito preincubado con DE y

posteriormente tratado con IgG de conejo norma] en 1a IIF, en e]
cua] se puede observar 1a ausencia de 1as marcas descriptas en
10s casos anteriores. En 1a Fig. IV.7d se presenta un ovocito
preincubado con FN y posteriormente tratado con anti-FN en 1a
IIF, mostrando características simiiares a1 controi observado en
1a figura IV.7c. Cabe mencionar que 10s ovocitos que fueron

preincubados con ovoa1búmina, o en medio RFM sin agregados,

siendo posteriormente fijados y sometidos a 1a técnica de IIF
utiiizando a anti-DE como primer anticuerpO, nO presentaron
diferencias con respecto a ios contro1es de 1a Fig. IV.7.

Cabe mencionar que, ta] comose observa en 1a figura descripta
anteriormente, tanto entre ios ovocitos incubados con 1a proteina
DEa 4°C como a 37°C, fué posib1e visuaïizar en todos 1os casos,

un área donde 1a marca f1uorescente era muy débi1 o se encontraba

comp1etamente ausente. En aïgunos ovocitos este área se
encontraba asociada con una e1evación de 1a superficie de 1os

mismos (Fig. IV.8a). La tinción de 1os ovocitos que_presentaban
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Fig. IV.8. Visua1ización de 1os cromosomas presentes en 1os
ovocitos de rata mediante 1a tinción con naranja de acridina.
(a) Un ovooito sin zona pe11ucida preincubado con 1a proteína DE,
presentando un área no marcada, coincidente con 1a región eïevada
de su superficie.
(b) Un ovocito sin zona peïïucida sometido a 1a técnica de
tinción con naranja de acrídina, presentando a 1os cromosomas
1oca11zados en 1a región eïevada de su superficie.
Aumentoz250 x.



una e1evación en su superficie, con un coiorante vita1 como 1o es

e1 naranja de acridina (Johnson et a1., 1975), reveió que e] área
"elevada" se encontraba consistentemente asociada con e]
subyacente huso mitótico (Figs. IV.8b).

Cabe recordar que, ta1 como fue mencionado en 1a Introducción,

1a fusión de1 espermatozoide con e1 ovocito no se produce a

través de 1a región de1 ooiema que cubre, a1 huso meiótico, no
siendo conocida hasta este momento1a causa de este fenómeno.

En conjunto, 10s resuitados descriptos en esta sección
apoyarian 1a posib1e presencia de sitios de interacción para 1a
proteina DEen 1a membranapiasmática de] ovocito.

IV.A.7. Presencia de antígenos reconocidos por anti-DE en
espermatozoides de otras especies.

Ta] como ha sido descripto anteriormente, sóio ios
espermatozoides de ratón y, en forma discutida, 10s de hamster,
son capaces de fusionarse con 10s ovocitos sin zona pe11ucida de
rata (Yanagimachi, 1988b). Resuitaba interesante determinar
entonces si 1os espermatozoides de ratón y hamster, poseian en 1a

membranade 1a región acrosomai, antígenos reconocidos por e]
anticuerpo anti-DE. Por otro 1ado, se probó e] anticuerpo con
espermatozoides que no tuvieran capacidad de penetración de
ovocitos de rata como 10 son ios espermatozoides humanos (Quinn,

1982).

Conesta finaiidad, se reaïizaron extendidos de espermatozoides
de ratón, hamster y humano, 1os cuaies fueron fijados e incubados
con e1 anticuerpo anti-DÉ seguido de1 segundo anticuerpo acopiado
a FITC.



Los resu1tados se muestran en 1a Tab1a IV.6 e indican que e]

anticuerpo anti-DE mostró reacción cruzada con espermatozoides de
ratón y hamster, con marcas en 1as regiones acrosoma1es de 10s

espermatozoides de ambas especies. En particu1ar, en e1 ratón 1a
marca se iocaïizó consistentemente en 1a región dorsa] dei
acrosoma, mientras que en e] hamster ie] área marcada con

f1uorescencia se encontraba más extendida hacia 1a región
ecuatoria]. Por e1 contrario, a1 ser utiïizado anti-DE en una IIF
con espermatozoides humanos, no se observó reacción de1

anticuerpo con 105 mismos.



Tabla IV.6. Reacción de anti-DE con espermatozoides de otras
especies.

Espermatozoides penetración de x esp 1oca1ización de
provenientes de ovocitos de rata marcados 1a marca

Rata si 99 Región dorsa]
de] acrosoma

Ratón si 95 Región dorsa]
de] acrosoma

Hamster dorado si 85 Región
acrosoma]

Humano no 0

Espermatozoides recuperados dei cauda epididimario de rata, ratón
y hamster y, espermatozoides eyacuiados humanosfueron fijados
con p-formaidehido 2%en PBS y sometidos a 1a técnica de IIF
utiiizando anti-DE como primer anticuerpo, seguido de una
incubación con e1 segundo anticuerpo fiuoresceinado.
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IV.B. Estudio de 1a participación de 1a proteína DEen e] proceso

de maduración egididimaria.

Comoha sido mencionado en 1a Introducción, 1os espermatozoides

adquieren capacidad ferti1izante durante su tránsito por e]
epididimo como consecuencia de1 fenómeno de maduración. Los

cambios funcionaïes sufridos por 1os espermatozoides durante 1a
maduración se manifiestan en 1as distintas etapas de1 proceso de
fertiïización: capacitación, reacción acrosoma], unión a 1a zona
pe11úcida, fusión con e] ooiema.

Ta1 como ha sido mencionado también, 1a proteina DE se asocia a

10s espermatozoides durante e1 tránsito epididimario. Teniendo en
cuenta que 1os resu1tados presentados indicarian un pape] de 1a
proteina en 1a interacción entre 1as membranasde1 espermatozoide
y e] ovocito durante 1a fusión, se propuso investigar en primer
1ugar si 1a adquisición de capacidad de fusión en 1a rata ocurría
durante 1a maduración y, de ser asi, 1a posibïe vincu1ación entre
1a proteina DEy 1a adquisición de dicha capacidad de fusión.

IV.B.1. Capacidad de fusión a1 ovocito en función de 1a
maduración de 1os espermatozoides.

En primer 1ugar, se determinó 1a capacidad de fusión a1 ooïema
presentada por espermatozoides provenientes de ias distintas
regiones epididimarias. Para e110, espermatozoides recuperados de
1as regiones de1 caput, corpus proxima1, corpus dista1 y cauda
(ver 1a deïimitación de 1as regiones en MateriaIes y Métodos)
fueron incubados bajo condiciones capacitantes in vitro por un
periodo de 5 hs, 1uego de io cua] fueron puestos en contacto con



ovocitos sin zona pe11ucida con e1 fin de evaïuar su capacidad de
fusión.

Ta] como puede observarse en 1a Fig. IV.9, 1os resuïtados

obtenidos indicaron un aumento en 1a capacidad de fusión a medida

que 10s espermatozoides provenían de regiones mas distaïes de1
epididimo.

Resuïtaba interesante evaïuar si este aumentoen 1a capacidad
de fusión era debido a una mayor ocurrencia de 1a capacitación
y/o reacción acrosoma] entre espermatozoides con mayor grado de
maduración. Teniendo en cuenta que 1a migración de DE hacia e]

segmento ecuatoria] ocurria muy probabïemente como consecuencia

de 1a reacción acrosoma], se utiiizó a 1a redistribución de esta
proteina como marcador de 1a citada reacción. Por 10 tanto, se
determinó e1 porcentaje de espermatozoides con 1a proteina DE
1oca1izada en e] segmento ecuatoria1 para muestras provenientes
de sucesivas regiones de1 epididimo incubadas bajo condiciones
capacitantes por un período de 5 horas.

Ta1 como se describe en 1a Fig. IV.10, se observó un aumento

gradua1 de] porcentaje de espermatozoides con redistribución de
DE a medida que 10s mismos provenian de regiones más dista1es de]

epididimo. A1 comparar 1os resu1tados de 1as Figs. IV.9 y 10 fue

posib1e observar que, en e1 caso de 1os espermatozoides

provenientes de1 caput y corpus proxima], 1a menor capacidad de
fusión con respecto a 1os espermatozoides tota1mente maduros, se
correspondió con una menor ocurrencia de 1a capacitación y/o de
1a reacción acrosoma].

Sin embargo, ta1 como se observa 1a misma Fig. IV.10, 10s

espermatozoides provenientes de1 corpus dista], a pesar de poseer
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Fig. IV.9. Fusión a ovocitos sin zona pe11ucida en función de1
grado de maduración de 105 espermatozoides. Espermatozoides
recuperados de 1as regiones de] caput (H), corpus proxima] (B1),
corpus distaï (82) y cauda (T), fueron incubados bajo condiciones
capacitantes in vitro por un período de 5 hs, 1uego de 10 cuaï
fueron puestos en contacto con ovocitos sin zona pe11ucida. A1
cabo de 2 hs de incubación, 1os ovocitos fueron recuperados y
evaïuado e] porcentaje de penetración obtenido con 1os
espermatozoides de cada una de 1as regiones epididimarias
mencionadas.
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Fig. IV.10. Redistribución de 1a proteina DEen función de] grado
de maduración de 1os espermatozoides. Espermatozoides recuperados
de ias regiones de1 caput (H), corpus proxima] (B1), corpus
dista] (82) y cauda (T), fueron incubados bajo condiciones
capacitantes in vitro por un periodo de 5 hs para ser
posteriormente fijados y sometidos a 1a técnica de IIF. Se evaïuó
e] porcentaje de espermatozoides con 1a proteina DEiocaiizada en
e] segmento ecuatoria]. En ei caso de ios espermatozoides
recuperados de] corpus distaï y cauda se presentan, en barras
punteadas, ios porcentajes de penetración de ovocitos sin zona
pe11ucida obtenidos para cada una de estas pob1aciones (ver Fig.
IV.9).



una menor capacidad de fusión que 1a correspondiente a 1os
espermatozoides de1 cauda (mostrado en barras punteadas),
presentaron porcentajes de redistribución simi1ares a 1os
encontrados para espermatozoides totaimente maduros, 1o cua1
podia estar indicando una simiiar ocurrencia de reacción
acrosoma] entre estas dos pob1aciones. En caso de que ios

espermatozoides provenientes de1 cauda y de] corpus dista]
poseyeran una simi1ar capacidad de sufrir esta reacción, 1os
resuïtados indicarian que 1a menor capacidad de fusión presentada
por esta ú1tima pob1ación podia ser consecuencia de una
1imitación existente en un evento posterior a 1a ocurrencia de 1a
reacción acrosoma1 ta1 como 1o es e] proceso de fusión.

IV.B.2. Efecto de 1a proteina DEsobre 1a capacidad de fusión de
espermatozoides de1 corpus dista1.

Ta1 comoha sido descripto en 1as secciones anteriores, 1a
proteina DEposeeria una función especifica en e] proceso de
fusión de1 espermatozoide con e1 ovocito. Teniendo en cuenta, por
un 1ado, que 1a misma se asocia a 10s espermatozoides durante e]

proceso de maduración, y por otro, que espermatozoides inmaduros

poseen una menor capacidad de fusionarse con e1 ovocito, se
investigó si e] agregado de 1a proteina DE a espermatozoides
inmaduros aumentaba su capacidad de penetración de ovocitos sin
zona pe11ucida. Dado que entre 1os espermatozoides provenientes
de corpus dista] se encontraban porcentajes simiïares de
redistribución con respecto a aque110s tota1mente maduros, se
uti1izó esta pobiación para eva1uar e] efecto de1 agregado de 1a
proteina. Con esta fina1idad, 1os espermatozoides recuperados dei



corpus dista] fueron incubados bajo condiciones capacitantes in
vitro en presencia de dos concentraciones de proteina DE (u
ovoa1búmina comocontroï), para 1uego ser puestos en contacto con

ovocitos sin zona pe11ucida. Luego de una incubación de 2 horas,
1os ovocitos fueron recuperados y fina1mente eva1uados 1os

porcentajes de penetración obtenidos.

Ta] como se muestra en 1a Fig. IV.11, e1 agregado de 1a

proteína DE, a espermatozoides provenientes dei corpus dista], en
una concentración de 40 ug/mï, aumentó significativamente ei
porcentaje de ovocitos penetrados (54%vs 27%) a1 uti1izar una
concentración

Existia 1a posibi1idad de que e] efecto estimu1atorio de DE
sobre 1a capacidad de fusión de 1os espermatozoides, fuera debido
a un efecto inductor sobre 1a capacitación y/o 1a reacción
acrosoma]. Con e1 fin de estudiar esta posibiïidad, se midió e1
efecto de] agregado de DEsobre e] porcentaje de espermatozoides
provenientes de] corpus dista] que presentaban a 1a proteina DE
1oca1izada en e1 segmento ecuatoria1. Los resu1tados indicaron
que 1a incubación en presencia de 1a proteína DEno produjo un
aumentoen e] porcentaje de espermatozoides con redistribución
(51% vs 54%) y, por 10 tanto, no sería ésta 1a causa por 1a cua1

1a proteina 1ogró aumentar 1a capacidad de 10s espermatozoides
inmaduros de penetrar ovocitos sin zona pe11ucida.

IV.B.3. Efecto de 1a proteína DEsobre 1a unión de 1os

espermatozoides de1 corpus distaï a1 oo1ema.

Los resu1tados descriptos en esta sección, seña1arian a 1a
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Fig. IV.11. Efecto de] agregado de proteína DEa espermatozoides
de corpus dista1 sobre su capacidad de fusión a1 oo1ema.
Espermatozoides recuperados de] corpus dista] de] epidídimo
fueron incubados bajo condiciones capacitantes ín vitro por 5 hs,
en presencia de concentraciones de 4 o 40 ug/m1 de proteina DE u
ovoa1búmina (OA), asi como también en medio RFMsin agregados, y
fina1mente fueron puestos en contacto con ovocitos sin zona
pe11ucida. Luego de un periodo de dos horas, 1os ovocitos fueron
recuperados, eva1uándose 1os porcentajes de fusión obtenidos para
cada caso. Se representan 1as medias i E.S. de 7 experimentos
independientes.
* p < 0.001 según test de XQ.



proteina DEcomo un posib1e factor de maduración a través de su

participación en 1a adquisición de capacidad de fusión. A su vez,
10s resuitados presentados en 1a sección IV.1. indicaron una

posibie función de 1a proteina DEen 1a primera etapa de1 proceso
de fusión como 1o es 1a unión de 10s espermatozoides a1 ooiema.

E1 paso siguiente consistió, por 1o tanto, en estudiar si ei
aumento en 1a capacidad de fusión manifestado por 1os

espermatozoides inmaduros a1 ser incubados en presencia de DE,

era consecuencia de un efecto estimuïatorio de 1a proteina sobre
1a capacidad de unión de ios espermatozoides a1 oo1ema.

Para e110, en primer 1ugar, se procedió a investigar si 1a
diferencia observada en 1a capacidad de fusión entre 1os
espermatozoides de corpus dista] y cauda se correspondía con una
diferencia en 1a capacidad de unión de 1os mismos a 1a membrana

p1asmática de ios ovocitos. Con esta finaiidad, 10s
espermatozoides provenientes de 1as distintas regiones
epididimarias, fueron incubados bajo condiciones capacitantes in
vitro, por un periodo de 5 hs, para 1uego ser uti1izados en un
ensayo de unión a ovocitos sin zona pe11ucida. Se ana1izó
entonces e] porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos
para cada una de 1as pobiaciones estudiadas.

Los resu1tados, presentados en 1a Fig. IV.12, demostraron 1a

existencia de una mayor capacidad de unión a1 ooïema por parte de

10s espermatozoides tota1mente maduros con respecto a aqueiios
procedentes de 1as regiones más proximaïes. En particuïar,
comparandoestos resuïtados con 1os presentados en 1a Fig. IV.9,
fue posibie observar que e1 incremento en 1a capacidad de unión
a1 ooïema de ios espermatozoides recuperados de] cauda con

respecto a1 corpus dista1 (83% vs 20%de ovocitos con
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Fig. IV.12. Unión de 10s espermatozoides a1 oo1ema en función de1
grado de maduración. Espermatozoides recuperados de ias distintas
regiones epididimarias (H: caput, Bi: corpus proxima], 82: corpus
dista] y T: cauda) fueron incubados bajo condiciones capacitantes
ín vitro por un periodo de 5 hs, 1uego de 1o cua] fueron puestos
en contacto con ovocitos sin zona pe11ucida. A1 cabo de 30 min de
incubación, 1os ovocitos fueron recuperados y evaïuado e]
porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos obtenido con
Ios espermatozoides de cada una de 1as regiones epididimarias
mencionadas.



espermatozoides unidos) fue de1 mismo orden que e1 incremento en

1a capacidad de fusión (4 veces para 1a unión vs B.4 veces para
1a fusión).

Se procedió entonces a estudiar e] efecto de1 agregado de 1a
proteina DE a espermatozoides de] corpus dista], sobre 1a
capacidad de unión de 1os mismos a 1a membrana pïasmática de1
ovocito.

Para e11o, se utiiizó e1 mismo esquema experimenta] que en e1

caso anterior, só1o que 10s espermatozoides de] corpus fueron
incubados durante 1a capacitación en presencia de una

concentración de DE simi1ar a 1a que ejercía un efecto
estimu1atorio sobre 1a fusión. Estos espermatozoides fueron
agregados a cápsuias conteniendo 1os ovocitos sin zona pe11ucida,
evaïuándose e1 porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos
a1 fina1izar un periodo de 30 minutos de incubación.

Los resu1tados se muestran en 1a Fig. IV.13 en 1a cua] es

posib1e observar que e] agregado de proteina DE a 1os

espermatozoides inmaduros provocó un aumento significativo en 1a
capacidad de estos espermatozoides de unirse a 1a membrana
p1asmática de] ovocito (57% vs 21% de ovocitos con

espermatozoides unidos).
Estos resu1tados sugeririan 1a posibïe participación de 1a

proteina DEen 1a adquisición de capacidad de fusión por parte de
espermatozoides inmaduros. En base a ios estudios presentados,
esta participación podria ser consecuencia de a1 menos una
función especifica en 1a etapa de reconocimiento y unión de ios
espermatozoides a1 oo1ema, no pudiendo descartarse su posib1e
participación en eventos posteriores, conducentes a 1a fusión en
si entre 1as gametas.
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Fig. IV.13. Efecto de] agregado de 1a proteina DE a
espermatozoides de] corpus dista1 sobre su capacidad de unión a1
oo1ema. Espermatozoides recuperados de1 corpus dista] de]
epididimo fueron incubados bajo condiciones capacitantes in vitro
en presencia de 40 ug/m1 de proteina DE u ovoa1búmina (OA) como
contro), asi como también en medio RFMsin agregados, para 1uego
ser puestos en contacto con ovocitos sin zona pe11ucida. Luego de
un periodo de 30 minutos, 1os ovocitos fueron recuperados,
1avados por pasaje a través de gotas de RFM y fijados,
evaiuándose fina1mente e] porcentaje de ovocitos con
espermatozoides unidos a1 ooiema.
Se representan 1as medias t E.S. de 5 experimentos
independientes. * p < 0.001 según test de X2.



V. Discusión



V. DISCUSION

Ta] como ha sido mencionado en 1a Introducción, 1a proteina DE

es sintetizada en 1os segmentos proximaïes de] epididimo y se
asocia a 1a región dorsa] de] acrosoma de rata a medida que 1os

mismos descienden por e1 conducto epididimario (Kohane et a1.,
1980b; Cameo et a1., 1986).

Estudios previos rea1izados en e] 1aboratorio habian demostrado
1a existencia de una gran pérdida de 1a proteina DE durante
incubaciones in vitro e in vivo, sugiriendo que 1a misma podia

tener una función como factor decapacitante (Kohane et a1.,
1980b). Por otro 1ado, estudios posteriores, uti1izando técnicas
de microscopía e1ectrónica, reveïaron 1a permanencia de DE en
espermatozoides que habian sufrido 1a reacción acrosoma], 1o cua]

podia estar indicando 1a posib1e participación de 1a proteina en
e] proceso de ferti1ización en si.

E1 objetivo genera] de1 presente trabajo consistió en estudiar
más profundamente e1 comportamiento de 1a proteina DEdurante ei

proceso de capacitación de 10s espermatozoides, asi como también
su posib1e participación en e1 proceso de fertiïización.

A su vez, teniendo en cuenta que 1a proteina DEse asocia a 1os

espermatozoides durante su tránsito por e] epididimo, se propuso
estudiar 1a existencia de una posib1e función para dicha proteina
en e] proceso de maduración de 10s espermatozoides.

En forma previa a 1a iniciación de estos estudios, se creyó
interesante responder una serie de interrogantes con respecto a
1a proteina DE, que no habian sido investigados en ios trabajos
previos mencionados. Entre éstos, se propuso investigar si 1a



proteina DE asociada a 1a superficie de 1os espermatozoides
presentaba aïguna alteración con respecto a 1a presente en e]
epididimo. Para e110 se ana1izó ai ambas proteínas poseían igua1
movi1idad e1ectroforética en ge1es no desnatura1izantes,
constituyendo éste un criterio de identidad entre 1as mismas. Así
también, se propuso estudiar 1a movi1idad en ge1es de
po1iacriïamida y 1a 1oca1ización sobre 1os espermatozoides de 1as
dos pobïaciones de 1a proteína DE (fuerte y débi1mente unidas a
1a membrana)descriptas originaïmente, para 1o cua] fue uti1izado
un anticuerpo poïic1ona1 especifico contra DE.

Los resu1tados demostraron 1a identidad entre 1a proteina
presente en e1 citoso1 epididimario y aque11a asociada a 1a
membranade Ios espermatozoides, en base a sus caracteristicas
e1ectroforéticas. A su vez, fué posib1e demostrar que 1as dos
pobïaciones de proteina reconocidas por anti-DE en 1a membranade
1os espermatozoides (removib1e y no removibïe por a1ta fuerza
iónica) poseían idéntica movi1idade1ectroforética en geïes de
poïiacri1amida no desnaturaïizantes.

Ta1 como ha sido mencionado en 1a Introducción, existen
numerosos estudios en 1os cuaïes, fueron identificados
componentes presentes en e] fïuido epididimario y sobre 1a
membrana de Ios espermatozoides reconocidos por un mismo

anticuerpo (Lea et a1., 1978; Garberi et a1., 1979; Brooks and

Higgins, 1980; Brooks, 1981; Tezón et a1., 1985b; Jones et a1.,

1985; Eddy et a1., 1985). Sin embargo, en aïgunos de 1os estudios
mencionados, en 1os cua1es se investigaron también 1as
ca1acterísticas e1ectroforéticas de estos componentes, se
encontró que 1as formas secretadas por e1 epididimo presentaban
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diferencias en 1os pesos moïecuïares con respecto a 1as formas
presentes sobre 1a superficie de 10s espermatozoides (Jones et
a1., 1985; Eddy et a1., 1985). En base a estos trabajos, sus
autores sugirieron 1a posibiïidad de que 1as proteinas presentes
en e1 f1uido epiididimario sufrieran modificaciones estructura1es
en e1 momento de su asociación con 1a membrana de 10s

espermatozoides. Los resuïtados presentados en este trabajo,
indicarian que no seria este e1 caso de 1a proteina DEdebido a

que, ta] como fue mencionado, 1a forma presente en e1 epididimo y
1a asociada a 10s espermatozoides no serian diferenciab1es en
cuanto a sus caracteristicas e1ectroforéticas.

Por otro 1ado, e] hecho de que 1as pobiaciónes de proteina

fuerte y débi1mente unidas a 1a membrana poseyeran idéntica
moviiidad e1ectroforética en ge1es nativos, conjuntamente con su
simiiar 1oca1ización en 1a región dorsa] dei acrosoma, podria
estar indicando 1a posib1e existencia de dos mecanismos
diferentes de transferencia e inserción a 10s espermatozoides
para una mismaproteina sintetizada en e] epididimo.

si bien han sido descriptas proteinas de origen epididimario
que permanecen tanto asociadas en forma intrinseca (Vernon. 1985;
Hami1ton, 1986) como en forma periférica (Rifkin & Oison, 1985) a

1a membrana p1asmática de] espermatozoide, hasta e] momento no es

bien conocido e1 mecanismo por e] cua] se produce 1a

transferencia de proteinas sintetizadas en e] epididimo a1
espermatozoide. En e] caso de aque11as proteinas epididimarias
que permanecen asociadas en forma periférica a 1a membrana de1

espermatozoide, ciertos autores han postu1ado 1a existencia de
receptores como mediadores de 1a unión de 1as mismas (Rifkin &

O1son, 1985; Wong & Tsang, 1982). En particu1ar, Wong y Tsang



(1982) demostraron 1a existencia en 10s espermatozoides de rata,
de un receptor para una proteina de 32 K con simiiares

características a 1a proteina DE. Otro mecanismo probab1e de
asociación de proteinas de origen epididimario a 1os
espermatozoides durante su tránsito por e] epididimo podria ser
1a inserción directa de proteinas presentes en e1 epite1io
epididimario (sin ser secretadas previamente a1 1umen) a 1a
membrana de ios espermatozoides. Esta posibiïidad se veria
favorecida por 1os trabajos de Yanagimachi et a1., 1985, que
demuestran que durante e1 tránsito por e] epididimo, 1os
espermatozoides de] hamster chino se rodean de vesicuïas que se
adosan a 1a membrana p1asmática de 1os mismos, para

posteriormente desaparecer en ias regiones más dista1es de]
conducto epididimario y en e] conducto deferente. Posteriormente,
estudios de Burgos et a1., (1990) en e] cobayo, indicaron 1a
existencia de una interacción directa de] epiteiio epididimario
con 1a membrana de ios espermatozoides de cobayo, resu1tando

estos estudios una mayor evidencia a favor de un posib1e
mecanismo de transferencie directa de e1ementos de] epididimo
hacia 1os espermatozoides.

Comoha sido mencionado, e1 primer objetivo de este trabajo

consistió en investigar e] comportamiento de 1a proteina DE
durante e1 proceso de capacitación de 1os espermatozoides. Tanto
para 1a reaïización de estos estudios como para 1os estudios
propuestos sobre 1a posib1e participación de DEen e] proceso de
ferti1ización, resu1taba imprescindib1e contar con una técnica de
capacitación y ferti1ización ín vitro en 1a rata. Por 1o tanto se
reaiizaron una serie de experimentos tendientes a desarro11ar 1as
técnicas mencionadas. Ta] como se mencionó en 1a sección de



Resuitados, a pesar de que 1a reacción acrosoma] se utiiiza

corrientemente comoparámetro de evaïuación de 1a capacitación,
e] capuchón acrosoma] de 1os espermatozoides de rata es sumamente

pequeño y su desprendimiento no puede ser visuaiizado por
microscopía óptica ni aún con 1a ayuda de técnicas de tinción.
Resu1tó necesario entonces, encontrar 1as condiciones adecuadas
para 1a ocurrencia de 1a ferti1ización, no so1amente para e]
estudio de 1a función bioïógica de DE, sino también para ser
uti1izada comoparámetro de evaiuación de 1a capacitación.

Con esta fina1idad, se ensayaron un gran número de variabies y
condiciones experimenta1es, entre ias cua1es se incïuyeron
distintos tipos de medios, de a1búmina, o de agua;

espermatozoides epididimarios y eyacuiados, ovocitos con o sin
cumu1usoophorus y obtenidos a diferentes horarios, e inciusive
tanto recuperados de] oviducto comoextraídos directamente de 1os
ovarios. A pesar de eïio, 1os porcentajes obtenidos fueron
sumamente bajos y 1os resu1tados irregu1ares debido a que 1os

ovocitos generaimete no fueron penetrados, o 10 fueron en muy

bajos porcentajes. No só1o se obtuvieron resuïtados irregu1ares
en 1a penetración de ovocitos, sino que tampoco fue posib1e
observar entre aque11os no penetrados, espermatozoides asociados
a 1a zona pe11ucida de 105 mismos.

Sin embargo, como consecuencia de1 encuentro casuai de ovocitos

penetrados que habian perdido en forma accidentai 1a zona
pe11ucida, se procedió a investigar si ias condiciones ensayadas
bajo 1as cuaïes no se producía 1a fertiïización de ovocitos
intactos, permitian 1a penetración de ovocitos sin zona
pe11ucida.

Los resuïtados indicaron 1a ocurrencia de un 100% de



penetración de estos ovocitos en 1a mayoria de 10s casos.

Teniendo en cuenta que 1a reacción acrosoma1 es un requisito

indispensab1e para que se produzca 1a fusión de) espermatozoide
con eï ooiema (Yanagimachi, 1988b) 1os resu1tados mencionados

indicaban 1a ocurrencia de 1a reacción acrosoma1 y, por ende, de

1a capacitación, entre 1os espermatozoides incubados bajo 1as
condiciones descriptas. A su vez, e] hecho de que e] porcentaje
de ovocitos penetrados aumentara gradua1mente en función dei
tiempo de incubación bajo condiciones capacitantes, resuïtaba una
mayor evidencia a favor de 1a ocurrencia de 1a capacitación entre
10s espermatozoides.

Dado que estos espermatozoides, aún habiendo sufrido 1a
reacción acrosoma1, no eran capaces de unirse a 1a zona
pe11ucida, una posib1e causa de 1a fa1ta de ferti1ización podia
ser 1a existencia de a1teraciones en 10s ovocitos. Cabe mencionar

que, ta] como fue demostrado por Mo11er y Wassarman (1989) para

e] ratón, como consecuencia de 1a activación espontánea de 10s

ovocitos, 1as enzimas contenidas en 10s gránu1os cortica1es
podrian ser 1iberadas y provocar a1teraciones en 1os receptores
presentes en 1a zona pe11ucida. Como consecuencia de estas
a1teraciones, 10s receptores de 1a zona perderian capacidad de
unión a 1igandos presentes en e] espermatozoide. En este sentido,
es importante mencionar que también en e] caso de 1a rata ha sido
descripta 1a ocurrencia de a1teraciones en 10s ovocitos, una vez
producida 1a ovuïación (Austin, 1970), 1as cua1es serian
causantes de una menor penetrabi1idad y/o incapacidad de
desarro11o norma] de 10s mismos.

Cabe recordar que, a pesar de 1os bajos porcentajes de
ferti1idad obtenidos, en un experimento en e1 cua] 1a ovu1ación



se produjo en forma previa a 1as 12 hs post-hCG, pudiendo ser 1os
ovocitos recuperados inmediatemente, se obtuvo un 60% de

ferti1ización. Estos resuïtados podian estar indicando que 1a
recuperación de 1os ovocitos en forma inmediata a su ovu1ación

evitaría fenómenosde deterioro post-ovu1atorio y permitiría 1a
ferti1ización de 1os mismos. Sin embargo, estas condiciones no
resu1taron reproducib1es debido a que, con excepción de un único

caso, no fue posib1e encontrar nuevamente ovocitos en 1a ampu11a

en forma previa a 1as 12 hs post-hCG. A su vez, en este caso,

tampocofué posib1e obtener ovocitos fertiiizados a pesar de
haber sido 1os ovocitos recuperados en forma temprana. Tampoco

fué posibïe obtener fertiïización con ovocitos que fueron
encontrados en 1a ampu11a a 1as 12 hs post-hCG y recuperados

inmediatemente para ser inseminados con espermatozoides ni a1 ser
utiïizados ovocitos recuperados directamente de] ovario en forma
previa a su ovu1ación. En conjunto, estos resu1tados podrian
estar indicando que no serian fenómenos de deterioro post
ovu1atorios 1os responsab1es de 1a fa1ta de ferti1ización de
ovocitos intactos.

Ta] como ha sido mencionado en 1a Introducción, una de 1as

consecuencias de 1a capacitación es 1a aparición de un tipo de
moti1idad caracteristica (hiperactivación), 1a cua] seria
imprescindibïe para atravesar 1as envo1uturas que rodean a1
ovocito y, en particu1ar, 1a zona pe11ucida (Katz and
Yanagimachi, 1981; Yanagimachi, 1981). Un tipo de moti1idad
denominada "hiperactivada" ha sido descripta por Shaïgi y
Phi11ips en 1a rata (1988). Sin embargo, 1os movimientos de1
espermatozoide registrados por estos autores no serían tan
característicos como1os descriptos origina1mente para e] hamster



por Yanagimachi (1981), resuïtando sumamente difici1 su

observación sin 1a ayuda de equipos de videoaná1isis. Si bien
bajo nuestras condiciones experimentaïes se observaron
modificaciones en e] tipo de moti1idad presentada por ios
espermatozoides a 1o 1argo de] periodo de incubación, no fué
posib1e determinar inequivocamente si 1os movimientos observados

se correspondían con e1 tipo de moti1idad "hiperactivada"
descripta para 1os espermatozoides de rata. Por 1o tanto, una
posibïe causa de 1a fa1ta de ferti1ización de ovocitos con zona
pe11ucida bajo estas condiciones experimenta1es podria ser 1a no
ocurencia de hiperactivación. Sin embargo, aún si éste fuera e]
caso, 1a faïta de unión a 1a zona pe11ucida manifestada por ios

espermatozoides no seria consecuencia de prob1emas en 1a
motiiidad debido a que aún espermatozoides tota1mente inmóti1es
son capaces de unirse a 1a zona pe11ucida (Sa1ing, 1982).

Actua1mente se están reaiizando estudios en e1 1aboratorio

tendientes a investigar ias posib1es causas de 1a no ocurrencia
de 1a ferti1ización de ovocitos con zona pe11ucida in vitro.

Cabe destacar que, si bien hasta e1 momento no fue posib1e

encontrar 1as condiciones adecuadas para 1a ocurrencia de 1a
fertiiización de ovocitos intactos in vitro, e1 desarr011o de]
ensayo de fusión a ovocitos sin zona pe11ucida resu1tó de
fundamenta] importancia para 1a rea1ización de este trabajo. Esto
fue debido a que dicho ensayo no so1amente fue uti1izado como

parámetro de 1a ocurrencia de 1a capacitación y reacción
acrosoma], sino que permitió 11evar a cabo 1os estudios
correspondientes a 1a segunda parte de este trabajo en 10s cua1es
se investigó 1a función bio1ógica de 1a proteina DE.



Una vez estabïecidas 1as condiciones experimenta1es que
permitían 1a ocurrencia de 1a capacitación y reacción acrosoma]
ín vitro, se procedió a capacitar espermatozoides provenientes
de] cauda epididimario con e1 fin de investigar e] destino de 1a
proteína DE durante e] proceso de capacitación. Si bien 1os
estudios de Kohane et a1., (1980b), habian demostrado 1a

existencia de una pérdida de DE durante incubaciones in vitro,
Ios autores no corroboraron si 1as condiciones de incubación

utiïizadas permitían 1a ocurrencia de 1a capacitación. Por 1o
tanto, se propuso investigar si bajo Ias condiciones
desarro11adas en este trabajo era posibie corroborar 1a
existencia de 1a pérdida mencionada. Con esta fina1idad se evaïuó
mediante 1a técnica a1tamente sensibïe de ELISA, 1a proporción de

DE remanente en 10s espermatozoides 1uego de un periodo de 5 hs

de incubación bajo condiciones capacitantes. Los resu1tados
demostraron 1a ocurrencia de una pérdida de a1rededor dei 60 % de

proteina luego de1 proceso de capacitación. Estos resu1tados
fueron simi1ares a 1os va1ores presentados por Kohane (77% para
espermatozoides incubados 5 hs bajo condiciones in vitro),
pudiendo residir 1a pequeña diferencia ha11ada en 1as diferentes
condiciones de incubación en cada caso.

E1 próximo paso consistió entonces en investigar si 1a
disminución encontrada era producto de una pérdida compieta de 1a
proteina en cierto porcentaje de espermatozoides o
a1ternativamente, de una pérdida sóio parcia] de DE en 10s
espermatozoides.

Con e] fin de estudiar e1 porcentaje de espermatozoides que
permanecía con 1a proteina asociada a 1a membranaa1 fina1izar e1



proceso de capacitación, se uti1izó 1a técnica de IIF, debido a
que 1a misma permitía ana1izar 1a presencia de DE sobre 1os

espermatozoides en forma individua1.
Los resuitados indicaron que e] número de espermatozoides

capacitados que mostraban a 1a proteina DEen su superficie no
diferia de1 ha11ado entre 1os espermatozoides no capacitados. Por
1o tanto, 1a pérdida encontrada no podia resuitar una
consecuencia de una disminución de] número de cé1u1as con DE en

su superficie sino que, por e1 contrario, debia ser e] resu1tado
de una pérdida parcia] de 1a proteina en cierto número de
espermatozoides. Este número podria inc1uir a todos 1os
espermatozoides, ó alternativamente 1a pérdida podria producirse
so1amente en cierta sub-pob1ación de céiuïas.

Sin embargo, a1 ana1izar 1a 1oca1ización de 1a proteina DE

entre 1os espermatozoides capacitados, se encontró que en un
cierto porcentaje de ïos mismos (251%), 1a marca fïuorescente ya
no se encontraba restringida a 1a región dorsai dei acrosoma,
sino que cubría 1a mayor parte de 1a cabeza. Estudiando en
deta11e 1a nueva iocaïización se encontró que, de acuerdo a1
esquema ideado por Yanagimachi (1981) en base a 1os estudios

rea1izados por Phi11ips (1977a), 1a nueva 1oca1ización de DE

coincidia con e] dominio especifico de 1a membrana p1asmática

correspondiente a1 segmento ecuatoria1.
Dado que, a pesar de que 1os espermatozoides eran se1eccionados

por moti1idad en forma previa a su capacitación, podia
encontrarse cierta disminución de] porcentaje de espermatozoides
mótiïes durante 1a capacitación, se consideró 1a posibi1idad de
que esta nueva ioca1ización fuera una consecuencia de 1a pérdida
de moti1idad o deterioro que pudiera ocurrir durante 1a



incubación in vitro. Sin embargo, espermatozoides que habian sido

mantenidos en PBS a temperatura ambiente .durante 24 hs,

encontrándose tota1mente inmóti1es y en su gran mayoria no
viabïes, no presentaron esta nueva 1oca1ización de 1a proteina. A
su vez, fué posib1e encontrar espermatozoides capacitados, vivos
y móti1es con marcación f1uorescente en e1 segmento ecuatoriai,
1uego de haber sido sometidos a una IIF in vivo. En conjunto,
estos resu1tados indicaban que este cambio en 1a 1oca1ización de

DE podia estar asociado a un fenómeno fisio1ógico. Esta
posibiïidad también se vió apoyada por Ios experimentos que
demostraron que e1 porcentaje de espermatozoides con 1a nueva

1oca1ización de DE aumentaba en función de1 tiempo de

capacitación en forma para1e1a a1 porcentaje de penetración de
ovocitos sin zona, es decir en forma para1e1a a 1a capacidad
ferti1izante expresada por dichos espermatozoides con 1a
capacitación. Teniendo en cuenta que 1a capacitación y reacción
acrosoma] resu1tan imprescindibies para 1a fusión de1
espermatozoide con e] ovocito, e1 aumento de1 porcentaje de
cé1u1as con redistribución en forma para1e1a a1 aumento de 1a
capacidad de penetración de ovocitos podia estar indicando una
posib1e vincu1ación entre 1a aparición de 1a proteina DEen e]
segmento ecuatoria] y 1a ocurrencia de 1a capacitación y/o
reacción acrosomaï en 1os espermatozoides. Esta posibi1idad se
vió reforzada por 1a inhibición en e] cambio de 10ca1ización de
DEobservado entre espermatozoides incubados a 4°C, siendo ésta
una condición bajo 1a cua1 no ocurre 1a capacitación.

E1 paso siguiente consistió en estudiar cuáïes eran 1as
posib1es causas de 1a aparición de 1a nueva 1oca1ización de 1a

proteina DE. Existian tres posibi1idades para 1a aparición de 1a



proteina DEen e] segmento ecuatoria1. Una expïicación consistia
en 1a posib1e existencia de una migración de moïécu1as desde 1a

región dorsa] de 10s espermatozoides hacia 1a región ecuatoria].
Una segunda posibiïidad consistía en que mo1ecu1as previamente
1oca1izadas en forma criptica en e] segmento ecuatoria1 se
expusieran durante 1a capacitación y, finaïmente, una tercera
alternativa consistia en que tanto 1a migración como 1a
exposición de mo1écu1as, se produjera en forma simuïtánea y que

1a aparición de DE con una nueva 1oca1ización fuera un producto
de ambos fenómenos.

Con e] fin de estudiar 1a primera posibi1idad, se rea1izaron
experimentos en 10s cua1es 1os espermatozoides eran incubados con

anti-DE so1amente a1 inicio de 1a capacitación, siendo

posteriormente 1avados de] exceso de anticuerpo y capacitados ín
vitro, para ser finaïmente ana1izado e1 porcentaje de cé1u1as con
redistribución de DE. Dado que estos espermatozoides no

presentaron una disminución en e] porcentaje de cé1u1as con
redistribución con respecto a 1os contro1es, 1os resu1tados
indicaron 1a existencia de un fenómeno de migración de 1a

proteina origina1mente presente en 1a región dorsa].
A su vez, 1a no aparición de 1a nueva 1oca1ización en

espermatozoides no capacitados tratados con diversos agentes
permeabiïizantes, proteasas o a1ta fuerza iónica, asi como 1a
inhibición de 1a marcación en e1 segmento ecuatoria] de
espermatozoides cuya migración de DE resuïtó inhibida por
acopïamiento de] primer y segundo anticuerpo a1 inicio de 1a
capacitación, permitieron descartar 1a posib1e existencia de un
fenómenode exposición de moïécu1as presentes en forma criptica

en 1a región ecuatoria1 como única causa de] cambio de
1oca1ización de DE.



En esta ú1tima serie de experimentos, cuando 10s

espermatozoides acopïados a ambosanticuerpos fueron capacitados
y sometidos a 1a técnica de inmunofïuorescencia, se observó un
pequeño porcentaje (z 15%)de espermatozoides con redistribución

de DE. Dadoque este porcentaje de cé1u1as con redistribución

sóio se encontraba a1 someter nuevamente a 10s espermatozoides

capacitados (que ya habian sido incubados con e] primer y segundo
anticuerpo) a una nueva IIF, e1 porcentaje ha11ado podria deberse
a un desprendimiento parcia] de] segundo anticuerpo en cierta
subpobïación de espermatozoides, provocando con e11o 1a

deshinibición de 1a migración de moïécu1as de DE, que podrian
despiazarse hacia e] segmento ecuatoriai. Una segunda
a1ternativa, aunque menosprobab1e consistiría en 1a existencia,
en una subpob1ación de espermatozoides, de cierta exposición de
moiécu1as de DE no detectadas por 10s procedimientos

permeabi1izantes utiïizados.

Resu1ta interesante recordar que, cuando espermatozoides no
capacitados fueron sometidos a un proceso de inmunofiuorescencia
ín vivo (sin previa fijación) y a 37°C, se encontraron cé1u1as
con agrupaciones ("patches") de marca f1uorescente en 1a región
dorsai, diferentes a 1a distribución uniforme de fïuorescencia
ha11ada en espermatozoides fijados en forma previa a su
marcación. Teniendo en cuenta que generaïmente 1os antígenos
inducibïes a formar "patches" por agregado de anticuerpos
diva1entes son considerados móbi1es en e1 p1ano de 1a membrana

(Tópfer-Petersen et a1., 1990a; Gaunt et a1., 1983), 1a proteina
DE podria constituir un ejemp1o de este tipo de antígenos
móbi1es. Con e1 fin de confirmar 1a hipótesis mencionada,
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resu1taría necesario medir 1a difusibi1idad de 1a proteína en 1a
membrana de 10s espermatozoides.

Además de 1a proteína DE y de 1a ya descripta PH-20 en e]

cobayo, existen otros ejemp1os de redistribución de antígenos
presentes en 1a membrana de espermatozoides de distintas

especies, inc1uyendo a1 humano. Entre éstos se inc1uyen 1a enzima

gaïactosiïtransferasa de ios espermatozoides de ratón (López &
Shur, 1987), un antígeno presente en 1a región anterior de]
acrosoma de espermatozoides humanos (Vi11arroya & Scho11er,

1987), e] antígeno 281 presente en 1a coïa de 1os espermatozoides
de rata que migra a 1a región acrosoma1 (Jones et a1., 1990), así

como un antígeno que cambia su 1oca1ización a 1a región anterior
de1 acrosoma en e] jabaií (Tópfer-Petersen et a1., 1990b). Entre
1os mecanismos descriptos hasta e1 momento para 1a migración de

ias proteína mencionadas, se inc1uyen 1a migración por difusión y
posterior restricción (Jones et a1., 1990; Vi11arroya &Sch011er,
1987) y e1 transporte activo en contra de un gradiente de
concentración (Cowanet a1., 1991).

Ta] como ha sido mencionado en 1a sección de Resuitados, a

pesar de producirse e1 desp1azamiento de 1a proteína DEa partir
de su 10ca1ización origina1, 1a misma permanece restricta a un
nuevo dominio de 1a membrana p1asmática, y no se observa su

posterior migración mas a11á de este dominio aún 1uego de varias
horas de incubación. Si bien se han propuesto diversas hipótesis
(Eddy, 1988; My1es, 1987), actua1mente no se encuentran
estab1ecidos 10s mecanismos causantes de 1a restricción de

movi1idad de componentes entre dominios. Las partícu1as
intramembranosas existentes en e1 segmento ecuatoriai (Phi11ips,



(¡NI O M

1977a), podrian estar invoïucradas en una interacción con 1a
proteina DEen e] nuevo dominio, provocando 1a restricción de su

movi1idad. Cabe destacar que e1 hecho de que una proteina

permanezca restricta a un dominio 1uego de su migración, no
impiica que 1a misma se encuentre inmobiïizada en e] nuevo

dominio. Ta] es ei caso de 1a proteina PH-20 presente en 1a

región postacrosoma] de1 espermatozoide de cobayo, que migra
hacia 1a membranaacrosomaï interna (My1es et a1., 1984). En este

caso, tanto en forma previa comoposterior a su migración, 1a
proteina exhibe 1ibre difusión en cada uno de estos dominios
(Cowan et a1., 1986).

Los experimentos descriptos indicaron que 1a aparición de
espermatozoides con redistribución de DEdurante 1a capacitación

in vitro, se produce en forma para1e1a a 1a aparición de 1a
capacidad de fusión con 1os ovocitos. Estos resuïtados podian
estar indicando una asociación entre 1a migración de DEy 1a

ocurrencia de 1a capacitación. Sin embargo, dado que 1a reacción
acrosoma] es un requisito indispensab1e para que se produzca 1a
fusión con e] ooiema, 1a redistribución de 1a proteina podria
vincu1arse con 1a ocurrencia de 1a reacción acrosoma] en si. Con

e1 fin de estudiar esta úitima aïternativa, se rea1izaron una
serie de experimentos en 10s cua1es se ana1izó e] efecto de 1a
ausencia de iones invo1ucrados en 1a reacción acrosoma], comoasi
también de agentes inductores de este proceso, sobre 1a
ocurrencia de 1a redistribución de DE .

Los iones estudiados inc1uyeron a1 Ca2+, imprescidib1e para 1a
ocurrencia de 1a reacción acrosoma1 (Yanagimachi & Usui, 1974;
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Green, 1978; Yanagimachi, 1982; Yanagimachi, 1988a) y a1 ión

HCOa'que ha sido recientemente descripto como otro e1emento

invo1ucrado en 1a ocurrencia de 1a reacción acrosoma1 (Lee &

Storey, 1986). En ambos casos, 10s resu1tados indicaron que 1a
fa1ta de estos iones provocó una inhibición significativa dei
porcentaje de espermatozoides con redistribución.

En e] caso de 1os experimentos sin caïcio, de acuerdo a 1as

mediciones reaïizadas por Yoshimatsu y Yanagimachi (1988) 1as
trazas de ca1cio que pudieran permanecer en e] medio debido a 1a
no inc1usión de un que1ante especifico para este ión serian
insuficientes para permitir 1a ocurrencia de 1a reacción
acrosoma]. Por 10 tanto, 1a disminución de 1a redistribución
podia encontrarse vincuiada con una inhibición de 1a reacción
acrosoma1.

En e] caso de 10s experimentos sin HCOa‘, ios resuitados
demostraron que, si bien 1a ausencia de este ión provocaba una
disminución significativa de] porcentaje de espermatozoides con
redistribución, un 35% de 10s espermatozoides incubados bajo
estas condiciones mostraban aún a DE 1oca1izada en e] segmento

ecuatoria]. Estos resu1tados podrian estar indicando que en e]
caso de ios espermatozoides de rata, este ión podria favorecer 1a
ocurrencia de 1a reacción acrosoma], sin resuïtar imprescindib1e
para 1a misma. Esta situación coincidiria con 1a descripta por
Bhattacharyya y Yanagimaóhi (1988) para 1a reacción acrosoma] en

e] cobayo, ya que estos autores demostraron que 1a faita de HCOa'

en e] medio de capacitación provocaba una inhibición
significativa pero no tota] de 1os porcentajes de espermatozoides
reaccionados.



Existiria 1a posibi1idad de que 1a disminución obtenida en 10s
porcentajes de espermatozoides con redistribución resu1tara
consecuencia de un efecto de estos iones sobre e1 proceso de
capacitación. En este sentido, no existen trabajos previos que
describan 1a posib1e inf1uencia de 1os iones Ca2+ y HCOa' sobre

este proceso en 1a rata. Si 1os resuitados no hubieran reve1ado
una disminución en 1a redistribución, 1a posib1e vincu1ación
entre e1 cambio de 1oca1ización de DE y 1a ocurrencia de 1a

reacción acrosoma1 se habria descartado. Dado que ios resu1tados
obtenidos indicaron una inhibición de 1a migración, aún en caso
de que esta inhibición fuera consecuencia de un efecto de 1os
iones sobre 1a capacitación, 1a inhibición de 1a capacitación
imp1icaria 1a no aparición de reacción acrosoma1 entre 1os
espermatozoides y, por 1o tanto, 1a menor redistribución podría
estar ref1ejando esta menor aparición de espermatozoides
reaccionados.

Fue uti1izado entonces un inductor especifico de 1a reacción
acrosoma1, como 1o es e1 ionóforo de ca1cio A23187, e] cua1 posee

características de inductor universa1 ya que provoca 1a reacción
acrosoma1 en 105 espermatozoides de todas 1as especies estudiadas
hasta e1 momento (Ta1bot et a1, 1976; Green, 1978; Watson &

P1ummer, 1986; White et a1, 1990).

En una primera serie de experimentos se eva1uó e1 efecto de]

ionóforo sobre espermatozoides previamente capacitados in vitro.
Los resu1tados obtenidos indicaron que, como consecuencia de1
tratamiento con ionóforo, e1 porcentaje de espermatozoides con
redistribución de DE aumentó significativamente en forma
concentración-dependiente con respecto a 10s contro1es, pudiendo



ser encontrados porcentajes que superaron e] 80% de
espermatozoides con redistribución con 1a mayor concentración
uti1izada.

Cabe mencionar que, asi comofué descripto para otras especies
(Ta1bot et a1., 1976; Watson & Pïummer, 1986; F1orman & First,

1988), e] efecto inductor de1 ionóforo también pudo ser observado
entre espermatozoides no capacitados. sin embargo, si bien 1a
estimu1ación provocada sobre 1os espermatozoides en forma previa
a su capacitación resu1taba proporciona1mente mayor que 1a
obtenida entre 1os espermatozoides capacitados, e] tratamiento
con espermatozoides previamente capacitados por un periodo de 4
hs permitía obtener una pob1ación de espermatozoides con

prácticamente 1a tota1idad de 10s mismos presentando a 1a

proteina DEen e1 segmento ecuatoria]. Por 1o tanto, fue éste e]
esquemaexperimentaï uti1izado en 1os posteriores ensayos.

Dado que e1 agregado de i0nóforo provocaba una inhibición

inmediata de 1a motiïidad de 1os espermatozoides, existia 1a
posibi1idad de que e] mismoestuviera ejerciendo un efecto tóxico
sobre 1as cé1u1as. Sin embargo, cuando 1os espermatozoides
fueron 1avados y resuspendidos en medio capacitante conteniendo
una aïta concentración de BSA, procedimiento uti1izado para 1a
remoción de] ionóforo 1ibre (Thomas & Meize1, 1988; Suarez et

a1., 1987), 1os nive1es de motiïidad retornaron a va1ores
simi1ares a 1os contro1es. Bajo estas condiciones, 1os
porcentajes de cé1u1as con redistribución entre 1os
espermatozoides reaccionados, se mantuvieron a1tos. Los
resu1tados indicaron entonces que un inductor de 1a reacción
acrosoma] como e] ionóforo de ca1cio A23187, provocaba 1a

estimu1ación de 1a redistribución en espermatozoides que aún se



mantenían vivos 1uego de 1a inducción. Dado que fué posib1e
demostrar que e] efecto no se producía en un medio deficiente de
caicio, 1a estimu1ación resuïtaba una consecuencia de 1a entrada
de este ión a1 espermatozoide.

Un segundo procedimiento capaz de inducir 1a reacción acrosoma1

en ios espermatozoides de rata, como 1o es e1 tratamiento de ios

mismos con cicïos de conge]amiento/desconge1amiento sucesivos
(Jones et a1., 1990), también provocó un aumento de1 porcentaje
de espermatozoides con redistribución. Por 1o tanto, e1 hecho de
que distintos tratamientos capaces de provocar 1a reacción
acrosoma1 hayan demostrado poseer un efecto inductor sobre 1a

redistribución de DEfavoreceria 1a hipótesis de una asociación
entre 1a migración de DEy 1a ocurrencia de] mencionado proceso
exocitótico.

Fina1mente, se creyó interesante investigar si un inductor
fisio1ógico de 1a reacción acrosoma] como 1o es 1a zona pe11ucida

homóïoga, poseía también un efecto inductor sobre 1a

redistribución de DE. Cabe destacar que hasta e] momentono han

aparecido estudios que demuestren e1 efecto de 1a zona peïucida
sobre 1a reacción acrosomaï en 1a rata, probab1emente debido a 1a

ya mencionada dificu1tad para eva1uar este fenómeno bajo
microscopía óptica. Sin embargo, en todas ias especies en 1as
cua1es se ha ensayado su efecto hasta e1 momento, 1a misma

provoca una inducción de 1a reacción acrosoma] (ratón: Bïei] &

Wassarman, 1983; conejo: O’Rand & Fisher, 1987; bovino: F1orman a

First, 1988; humano: Cross et a1., 1988), manifestándose este
efecto inc1usive en especies como e1 hamster, cuyos

espermatozoides muestran un 100%de reacción acrosoma] espontánea

bajo condiciones capacitantes in vitro (Cherr et a1., 1986, Uto



307

et a1., 1988).
Fue necesario entonces desarro11ar, en primer 1ugar, un sistema

que permitiera 1a purificación en gran esca1a de zonas pe11ucidas
de rata. La técnica fina1mente uti1izada se basó en aque11a
descripta por Oikawa y co1 (1988) para e] hamster, 1a cua1

consistió en un sistema de fi1tración de tejido ovárico por
maïïas nytex con poros de tamaño decreciente. Este sistema

permitió retener a 1as zonas pe11ucidas en 1a ma11a con e1 menor

poro, fi1trándose en cambio a través de 1a misma todo materia]
particu1ado que no hubiera quedado retenido en 1as ma11as de poro

mayor.

A1 ser estudiado e] efecto de 1as zonas soïubi1izadas sobre 1os

espermatozoides capacitados, 1os resu1tados indicaron que 1as
mismas provocaron un aumento significativo en e] porcentaje de
ce1u1as con redistribución. Si bien 1a estimu1ación observada

(50.7% vs 30.5%) no fué tan pronunciada como en e1 caso de 1a

inducción por ionóforo, 1os órdenes de estimu1ación fueron
simiïares a 1os descriptos para 1as otras especies mencionadas
uti1izando concentraciones simi1ares de zonas (bovino: 30% vs

11%, F1orman & First, 1988; conejo: 30% vs 14%, O’Rand & Fisher,

1987; hamster: 35%vs 4%, Cherr et a1., 1985).

Cabe mencionar que, ta] como fué presentado en 1a sección

Resu1tados, no fué posibïe encontrar un efecto de 1a inducción
concentración-dependiente. Si bien esta mismasituación ha sido
encontrada en varias de 1as especies estudiadas (Cherr et a1.,
1986; O’Rand & Fisher, 1987), hasta e] momento no es posibïe

expiicar este fenómeno. Una posibi1idad sería 1a existencia de un
efecto dependiente de 1a concentración sobre 1a veïocidad inicia]
de ocurrencia de 1a reacción acrosomaï y no sobre 10s vaïores
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absoiutos obtenidos a1 finaïizar 1a incubación. Ta] seria e1 caso

de 1os espermatozoides bovinos según ios estudios presentados por
Fïorman y First (1988). Actua1mente se están reaiizando

experimentos tendientes a investigar e1 efecto obtenido con
distintas concentraciones de zonas en tiempos cortos de
incubación, con e] fin de evaiuar esta posibi1idad.

En conjunto, 1os resuitados indicados que demostraron un efecto
estimuiatorio de 1a redistribución por parte de distintos
tratamientos inductores de 1a reacción acrosoma], constituyen una
fuerte evidencia a favor de 1a asociación entre 1a migración de
DEhacia e1 segmento ecuatoria] y 1a ocurrencia de 1a reacción

acrosoma] bajo condiciones in vitro. Como se discutirá más
ade1ante, este posibiiidad se vió mayormentereforzada por 1as
observaciones rea1izadas sobre espermatozoides capacitados ín
vivo.

Resuïtaba interesante en este punto, estudiar si 1a proteina
reconocida por anti-DE en e1 segmento ecuatoria] de ios
espermatozoides reaccionados presentaba a1guna modificación con
respecto a aqueïia 1oca1izada en 1a región dorsa] de 1os
espermatozoides no capacitados. En esta serie de estudios se
uti1izaron espermatozoides tratados con ionóforo, con e1 fin de
partir de una pob1ación de cé1u1as que presentara a 1a proteina
DE ioca1izada en e1 segmento ecuatoria1 de 1a mayoria de ios

espermatozoides.

Los resuïtados confirmaron 1a identidad de 1a proteina

1oca1izada en e] segmento ecuatoria] con 1a proteina DE presente



.309

en 1a región dorsa] de 1os espermatozoides no capacitados. Esta
situación resu1tó diferente que 1a descripta para e1 ya
mencionado antígeno 281 presente en 1a co1a de 10s

espermatozoides de rata que migra a 1a región acrosoma], debido a
que en este caso 10s autores demostraron 1a existencia de un

cambio en e] peso mo1ecu1ar de] antígeno con 1a nueva

locaïización (Jones et a1, 1990). Teniendo en cuenta que en este
caso, e] cambio de 1ocaïización no se produce como consecuencia

de 1a reacción acrosoma], es probab1e que 10s mecanismos

responsab1es de 1a migración de 281 sean diferentes a 10s
invoïucrados en 1a migración de DE.

Con e1 objeto de investigar si e] tratamiento de
espermatozoides capacitados con ionóforo A23187 provocaba una

pérdida adiciona] de proteina DEcon respecto a 1a ha11ada entre
Ios espermatozoides so1amente capacitados, se procedió a ana1izar
por medio de 1a técnica de ELISA 1a cantidad de proteina DE

presente en 10s espermatozoides tratados con ionóforo 1uego de un
proceso de capacitación.

Los resu1tados indicaron 1a existencia de una pérdida adiciona]
de un 25%de 1a proteína con respecto a 1a encontrada previamente

en 1os espermatozoides capacitados y no tratados con ionóforo.
Teniendo en cuenta que e] porcentaje de pérdida adicionaï se
produjo soïamente por 1a adición de] ionóforo, es probab1e que 1a
1iberación de proteina de 1a superficie se encuentre directamente
vincuïada a 1a 1iberación de1 capuchón acrosoma] con 1as

moiécuïas de DE a11i presentes. En este sentido, cabe recordar
que ïos estudios de microscopía e1ectrónica de Cameoy co] (1986)
demostraron 1a 1oca1ización de moïécuïas de DEen 1as vesicuïas



formadas durante 1a reacción acrosomaï.

Cabe mencionar que, teniendo en cuenta que como consecuencia de

1a reacción acrosoma] se produce 1a exposición de 1a membrana

acrosoma1 interna, conjuntamente con 1a aparición de continuidad

entre 1a membranapïasmática y 1a acrosoma] externa, existiría 1a
posibi1idad de que parte de 1a proteína sufriera un proceso de
interna1ización hacia 1a membrana acrosoma1 externa, acrosoma1

interna, o a1 contenido acrosoma]. En este caso, 1a pérdida
detectada por 1a técnica de ELISApodría resuïtar parciaïmente
consecuencia de esta internaïización. Sin embargo, si bien no se
puede descartar 1a existencia de cierta internaïización de 1a
proteina, 1a 1iberación de DE desde 1a superficie de 10s
espermatozoides hacia e1 medio de capacitación pudo ser
verificada mediante 1a técnica de inmuno-e1ectrotransferencia, ya
que se encontró una gran cantidad de proteína DEen e] medio de

capacitación de 1os espermatozoides.

Resu1ta interesante mencionar e] caso previamente descripto de
1a enzima gaïactosi1transferasa presente en espermatozoides de
ratón. La misma se encuentra 1oca1izada en 1a región dorsa] de]

acrosoma y cambia su 1oca1ización a1 segmento ecuatoria] en forma

coincidente con 1a reacción acrosoma] (López & Shur, 1987). Sin

embargo, en éste caso, a diferencia de 10 que ocurriría con 1a
proteína DE, no pudo ser encontrada una pérdida de 1a enzima en
10s espermatozoides reaccionados. Estos resuïtados evidenciarian
1a ocurrencia de 1a migración de 1a enzima en forma previa a1

desprendimiento de1 capuchón.



Si bien 1os resuitados presentados indican que cierta pérdida
de DE se produciría como consecuencia dei desprendimiento de]

capuchón acrosomai, no es posib1e descartar 1a posibiïidad de que
exista también una pérdida de 1a proteina durante 1a
capacitación, en forma previa a 1a reacción acrosoma], retomando
1a hipótesis origina1 que sugería una posib1e participación de DE
como factor decapacitante. La posibi1idad de una función
decapacitante para ias proteinas periféricas, incïuyendo a 1a
pob1ación de DE removib1e por fuerza iónica en 1os

espermatozoides de rata, se veria favorecida por 1os experimentos
que demuestran que e1 tratamiento de 10s espermatozoides con aita
fuerza iónica en forma previa a 1a capacitación de 10s

espermatozoides, provoca 1a aparición de un mayor porcentaje de
cé1u1as con redistribución de DE. Si, ta] comose postu1a en este
trabajo, 1a aparición de 1a proteina DEen ei segmento ecuatoria]
se encontrara asociada con 1a ocurrencia de 1a reacción

acrosoma], estos experimentos estarian indicando que 1a
1iberación de ias proteinas periféricas favoreceria 1a ocurrencia
de 1a mencionada reacción.

Por un 1ado, se encuentra genera1mente aceptado que 1as
proteinas ó gïicoproteinas 1iberadas durante 1a capacitación
serian proteinas periféricas (Yanagimachi, 1988a). Por otro 1ado,
ha sido descripto en numerosos casos 1a asociación entre 1a
pérdida de proteinas periféricas y un aumento en 1a capacidad
ferti1izante (OIiphant &Brackett, 1973a; Fraser, 1984), y en 1a
ocurrencia de 1a reacción acrosomaï (Oïiphant, 1976; Triana et
a1., 1980; Sa1ing & Storey, 1979), considerándose entonces a 1as
proteinas 1iberadas comofactores decapacitantes.

En base a Ïos resuïtados presentados, 1a proteina DErevestiria



caracteristicas particu1ares debido a que, por un 1ado tendría
simiiitudes con 1os denominados "factores decapacitantes",
mientras que por otro 1ado, su permanencia en e] segmento
ecuatoria] constituiría un indicio de funcionaïidad en fenómenos
de interacción de membranas. Cabe destacar que 10s estudios de

Kohane y co] (1980b) demostraron que e1 tratamiento de 10s

espermatozoides frescos provenientes de1 cauda epididimario con
fuerza iónica, provocaba una disminución de 1a proteina
equivaïente (de acuerdo a 1a extrapo1ación reaiizada a partir de]
gráfico presentado) a aque11a encontrada comoconsecuencia de 1a
incubación bajo condiciones capacitantes in vitro. Estos
resuïtados sugeririan que seria 1a proteina periférica 1a
1iberada durante 1a capacitación.

Los estudios en 10s cuaies e1 tratamiento de 1os

espermatozoides con a1ta fuerza iónica en forma previa a 1a
capacitación provocó 1a aparición de espermatozoides con
redistribución durante su incubación bajo condiciones
capacitantes in vitro, favorecerian 1a posibiïidad de que 1a
proteina DE no removibie por a1ta fuerza iónica (y por ende,
fuertemente asociada a 1a membrana) se encuentre invoiucrada en

e] fenómeno de migración. En este sentido, resuïta interesante
mencionar que todas 1as proteinas descriptas hasta e] momento en
diversas especies como "migratorias" entre 10s dominios de
membrana,poseen caracteristicas de proteinas intrínsecas, ya sea
por su natura1eza hidrofóbica, o por su unión covaiente a
componentes de membrana (Jones et a1., 1990; Vi11arroya &

Scho11er, 1987; Tópfer-Petersen et a1., 1990b; López & Shur,

1987, Phe1ps et a1., 1988).



En conjunto, ios resu1tados parecerían indicar que 1a proteína
1iberada sería 1a pobiación "débiimente" unida a 1a membrana, y

por ende removibie por fuerza iónica, mientras que 1a proteína DE
no removibie por fuerza iónica ("fuertemente" unida)
correspondería a aque11a pobiación invo1ucrada en e1 proceso de
migración.

Dadoque ios resuitados presentados en este trabajo indican que
1a redistribución de DEse produciría en forma concomitante con
1a ocurrencia de 1a reacción acrosoma], 1a secuencia de eventos
más probab1e y correspondiente con todas ias evidencias
presentadas sería 1a esquematizada en e] modeio 1 de 1a Fig. V.1.

Tai como se representa en ei esquema mencionado, 1a proteína DE

se iocaiiza en 1a región dorsa] de 10s espermatozoides que no han
iniciado 1a reacción acrosomai (1a). Una vez desencadenada 1a

entrada de caicio que marca e1 inicio de 1a reacción acrosomai, y
en forma concomitante con 1a aparición de puntos de fusión entre

1a membrana piasmática y 1a membrana acrosomai externa, se

produciría 1a migración de cierta pob1ación de moiécuias de DE
hacia e] segmento ecuatoriai (ib). Posteriormente, e1 capuchón
acrosoma1 se vesicuiizaría (1c) para ser finaimente Iiberado
conteniendo a ias moiécuias de DEque no hubieran participado de

1a migración, y permaneciendo iocaiizada en e1 segmento

ecuatoria] 1a pob1ación de DE remanente (1d). Por otro 1ado, se
descartaría 1a posibiiidad de que 1a migración de DEprevia a 1a
vesicu1ización invoiucrara a todas ias moiécuias de proteína
10ca1izadas originaimente en 1a región dorsai (modeïo 2), debido
a que, ta] como ha sido mencionado, estudios previos de

microscopía e1ectrónica (Cameo et a1., 1986) reve1aron 1a

presencia de mo1écu1as de DEen ias vesícu1as acosomaies. Si 1a



Fig.V.1. Modeïos expïicativos de 1a re1ación tempora] entre 1a
migración de DEy 1a vesicu1ización de] capuchón acrosomaï
En cada cuadro: a 1a izquierda se esquematiza un corte sagita] de
1a cabeza de1 espermatozoide, a 1a derecha se representa una
vista 1atera1 de 1a cabeza de] espermatozoide. (CA) capuchón
acrosoma1, (SE) segmento ecuatoria1.
Modeïo 1: (a) 1oca1ización dorsa1 de 1a proteina DE, (b)
migración de parte de 1as moiécuias de DEhacia e1 segmento
ecuatoria1, en forma concomitante con 1a aparición de puntos de
fusión entre 1a membrana p1asmática y 1a membrana acrosoma]
externa, (c) vesicuïización de] acrosoma con 1iberación de
moïécuias de DEa11i contenidas, (d) desprendimiento dei capuchón
acrosoma], 1oca1ización de DEen e1 segmento ecuatoria1.
Mode1og: (a’) 1oca1ización dorsa1 de DE, (b’) migración compieta
de DE hacia e] segmento ecuatoria], (c’) vesicuiización de]
acrosoma, ausencia de DE en 1as vesicuias, (d’) desprendimiento
de ias vesicu1as sin moïécuïas de DEen 1as mismas, loca1ización
de DEen e1 segmento ecuatoriai.
Mode1o g: (a") 1oca1ización dorsa1 de 1a proteina DE, (b")
vesicuïización de1 acrosoma en forma previa a 1a migración de DE,
(c") desprendimiento dei capuchón acrosoma] con 1as moiécu1as de
DEa11i contenidas, (d") ausencia de DEen ei espermatozoide que
ha compietado 1a reacción acrosomai.

(0)Proteina DE





migración de DEfuera compieta (2b’), no seria posibie visua1izar
a esta proteina en 1as vesicu1as (20’), a pesar de poder
1oca1izarse en e1 segmento ecuatoria] de Ios espermatozoides

reaccionados (2d’), Fina1mente, tampoco seria posibïe que 1a
vesicu1ización se produjera en forma previa a 1a migración
(mode1o 3, b"), debido a que e] desprendimiento de ias vesicu1as

imp1icaria 1a pérdida de toda 1a proteina a11i Iocaiizada (3 c“),
no pudiendo 1a proteina ser fina1mente 1oca1izada en e] segmento
ecuatoria] (3d").

Cabe mencionar que, si bien en forma poco probab1e, podria
suceder que 1a 1oca1ización originaï de DEen 1os espermatozoides

no capacitados inc1uyera una región de] segmento ecuatoria1 que

no se desprendiera durante 1a reacción acrosomai, pudiendo 1as
mo1écu1as de DEa11i 1oca1izadas participar de 1a migración 1uego

de producida 1a 1iberación dei capuchón. Sin embargo, esta
a1ternativa impïicaria 1a ocurrencia de una redistribución de una
proteina en un mismo dominio de 1a membrana, fenómeno que hasta

e1 momentono ha sido descripto para ninguno de Ios antígenos
estudiados.

Una vez estab1ecida 1a ocurrencia de 1a redistribución de DE y

su posibïe asociación con 1a reacción acrosomaï bajo condiciones
in vitro, se propuso investigar si este mismo fenómeno se
manifestaba bajo condiciones capacitantes in vivo.

Los resu1tados confirmaron nuevamente 1a permanencia de 1a

proteina, inc1usive en espermatozoides asociados a1 cumu1us
oophorus. A1 ser ana1izado e] porcentaje de cé1u1as con
redistribución de DE entre 1os espermatozoides recuperados de]
oviducto 1uego de 6 hs de incubación ín vivo, se encontró un 15%
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y 21% entre ios espermatozoides presentes en forma 1ibre en e]

oviducto o asociados a1 cumuius oophorus, respectivamente. Si 1a
redistribución se encontrara asociada a 1a ocurrencia de 1a
reacción acrosomaï, 1os porcentajes de cé1u1as con redistribución
encontrados corresponderian a porcentajes de espermatozoides
reaccionados, y serian consistentes con 1os ha11ados entre
espermatozoides presentes en e] oviducto de otras especies
(Yanagimachi & Phiiïips, 1984; Suarez, 1983). Por 1o tanto, 10s

porcentajes de espermatozoides encontrados resuïtarian una
evidencia más a favor de 1a postuiada vincuiación entre 1a
migración de DEa1 segmento ecuatoria] y 1a ocurrencia de 1a

reacción acrosoma1. Por otro 1ado, dado que só1o ios

espermatozoides capacitados son capaces de penetrar ei cumuïus
oophorus (Austin, 1960; Yanagimachi, 1988a), si 1a redistribución
ocurriera comoconsecuencia de este proceso, deberia encontrarse
un 100%de espermatozoides con redistribución entre aque1ïos
asociados a 1as cé1u1as de] cumuius oophorus. Teniendo en cuenta

que sóio se encontró un 21%, estos resu1tados constituirian una
nueva evidencia a favor de 1a asociacion entre 1a migración de DE

y 1a reacción acrosoma].

Entre ios resu1tados que más fuertemente confirman 1a hipótesis
de 1a vincu1ación entre 1a redistribución de DEy 1a reacción
acrosomaï se encuentran aque11os en 1os cuaies se demostró 1a

10ca1ización de DE en e1 segmento ecuatoriai de 1os

espermatozoides perivite1inos. Teniendo en cuenta que soïamente
10s espermatozoides que han sufrido 1a reacción acrosoma] son
capaces de atravesar 1a zona pe11ucida, ias observaciones
ha11adas indican 1a ocurrencia de un 100%de redistribución en

espermatozoides necesariamente reaccionados.



Por 1o tanto, en conjunto, esta serie de experimentos permitió
evidenciar que también bajo condiciones capacitantes in vivo 1a
proteina DE presente en 1os espermatozoides se redistribuye a1
segmento ecuatoria]. A su vez, 1as observaciones rea1izadas bajo
condiciones ín vivo, apoyarian fuertemente 1a existencia de una
asociación entre 1a migración de DE y 1a ocurrencia de 1a
reacción acrosoma1.

Teniendo en cuenta que 1as evidencias aqui presentadas, tanto
in vitro como ín vivo, indican que 1a redistribución de DE se
encontraría asociada especificamente a 1a ocurrencia de 1a
reacción acrosoma], 1a técnica de inmunofïuorescencia uti1izando
a1 anticuerpo anti-DE podria constituir una herramienta muy úti]
para 1a eva1uación de este proceso en 1a rata. Actuaimente se han
iniciado una serie de estudios de microscopía e1ectrónica con e]
fin de confirmar esta posibiïidad.

Resu1ta importante destacar que, ta] como se mencionara
anteriormente, si bien se han descripto distintos casos de
migración de proteinas durante 1a capacitación y/o reacción
acrosoma1 en diversas especies, incïuyendo a1 hombre (Myïes,

1984; Vi11arroya & Scho11er, 1987; López & Shur, 1987; Tópfer

Petersen et a1., 1990b; Jones et a1., 1990), 1os resu1tados que
aqui se presentan constituyen 1a primera evidencia de 1a
redistribución de una proteina de origen epididimario. A su vez,
mientras que todos 1os estudios mencionados fueron rea1izados
bajo condiciones ín vitro, este es e] primer caso en e1 cua] se
demuestra 1a ocurrencia de un fenómeno de redistribución bajo
condiciones capacitantes ín vivo, e inc1usive en asociación con
e] ovocito y sus envo1turas.



Dado que, como ha sido mencionado a1 inicio de este trabajo,

existia 1a posibiiidad de que 1a proteina DEtuviera una posib1e
función en e] proceso de ferti1ización en si, se inició una
segunda serie de estudios (SegundaParte) destinados a investigar
1a función bio1ógica de esta proteina en e] citado proceso.

Los resu1tados descriptos en 1a Primera Parte demostraron 1a

existencia de un fenómeno de migración de DE a1 segmento

ecuatoriai dei espermatozoide, asociado con 1a ocurrencia de 1a
reacción acrosoma1. Por un 1ado, y ta] como se ha mencionado en

1a Introducción, 1a reacción acrosoma] es un evento
imprescindib1e para que e1 espermatozoide se fusione con e]
ovocito. Por otro 1ado, e] segmento ecuatoriaï constituye 1a
región por 1a cua] se produce 1a fusión con e] oo1ema. En base a

estas observaciones se propuso investigar 1a posibïe
participación, de 1a proteina DE en e1 evento especifico de
fusión entre 1as gametas.

Debido a que 1as etapas previas a 1a fusión con ei oo1ema

(interacción y penetración de 1a zona pe11ucida) poseen
requerimientos propios y diferentes de 1a fusión en si, 1os
cua1es podrian impedir 1a eva1uación correcta de 10s resuitados
obtenidos, e] ensayo de penetración a ovocitos sin zona pe11ucida
resu1tó ser un diseño experimenta] adecuado para estudiar 1a
participación de 1a proteina en este proceso. Cabe destacar que
1os estudios de1 proceso de fusión in vitro son rea1izados con



ovocitos 1iberados de 1a zona pe11ucida, y por 10 tanto con e]

oo1emaexpuesto, aún en especies en 1as cua1es es posib1e obtener
en forma reproducibïe un 100% de fertiïización de ovocitos
intactos in vitro (Yanagimachi, 1988b).

Unode 1os sitemas corrientemente uti1izados para 1a obtención
de ovocitos sin zona pe11ucida en diferentes especies consiste en
e] tratamiento de 1os ovocitos con enzimas proteo1iticas como 1a
tripsina, pronasa y quimotripsina (Bo1dt & Woïf, 1986). Sin
embargo, si bien este tratamiento no afecta 1a penetrabi1idad de
10s ovocitos sin zona pe11ucida de hamster (Hirao & Yanagimachi,
1978b), 1a uti1ización de enzimas como 1a quimotripsina ó pronasa

para remover 1a zona de 1os ovocitos de ratón provoca una

disminución en su penetración posterior (Woïf et a1., 1976). Por
1o tanto, e] sistema uti1izado para 1a obtención de ovocitos sin
zona pe11ucida de rata consistió en un tratamiento con pH ácido,

debido a que e] mismo no a1tera 1a penetrabi1idad de 1os
ovocitos.

Cone] fin de estudiar 1a posib1e participación de 1a proteina
DEen e1 proceso de fusión, se eva1uó e] efecto dei anticuerpo
anti-DE sobre 1a penetración de ovocitos sin zona pe11ucida. A1
ser rea1izados 10s experimentos en condiciones de penetración
monospérmicas, 10s resu1tados indicaron una inhibición
prácticamente tota1 (z 90%) de1 porcentaje de penetración, 1a
cua1 no fué debida a un efecto sobre 1a moti1idad de 1os

espermatozoides o sobre 1a viabiïidad de 1os ovocitos en si. A su
vez, ta] como fuera descripto en 1a Primera Parte (Sección
III.3.), 1a incubación de 10s espermatozoides en forma previa a
1a capacitación con una concentración de anti-DE capaz de ejercer
un efecto inhibitorio de 1a fusión, no provocó una a1teración de



1a ocurrencia de 1a redistribución, 1o cua] significaría que no
a1teró 1a ocurrencia de 1a reacción acrosoma1. Estos ú1timos

resuïtados indicarian que 1a presencia de1 anticuerpo no habría
provocado a1teraciones a nive] de 1a membranade1 espermatozoide.

A1 ser uti1izadas 1as mismas concentraciones de anticuerpo con
una concentración de espermatozoides suficientemente a1ta como
para provocar un 100%de penetración poïispérmica, si bien no se
obtuvo una inhibición de] número de ovocitos penetrados, se
encontró una disminución significativa en e] número de
espermatozoides presentes en e1 oopïasma de cada ovocito.

E1 paso siguiente consistió en estudiar más profundamente e]
evento especifico de1 proceso de fusión que se encontraba
interferido por e] anticuerpo anti-DE. Ta1 comose ha mencionado

en 1a Introducción, e1 proceso de fusión consta de dos etapas:
una primera etapa de unión de 1os espermatozoides a1 oo1ema,

imprescindibïe para 1a ocurrencia de una segunda etapa de fusión
de 1as membranasen si. Se propuso investigar si 1a participación
de DEocurría desde 1a primera etapa de unión.

En primer 1ugar se investigaron 1as características de 1a etapa
de unión de 1os espermatozoides de rata a 1a membrana p1asmática

de 1os ovocitos. Esta etapa, a1 iguaï que 1a fusión, demostró ser
dependiente de 1a capacitación. A su vez, su aparición en e1
tiempo coincidió con 1a aparición de 1a capacidad de fusión,
sugiriendo estos resu1tados 1a natura1eza fisio1ógica de esta
etapa. La dependencia de 1a capacitación para expresar 1a
capacidad de unión a1 ooïema también fue demostrado por Liu y co]

(1990) para espermatozoides y ovocitos humanos y por Wo1f y

Hamada (1979) para e] ratón. Cabe destacar que en este ú1timo



trabajo, 1os espermatozoides no capacitados manifestaron Cierta
capacidad de unión a1 oo1ema, aunque mucho menor que en e] caso

de aque11os que habían sufrido e] proceso de capacitación. Tanto
en 1os experimentos en 1a rata aquí presentados como en 1os

experimentos de ovocitos humanos (Liu et a1., 1990), 1a
extracción de 1a zona pe11ucida se reaïizó con tratamiento ácido.

Teniendo en cuenta que en e] caso de] trabajo de Woif y Hamada en

e1 ratón se uti1izó un tratamiento enzimático, es probab1e que 1a
existencia de cierto grado de unión por parte de 1os
espermatozoides no capacitados indicada por estos autores, fuera
debida a posibïes aïteraciones de 1a membranap1asmática como
consecuencia de dicho tratamiento.

Con e1 fin de investigar 1a posibïe participación de DEen 1a
etapa de unión de 10s espermatozoides a 1a membrana p1asmática

de] ovocito, se evaiuó e] efecto de1 anticuerpo anti-DE sobre e]
porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos.

Los experimentos indicaron un efecto inhibitorio de anti-DE
sobre 1a unión de 1os espermatozoides preincubados con e]
anticuerpo a1 ooïema.

La utiïización tanto de anticuerpos poïic1ona1es (Tzartos,
1979) como monoc1ona1es (Sa1ing et a1., 1985; Primakoff et a1.,
1987; Okabeet a1., 1988,1990) dirigidos contra proteinas totaies
de] espermatozoide, permitió demostrar 1a participación de
proteinas de] espermatozoide en e1 proceso de fusión. Entre 1os
estudios mencionados, se encuentran casos de inhibición por
efecto de 1os anticuerpos sobre 1a unión de 1os espermatozoides

a] ooïema (Okabe et a1., 1988, 1990) mientras que otros
demostraron interferir con e] proceso de fusión en sí (Primakoff



et a1., 1987; Sa1ing et a1., 1985). En conjunto, estos trabajos
estarian indicando 1a mediación de proteinas de membrana de]

espermatozoide en ambos eventos. En e] caso de 1os antígenos

estudiados por Sa1ing (1985) y Okabe (1988, 1990), su

1oca1ización se encontró restringida a1 segmento ecuatoria] de
espermatozoides reaccionados pero no asi de 10s intactos,
pudiendo poseer una 1oca1ización origina] en 1a membrana
acrosoma] externa o en 1a p1asmática en forma criptica. Cabe
destacar que todos 1os estudios mencionados fueron rea1izados con
anticuerpos dirigidos contra preparaciones de proteinas tota1es
de] espermatozoide. Exceptuando a 1a proteina PH-30 en e] cobayo
que fue posteriormente purificada (Primakoff, et a1., 1987), en
e1 resto de 10s casos sóïo se rea1izó una identificación

pre1iminar de 10s componentes invo1ucrados.

La existencia de una etapa previa de intima unión entre 1as
membranasque posteriormente se fusionarán entre si, ha sido
demostrada en diversos sistemas ce1u1ares (Burger a Verkïeij,
1990). La misma seria necesaria para destruir 1as fuerzas
repu]sivas generadas entre ias bicapas 1ipídicas interactuantes
(Lucy & Ahkong, 1986). Esta etapa ha demostrado ser un componente

esencia] de 1as respuestas fusogénicas de diversos mode1os
ce1u1ares. Teniendo en cuenta 1a gran variedad y especificidad de
10s eventos de fusión de membranasbioïógicas, resu1ta predecib1e
1a existencia de mecanismosde reconocimiento especificos (Burger
& Verkïeij, 1990), sin embargo, hasta e] momento, son pocos 1os

componentes identificados con una función especifica en este
proceso. Los estudios existentes invo1ucran a componentes de
natura1eza proteica o g1icoptoteica, entre 1os cua1es se
encuentran gïicoproteinas de origen vira], necesarias para 1a



324

unión y fusión con 1a cé1u1a huésped (White, 1983); proteinas
bacterianas requeridas para 1a adherencia a cé1u1as epite1ia1es
(Brett Fin1ay et a1., 1989) o gïicoproteinas invo1ucradas en 1a
unión de miobïastos durante 1a diferenciación de 1as cé1u1as

muscu1ares (Knudsen, 1985). En e1 caso particu1ar de 1a fusión

espermatozoide-ovocito, ha sido posib1e identificar una proteina
presente en espermatozoides de erizo de mar ("bindina"), 1a cua]
participaria tanto en 1a interacción de 1os espermatozoides con
1as env01turas de] ovocito, como en 1a fusión entre 1as gametas

(G1abe, 1985). Esto ú1timo fué sugerido en base a experimentos
que demostraron 1a existencia de una agregación de vesicu1as
compuestas por fosfoïipidos en presencia de 1a proteína
purificada (G1abe, 1985). Sin embargo, 10s mismos resuïtados no
fueron corroborados para e] proceso de fusión de 1as gametas.

Los resuïtados descriptos permitieron evidenciar una posib1e
función de 1a proteina DE en e] proceso de fusión de]

espermatozoide con e1 ovocito. En caso de encontrarse 1a proteina
DE invoïucrada en este proceso a través de una posib1e
interacción con componentes en e1 oo1ema, 1a adición de proteina

purificada a 1os ovocitos, en forma previa a su inseminación,
debia inhibir competitivamente e] proceso de fusión entre 1as
gametas. Con e] fin de investigar esta posibi1idad, se ensayó e]
efecto de 1a incubación de ovocitos sin zona pe11ucida con una
a1ta concentración de proteina DE, sobre su posterior penetración
por espermatozoides capacitados.

Los resuïtados indicaron que e] agregado de 1a proteina provocó
una inhibición prácticamente tota1 (z 90%) de1 porcentaje de



ovocitos penetrados. Esta inhibición resuitó ser especifica, ya
que no fue provocada por otras proteinas y g1icoproteinas
utiiizadas como contro]. Cabe destacar que entre 1as proteinas
uti1izadas como contro] se inciuyó a 1a ovoaïbúmina, 1a cua1
demostró inhibir 1a ferti1ización de ovocitos de hamster a1

encontrarse presente durante 1a interacción de ias gametas
(Ahuja, 1982).

Con e1 fin de descartar 1a posibi1idad de que 1a inhibición
observada fuera debida a 1a existencia de un efecto tóxico de 1a

proteina o a una posib1e interna1ización de 1a misma, 10s
ovocitos preincubados con DE fueron iavados e inseminados

posteriormente con espermatozoides capacitados. Los resu1tados
demostraron que ei 1avado de ios mismos retornaba a ios ovocitos

su penetrabiiidad, descartándose entonces ias aïternativas
mencionadas anteriormente. Por 10 tanto, 1a fa1ta de penetración
observada a1 ser 1os ovocitos preincubados con DE, era

probabiemente una consecuencia de 1a interferencia de 1a proteina
con aiguno de ios eventos comprendidos en e1 proceso de fusión. A

su vez, estos resu1tados estaban indicando 1a posibie presencia
de sitios de interacción para 1a proteina DEen e] oo1ema, con
1os cuaïes 1a proteina soiubi1izada podia haber interactuado, a1
ser agregada a ios ovocitos en forma previa a su inseminación.

Curiosamente, a diferencia de 1os experimentos de inhibición de
fusión por agregado de anticuerpo. ios ovocitos preincubados con
DE que no habian sido penetrados, presentaban espermatozoides
unidos a su superficie a1 fina1izar 1a incubación. Con e] fin de
determinar precisamente cuá] era 1a capacidad de unión de ios
espermatozoides a 1a membrana de ovocitos preincubados con DE, se
reaïizó e] ensayo de unión a1 oo1ema en presencia de esta



proteina.
Los resuitados indicaron que 10s porcentajes e indices de unión

haiiados entre 10s ovocitos preincubados con DE, con otra
proteina contro] o, en medio RFMsin agregados, no resuitaron
significativamente diferentes entre si. Por 10 tanto, existia 1a
posibiiidad de que 1a presencia de 1a proteina DEdurante 1a

coincubación de 1as gametas, estuviera provocando una inhibición
de un evento posterior a 1a unión primera de 1os espermatozoides
a1 ooïema.

Por otro 1ado, cuando 1os ovocitos preincubados con DE que

presentaban espermatozoides asociados, fueron 1avados y
transferidos a una gota 1ibre de proteina (y de espermatozoides),
se observó 1a posterior penetración de 1os mismos por dichos
espermatozoides. Estos resuitados favorecian 1a posibi1idad de
que 1a proteina presente durante 1a coincubación de 1as gametas
estuviera interfiriendo con 1a ocurrencia de eventos consecutivos
a 1a unión de 10s espermatozoides a 1a membrana p1asmática de1
ovocito. A su vez estos resuitados confirmaron 1a naturaïeza
fisioiógica de 1a unión de ios espermatozoides observada.

Si 1a proteina agregada a ios ovocitos hubiera estado
interfiriendo con eventos posteriores a 1a unión primera a1
ooiema, una posib1e expïicación en base a estas observaciones
consistiría en 1a coexistencia de dos funciones en 1a misma

proteina: una función en 1a unión primera de 1os espermatozoides
a1 oo1ema y una segunda función en a1guno de 1os eventos

posteriores a esta unión y conducentes a 1a fusión en si. De ser
asi existirian sitios de interacción diferentes invoiucrados en
cada una de ias funciones, que podrian interactuar entre si, a1



unirse una misma moïécuïa de DE a ambos tipos de sitios. En 1a

Fig. V.2 (secuencia 1) se esquematiza 1a hipótesis mencionada.

Ta] como se presenta en e] esquema de 1a Fig. V.2, 1a proteina DE

interactuaria con un primer tipo de sitio en e1 oo1ema,
permitiendo 1a unión de 10s espermatozoides (ia-b). Una vez
producida esta primera unión, 1a proteina podria sufrir un cambio
conformaciona] que permitiera su interacción con un segundo sitio
(1o), y una vez unida a ambosfaci1itaria 1a interacción entre
ios dos sitios presentes en e] ooïema, 1a cua] seria necesaria
para 1a prosecución de 1os eventos posteriores (1d).

En este punto resuïta re1evante mencionar e] mecanismo de

entrada de ciertos virus a cé1u1as, para 1os cuaïes también
resuita necesaria 1a ocurrencia de una etapa previa de unión de
ios virus a 1a membrana de 1a cé1u1a huésped para que se produzca

posteriormente 1a fusión (White, 1983; Hoekstra, 1990). En e]

caso de ciertos virus, se han descripto proteinas viraïes que
contienen tanto 1a actividad de unión a 1a membranade 1a cé1u1a

huésped como 1a de fusión, en distintos sitios de una misma
proteina (Hoekstra, 1990). Ta1 seria 1a situación de 1a
giicoporteina HAde1 virus de 1a inf1uenza, 1a cua1 posee tanto
1a actividad de unión como 1a de fusión en si (White, 1983). En

este caso, ia proteina interactúa con residuos de áciido siá1ico
presentes en 1a membranade 1a cé1u1a huésped, y a través de esta

interacción se produce 1a unión de] virus. Una vez unida a 1a
membrana de 1a cé1u1a huesped, 1a proteina HAsufre un cambio

conformaciona] pH-dependiente, exponiéndose una región
hidrofóbica que interactuaría con componentes de 1a membrana de]

huésped, determinando e1 desencadenamiento de 1a fusión

(Hoekstra, 1990). Otro ejemp1o de una proteina invo1ucrada en un



proceso de fusión entre céïuïas conteniendo ambas actividades

(unión y fusión) en 1a misma moïécuïa 1o constituye e] receptor

CD4, presente en macrófagos y 1infocitos, para 1a g1icoproteina
gp120 de] virus HIV (Sattentau & Weiss, 1988). En este caso,

mediante 1a uti1ización de anticuerpos monocïona1es dirigidos
contra distintos epitopes de 1a misma proteina fué posib1e
inhibir a1ternativamente 1a actividad de unión o fusión en si,
reve1ando estos estudios 1a coexistencia de 1as dos funciones en

1a misma proteina (Hea1ey et a1., 1990).

E1 hecho de no haber encontrado una inhibición de 1a unión de

1os espermatozoides en presencia de 1a proteina DE soïubiïizada
durante e] ensayo de fusión, podria tener dos posib1es
exp1icaciones. Una de e11as, esquematizada en 1a Figura V.2.
(secuencia 2), seria que 1os componentes de1 ooïema invo1ucrados

en 1a etapa de unión, si bien interactuaran con 1a proteina DE

presente en 10s espermatozoides, no fueran "saturabïes" o
"enmascarabïes" por 1a presencia de proteína so1ubi1izada (2a’
b’), siendo en cambio, 1os sitios invoïucrados en 10s eventos
posteriores a 1a unión, 1os que se encontrarian interferidos o
saturados por 1a presencia de DE (2b’). En este caso, 1os
espermatozoides podrían unirse a1 primer sitio (2c’), pero no se
podria producir 1a interacción necesaria entre 1os dos sitios de
unión (2d').

Una segunda y más probab1e expïicación se basa en 10s estudios

ya descriptos de Wongy Tsang (1982) que indicarian 1a presencia
de receptores para DE en 1a membrana p1asmática de]

espermatozoide. Estos autores demostraron que aún 1os
espermatozoides comp1etamente maduros eran capaces de unir una
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proteína de 32 K similar a DE, a través de 1os receptores

descriptos (Wong& Tsang, 1982). Si éste fuera e] caso, a1
encontrarse 1os espermatozoides con 10s ovocitos cubiertos de
proteína DEsoiubi1izada, se unirían a 1a mismaa través de sus
receptores 1ibres.

Esta segunda posibi1idad se esquematiza en 1a secuencia 3 de 1a

Fig. V.2. Si e] cambio conformaciona] de 1a proteina DE,
necesario para 1a interacción de una misma moïécuïa de DE con

ambos tipos de sitios en e1 oo1ema, só1o pudiera producirse a1
encontrarse 1a proteína asociada a 1a membrana de Ios

espermatozoides, a1 ser agregada 1a misma en forma so1ubi1izada,
distintas moïécuïas se unirian a 1os distintos sitios (3a"). En
este caso, aún pudiendo 10s espermatozoides unirse posteriormente
a1 ovocito a través de sus receptores 1ibres para DE (3b"), no se
podria producir 1a interacción necesaria de 1os dos tipos de
sitios en e] oo1emapara e] desencadenamiento de 1a fusión (3o").

La posibiiidad de que únicamente 1a proteina asociada a 1a
membranade Ios espermatozoides pudiera interactuar con 1os dos

tipos de sitios en forma simuitánea seria una situación simi1ar a
1a decripta para 1a ya mencionada proteina HA dei virus de 1a
inf1uenza. En este caso, soïamente 1a proteina ancïada a 1a
membrana de ios virus puede participar de 1a primera etapa de
unión y posteriormente sufrir ei cambio conformaciona] necesario
para participar de] posterior evento de fusión (White et a1.,
1983).

Los estudios 11evados a cabo hasta e1 momento no permiten

discriminar entre 1as posibies a1ternativas mencionadas, y por 1o
tanto se prevee 1a iniciación de nuevos estudios tendientes a
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Fig V.2. Posib1e mode10de 1a participación de 1a proteína DEen e]
proceso de fusión de] espermatozoide con e1 ovocito.
Secuencia 1: (a) proteína DEasociada a receptores presentes en 1a
membranade1 espermatozoide, presencia de dos tipos de sitios de
unión (1 y 2) para DEen e1 ooïema, (b) interacción de 1a proteína
DEpresente en 1a membrana de] espermatozoide con e] sitio de unión
1 en e] oo1ema, (c) ocurrencia de un cambio conformaciona1 de 1a
proteína DE, necesario para 1a posterior unión a1 sitio 2, (d)
interacción entre 10s sitios de unión para DE (1 y 2) y activación
de eventos consecutivos de1 proceso de fusión. Secuencia g: (a’)
agregado de proteína DEsoïubi1izada, (b’) saturación de] sitio 2
por interacción con 1a proteína so1ubi1izada, (c’) unión de 1a
proteína DEpresente en 1a membranade1 espermatozoide a1 sitio 1,
inhibición de 1a unión de DE a1 sitio 2 y, por ende, de 1a
interacción de 1os sitios de unión entre si no permitiendo 1a
ocurrencia de 1a fusión. Secuencia g: (a") agregado de proteina
so1ubi1izada, (b“) saturación de 10s sitios 1 y 2 por diferentes
moïécu1as de DE, (c") unión de 1os espermatozoides a 1a proteina DE
presente en e] ooïema a través de receptores para DE 1ibres en 1a
membranade] espermatozoide, inhibición de 1a interacción entre 1os
sitios 1 y 2 a1 encontrarse unidos a diferentes mo1écu1as de DE e
inhibición de 1a fusión.

Proteína DEasociada a1 espermatozoide
Proteína DEso'lubi1izada
\—/ Receptor para 1a proteína DEen e1 espermatozoide
En Sitio 1 de unión a DE en e] ooïema
tj Sitio 2 de unión a DE en e1 ooïema.



investigar más profundamente 1a interacción de 1a proteina DEcon
1os componentes de membrana de] espermatozoide y e] ovocito. Cabe

mencionar, que e1 mode1o propuesto en base a 1os resu1tados

ha11ados constituye só1o una de 1as posib1es a1ternativas para 1a
participación de DEen e1 proceso de fusión. Entre otras, no se

descarta 1a posibïe existencia de fenómenos de intima cooperación
de 1a proteina DEcon otras mo1écu1as presentes en 1a membrana

de1 espermatozoide que también se encuentren invoïucradas en e]

proceso de fusión con e1 ovocito, pudiendo deberse 1os efectos
encontrados a inhibiciones o a1teraciones de esta posibïe
interacción.

Ta] como ha sido mencionado en 1a Introducción, es

imprescindibïe 1a ocurrencia de 1a reacción acrosoma] para que e]
espermatozoide pueda ferti1izar a1 ovocito. Esto es debido a 1as
dos funciones que posee 1a reacción acrosoma1 ya que, en primer

1ugar, permite que 1os espermatozoides sean capaces de atravesar
1a zona pe11ucida y, en segundo 1ugar, desencadena un cambio

fisio1ógico a nive1 de1 segmento ecuatoria] que otorga a 1a
membranap1asmática de1 espermatozoide 1a capacidad de fusión con
e] oo1ema. Cabe destacar que hasta e] momentoson desconocidos

1os mecanismos que permiten a1 segmento ecuatoria] de 10s

espermatozoides adquirir fusogenicidad y participar en 1a fusión
con 1a membrana p1asmática de1 ovocito durante e1 proceso de

fertiïización (Yanagimachi, 1988b).
Por un 1ado, ta] como ha sido presentado, 1a proteina DE migra

a1 segmento ecuatoria] de 1os espermatozoides, muy probabïemente
en forma concomitante con 1a ocurrencia de 1a reacción acrosoma1.

Por otro 1ado, 1os experimentos presentados en este trabajo
indicarian 1a participación de DEen e1 proceso de fusión con e1



ovocito. Una posibïe secuencia de eventos podria ser 1a
siguiente:

Como consecuencia de 1a reacción acrosoma] se produce 1a

migración de 1a proteína DEa1 segmento ecuatoria]. Dado que esta
proteina poseería funciones especificas en 1a interacción con e1
oo1ema,siendo esta interacción imprescindibïe para 1a ocurrencia
posterior de 1a fusión entre 1as gametas, e] dominio en e] cua1

se encuentra 1oca1izada 1a proteína DE (segmento ecuatoriai)
seria e] que finaimente participaría de 1a fusión con e] ovocito.

Esta secuencia de eventos constituiría una exp1icación
atractiva para 1a adquisición de fusogenicidad por parte de]
segmento ecuatoria1, evento cuyas causas son desconocidas hasta
e] momento. Por 1o tanto, en base a 10s resu1tados mencionados,

1a migración y/o exposición de mo1écu1as invo1ucradas en 1a

interacción con e] oo1emahacia e] segmento ecuatoria], podría
ser un mecanismo responsabïe de 1a adquisición de fusogenicidad

por parte de este dominio específico de 1a membrana de1

espermatozoide.

Ta1 como se mencionara, 1os resu1tados presentados no soiamente
evidenciaban 1a participación de 1a proteina DEen e1 proceso de
fusión, sino que a su vez, sugerian 1a posibïe existencia de
sitios de interacción para 1a proteina DEen 1a membrana de]
ovocito. Por 10 tanto, se propuso rea1izar una serie de
experimentos con e1 fin de examinar 1a presencia y ïocaiización
de estos sitios en e1 oo1ema. Para e11o se procedió a incubar
ovocitos con 1a proteína DE, para ser posteriormente fijados y
sometidos a 1a técnica de IIF uti1izando a anti-DE como primer

anticuerpo ó IgG de conejo norma] como contro]. Un segundo



contro] io constituyeron ovocitos preincubados con 1a
giicoproteina ovoaïbúminaó con fibronectina, uti1izando en este
ú1timo caso e] anticuerpo anti-fibronectina en 1a IIF.

Los resuitados reve1aron, en e] caso de ios ovocitos
preincubados con DEy tratados con anti-DE, 1a presencia de áreas

discretas de marca f1uorescente, 1oca1izadas en 1a periferia de]
ovocito. Resuïtó remarcab1e e1 hecho de que 1a fiuorescencia no
se encontrara homogéneamentedistribuida, sino que se presentara
en forma de agregados ("patches"). Cuando ïos ovocitos fueron
incubados con 1a proteina DEa 4°C, 1a marcación apareció con una

distribución más uniforme. Esta dependencia de 1a temperatura de1
patrón de marcación obtenido, indicó 1a posib1e existencia de un
fenómeno de agregación de componentes presentes en e] oo1ema,

probabiemente provocado por su interacción con 1a proteina DE a
una temperatura permisiva para 1a agregación. Estos resu1tados
serian simi1ares a 1os obtenidos por Nico1son y co] (1975) a1

empiear 1ectinas conjugadas con ferritina con 1a finaïidad de
10ca1izar sitios de unión a 1as mismas en e1 oo1ema. En e]

trabajo mencionado, cuando 1os ovocitos eran incubados con 1as
1ectinas a una temperatura de 25°C, se evidenció un agrupamiento
de ios receptores en e1 ooïema. Este agrupamiento no se manifestó
a1 ser rea1izada 1a incubación a bajas temperaturas.

A 1a 1uz de estos resu1tados, una posib1e aïternativa
consistiría en que 1a proteina DEfuncionara comouna "1ectina",
provocando e1 agrupamiento de sitios de unión en e] oo1ema dei
mismo modo que fue demostrado en e] trabajo recién mencionado.

Recientemente, estudios rea1izados por Leyton y Saiing (1989b)
demostraron que a1 incubar espermatozoides de ratón con e1
componente de 1a zona pe11ucida que induce 1a reacción acrosomai,



1a giicoproteina ZP3, se producía un fenómeno de agregación de
mo1écu1as. Según 1as autoras, éste agrupamiento constituiría e]
mecanismo desencadenante de 1os eventos intrace1u1ares

conducentes a 1a fusión de 1as membranas acrosoma] externa y
p1asmática, cu1minación de1 proceso exocitótico de 1a reacción
acrosomai. A diferencia de 1o que ocurre con e1 mecanismo

invoïucrado en 1a reacción acrosoma], es muy poco 1o que se

conoce acerca dei mecanismo responsabïe de 1a fusión de]

espermatozoide con e] ovocito (Yanagimachi, 1988b). Un mode1o

especu1ativo en base a 1os resu1tados aquí presentados, seria 1a
existencia de una interacción de componentes de 1a membrana de1

espermatozoide (en este caso, 1a proteina DE) con sitios en e]
oo1ema susceptib1es de sufrir eventos de agregación por
interacción con e] 1igando. Este mecanismo, asi como en otros
sistemas ce1u1ares (Espina1, 1987), podria funcionar como
desencadenante de 1os procesos intrace1u1ares cu1minantes en 1a
fusión de membranas. En e1 caso particu1ar de 1a ferti1ización,
cu1minaria en 1a fusión de 1a membrana p1asmática de1

espermatozoide con e] ooïema.

Ta1 como ha sido mencionado en 1a Introducción, e] proceso de

fusión de] espermatozoide con e1 ovocito es dependiente de 1a

temperatura. Si 1a agrupación de sitios de unión en e] oo1ema por
1a interacción con componentes deï espermatozoide formara parte
de 1a secuencia de eventos de1 proceso de fusión, 1a baja

temperatura no permitiría 1a agregación de 1os sitios y por 1o
tanto no se desencadenaria 1a fusión posterior entre e]
espermatozoide y e1 ovocito.

Ta] como fue descripto en 1os Resu1tados, una caracteristica



interesante de destacar a1 observar 1os ovocitos preincubados con
DEy tratados con anti-DE en 1a IIF consistía en que 1a marca

f1uorescente no se encontraba distribuida en toda 1a periferia
de1 ovocito, sino que, por e] contrario, en todos 1os casos
observados era posib1e distinguir un area no marcada. Ta] comoha

sido descripto previamente para e] hamster y ratón (Phi11ips and
Sha1gi, 1980; Longo, 1985b), 1a remoción de 1a zona pe11ucida

provoca una 1eve deformación de 1a forma esférica de] ovocito, de

modo que 1a región sobre e] huso meiótico resu1ta en una

e1evación con forma de cono. Estos resuïtados pudieron ser
confirmados en 1a rata mediante e] emp1eo de 1a tinción vita1 de

naranja de acridina, ya que, en 1os casos en 1os cua1es e] p1ano

de observación de 1os ovocitos permitió visuaïizar 1a e1evación
mencionada, se observó 1a presencia de 1os cromosomas en 1a

región e1evada. A su vez, en todos aque11os ovocitos con

marcación f1uorescente en 1os cua1es pudo observarse 1a región

e1evada, e1 área no marcada coincidió sistemáticamente con 1a
e1evación. Como ha sido mencionado en 1a Introducción, a

diferencia de 1o que ocurre con e1 resto de 1a membrana, 1a

región sobre e] huso meiótico se encuentra 1ibre de
microve11osidades y norma1mente no participa en 1a fusión con e]

espermatozoide (Johnson et a1., 1975; Phi11ips & Shaïgi, 1982). A
su vez, e1 área 1ibre de microveïiosidades se caracterizaria por
poseer menor concentración de g1icoproteinas, 1o cua1 fué
reveïado por estudios que demostraron 1a existencia de una menor
asociación de 1a 1ectina concanava1ina A en e] área mencionada

(Johnson et a1., 1975; Wo1f & Ziomek, 1983).

Por 1o tanto, 1a presencia de sitios de reconocimiento para 1a
proteína DE en e] oo1ema, conjuntamente con 1a fa1ta de
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iocaiización de ios mismos en 1a región de 1a membrana que

coicidentemente no participa de 1a fusión con e1 espermatozoide,
resuitarian dos fuertes evidencias que favorecerian nuevamente1a
hipótesis de 1a participación de DEen e1 proceso de fusión dei
espermatozoide con e1 ovocito.

Entre 1os pocos estudios rea1izados hasta e1 momentocon 1a

fina1idad de identificar componentes de membranainvoiucrados en

e] proceso de fusión de ias gametas, se inciuyen ios rea1izados
por Bo1dt et a1., (1988) en e] ratón. En este caso, e1
tratamiento de ovocitos sin zona pe11ucida con tripsina o
quimotripsina provocó una inhibición de su penetrabiiidad (Boïdt
et a1., 1988), 1a cuai se correiacionó con una modificación en e1
peso moiecuiar de un poiipéptido presente en e] oo1ema (Boidt eet
a1., 1989). En base a estos resuitados, se propuso 1a
participación de este poiipéptido como posib1e receptor a
componentes de] espermatozoide.

Trabajos posteriores rea1izados por Bronson y Fusi (1990ab) con
ovocitos sin zona peiiucida de hamster, demostraron 1a presencia
en 1a membranap1asmática de estos ovocitos, de receptores a 1a
secuencia peptidica Arg-Gii-Asp (RGD)contenida en proteinas de
matriz extrace1u1ar. Dado que e] agregado de estos péptidos
inhibió e] proceso de unión y fusión de espermatozoides humanos y

hamster a 10s ovocitos de hamster, 10s autores postu1aron 1a
posib1e interacción de ios receptores con proteinas de matriz
extrace1u1ar como 1a fibronectina. Estudios reaiizados en

espermatozoides humanosconfirmaron 1a presencia de este tipo de
proteinas sobre 1a superficie de 1os mismos (Miranda & Tezón,
1990).

Curiosamente, tai comofue demostrado, e] tratamiento de Ios



ovocitos de rata sin zona pe11ucida con fibronectina y
posteriormente anti-fibronectina durante 1a IIF, no reve1ó 1a
presencia de marcas fiuorescentes en 10s mismos. Una posib1e
exp1icación seria que 10s ovocitos de rata, a diferencia de 1os
de hamster, no poseyeran este tipo de receptores en su membrana.

En este sentido, resuïta interesante e1 hecho de que un sistema
universa1 de interacción ce1u1ar, como 1o es 1a unión de

proteinas de matriz a sus receptores, haya sido encontrado
precisamente en e] ovocito de hamster, e] cua1 reviste
caracteristicas únicas de penetrabi1idad (Yanagimachi, 1988b) por
espermatozoides de otras especies y que no se 1o haya detectado
en e1 ovocito de rata, e] cua1 só1o es penetrado por

espermatozoides de ratón y hamster.

Si bien a causa de 1a gran penetrabiïidad de 10s ovocitos de

hamster por espermatozoides heteróiogos, se ha generado 1a
errónea suposición que e1 proceso de fusión es abso1utamente
inespecifico, no es ésta 1a situación en ovocitos de otras
especies. Como se ha mencionado, en e1 caso particuiar de 1a
rata, ias dos únicas especies cuyos espermatozoides poseen 1a
capacidad de unirse y fusionarse con 10s ovocitos 1iberados de 1a
zona pe11ucida son e1 ratón, y en forma controvertida según 1os
autores, e] hamster (Yanagimachi, 1988b). Por su parte, 10s
espermatozoides humanosno manifiestan ningún tipo de interacción
con e1 oo1ema de 1os ovocitos de rata (Quinn, 1982).

En re1ación con este punto, son significativos 10s resuïtados
que indicaron 1a existencia de reacción cruzada de] anticuerpo
anti-DE con componentes de 1a región acrosoma1 de espermatozoides

de ratón, hamster, pero no asi con 10s espermatozoides humanos.
Los resuitados que demuestran una reacción cruzada de anti-DE



con 1os espermatozoides de ratón concuerdan con 1os obtenidos por
Brooks y oo]. (1986) con un anticuerpo po1ic1ona1 dirigido contra
una proteina epididimaria de rata de caracteristicas sumamente
simi1ares a 1a proteina DE. Si bien 10s autores no ensayaron 1a
reacción cruzada de dicho anticuerpo con espermatozoides de
hamster ó humano, si demostraron, mediante e] emp1eo de 1a

técnica de inmunoeïectrotransferencia, 1a existencia de reacción
cruzada con proteinas epididimarias de ratón. Sin embargo, dado
que estas proteinas demostraron poseer un peso mo1ecu1ar aparente
menor que DE, no se trataría de 1a misma proteina sino de
proteinas diferentes con determinantes antigénicos en común.

Entre otros componentes postuiados como mediadores de] proceso
de fusión entre 1as gametas, se encuentra 1a g1ucosamina, cuya

presencia durante 1a interacción de espermatozoides de ratón con
ovocitos homó1ogossin zona pe11ucida provoca 1a inhibición de 1a

fusión (Okabe et a1., 1989) asi como también 10s componentes

ricos en fucosa, 1os cua1es han sido estudiados en e1 ratón

(Boïdt et a1., 1989) y en e] hamster (Drav1and & Mortimer, 1988).

En e1 caso particuïar de] ratón, pudo ser demostrado que 10s
componentes ricos en fucosa se encuentran en 1a membrana de1

espermatozoide (Boidt et a1., 1989). Cabe mencionar que e1
aná1isis de 1os carbohidratos presentes en 1a proteina DE no
reve1ó 1a presencia de fucosa entre 10s mismos (Garberi et a1.,
1982)

A diferencia de 1os que ocurre con 1a etapa de interacción de]
espermatozoide con 1a zona pe11ucida, sobre 1a cua] existen
numerosos estudios de identificación de 1as mo1écu1as

participantes (ver Introducción), existen muy pocos estudios
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dedicados a1 estudio de 1os componentes invoïucrados en e]

proceso de fusión en si. En particuïar, 10s resuïtados que se
presentan en este trabajo son sumamente novedosos debido a que,
no han sido hasta e] momento identificados sitios de

reconocimiento en e] oo1ema para proteinas especificas dei
espermatozoide.

Teniendo en cuenta que han sido postu1ados distintos e1ementos
comomediadores de1 proceso de fusión entre 1as gametas, entre
1os cua1es se encontrarian proteínas de matriz extrace1u1ar,
poïipéptidos, hidratos de carbono, componentes ricos en fucosa y
proteinas epididimarias como 1a que se postuïa en este trabajo,
una posib1e expïicación para 1a participación de 1os mismos en 1a
interacción de1 espermatozoide con e1 oo1emaseria 1a existencia
de mo1écu1as invo1ucradas en e1 proceso de fusión diferentes para
cada especie diferente. Por otro 1ado, existe también 1a
posibi1idad de que varios componentes coexistan en una misma

especie, siendo 1a combinación entre e11os 1o que otorgaria
especificidad a 1a interacción entre 1as gametas. En cua1quiera
de estos casos, ta] como también ha sido postuïado para 1os

modeïos vira1es (Burger & Verk1eij, 1990), ciertos tipos de
mo1écu1aspodrian ser compartidos entre diversas especies (por
ejempïo, simi1ares hidratos de carbono en distintas moïécuïas
proteicas, y que fueran 1as mo1écu1as proteicas 1as responsab1es
de 1a especificidad de interacción), y que en este fenómeno
residiera 1a existencia de fusión heteróïoga con mayor o menor
restricción.

Si bien actuaïmente no se dispone de 1as evidencias suficientes
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para discernir entre 1as posibi1idades descriptas. resuita
interesante mencionar e] caso de 1a fusión de virus a cé1u1as

eucariontes, en e1 cua1 han sido demostrados diferentes
mecanismosmoïecuïares para distintos virus. Es asi que existen
proteinas virales que se unen a ias cé1u1as huésped a través de
receptores de natura1eza proteica, como 1a giicoproteína 120 de1
virus HIV que se une a1 receptor CD4 presente en macrófagos y

1infocitos (Hoekstra, 1990), asi comoproteínas presentes en
otros tipos de virus como 1a ya mencionada proteina HAde1 virus

de inf1uenza, que muestran especificidad de unión con mo1écu1as
de ácido siá1ico presentes en g1ic01ipidos y g1icoproteinas de
membrana (Hoekstra, 1990).

Por otro 1ado, e] hecho de que en una misma especie como e]

hamster, se haya demostrado 1a participación -de distintos
componentes (fibronectina: Bronson a Fusi, 1990ab; componentes

ricos en fucosa: Dravïand & Mortimer, 1988) favorecería 1a

hipótesis de mecanismos coexistentes. Si este fuera e] caso,
bastaría 1a interferencia con uno de e11os para que 1a fusión no
se produjera. Ta] es e] caso que se p1antea actuaïmente para 1a
interacción de] espermatozoide con 1os componentes de 1a zona

pe11ucida (Yanagimachi, 1988a; Mi11er & Ax, 1990).

En conciusión, esta serie de estudios indicó 1a participación
de 1a proteína DEen e] proceso de fusión de] espermatozoide con
e] oo1ema. Esta afirmación surge de 1os resu1tados que
demuestran:



a. 1a 1oca1ización de DE en e1 segmento ecuatoria1 de 10s

espermatozoides reaccionados, que es aque11a región por 1a
cua] se produce 1a fusión con e] oo1ema

b. 1a inhibición de 1a unión y de 1a posterior fusión de Ios

espermatozoides a1 oo1ema, por parte de1 anticuerpo
especifico contra DE

c. 1a inhibición de 1a fusión en si por agregado de 1a proteina
so1ubi1izada

d. 1a presencia de sitios de reconocimiento para 1a proteina DE
en e] ooïema.

En base a1 mode1o propuesto por Yanagimachi (1988b) descripto

en 1a Introducción (sección I.8.5.) para e] mecanismode fusión
entre 1as gametas, 1a proteina DEseria una de 1as mo1écu1as que,

a través de su interacción con componentes comp1ementarios en e]

ooïema, permitiría 1a unión de Ios espermatozoides a1 mismo. Si
bien 1a proteina DEen si no parecería poseer caracteristicas
fusogénicas, su interacción con componentes compiementarios en 1a
membranade1 ovocito podria faci1itar 1a inserción de este tipo
de moïécu1as, siendo estas ú1timas 1as responsab1es de 1a fusión
fina] de 1a membranas, o bien podria contribuir a1
desencadenamiento de Ïos eventos intrace1u1ares cu1minantes en 1a
fusión de 1as membranas en si.
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Ta] como ha sido mencionado, 1a proteina DE se asocia a 10s

espermatozoides durante e] proceso de maduración que ocurre a
medida que 1os mismos descienden por e] epididimo. Teniendo en

cuenta por un 1ado que 10s resu1tados presentados en este trabajo
sugeririan una posib1e participación de DE en e] proceso de
fusión entre 1as gametas y, por otro 1ado que ta] como ha sido

mencionado, 1os espermatozoides adquieren 1a adquisición de

capacidad de fusión con e] ovocito a medida que 1os descienden

por e1 epididimo, se propuso investigar 1a posib1e participación
de DEen 1a adquisición de capacidad de fusión que ocurre durante

1a maduración epididimaria.

Con esta fina1idad se estab1eció, en primer 1ugar, e1 perfi] de
fusión obtenido con espermatozoides de 1as distintas regiones de1
epididimo de rata. Si bien existían trabajos previos reaïizados
en distintas especies en 1os cua1es se estudió 1a capacidad de
fusión de espermatozoides de cada una de ias regiones

epididimarias a ovocitos sin zona pe11ucida (Pav1ok, 1974;
Hinrichsen & Bïaquier, 1980; Lacham & Trounson, 1991), no habia

sido investigada 1a capacidad de fusión de espermatozoides
provenientes de distintos segmentos epididimarios en 1a rata.

Los resu1tados indicaron que, asi como habia sido demostrado
para 1as otras especies, 1a capacidad de fusión aumentaba en
función de] grado de maduración de 1os espermatozoides. Los
mismos resu1tados se encontraron a1 eva1uar 1a capacidad de
sufrir 1a reacción acrosoma] por parte de espermatozoides de
distintas regiones epididimarias, uti1izando comoparámetro 1a
redistribución de 1a proteina DE. Una posibie exp1icación de1
aumento en 1a capacidad de sufrir 1a reacción acrosoma] durante



1a maduración, consistía en 1a aparición de cambios a nive] de 1a

membranacapaces de disminuir 1a estabi1idad de 1a misma, ya sea

por remoción de eiementos que confieren rigidez o por inserción
de e1ementos capaces de aumentar su fiuidez (Cooper, 1986). Sin

embargo, 10s estudios posteriores ya descriptos de Lakoski y c01.
(1988) reveiaron que si bien sóio 10s espermatozoides más maduros
eran capaces de sufrir 1a reacción acrosomai frente a 1a
inducción por ZP3, existia una simiïar capacidad de respuesta a1
ionóforo de Ca++ A23187 por parte de 1os espermatozoides de 1as

tres regiones principaies de] epididimo (caput, corpus y cauda).
La interpretación rea1izada por estos autores consistió en que,
dada 1a existencia de una simi1ar preparación de 1as membranas

para manifestar e] proceso exoxitótico en si, e] aumento en 1a
capacidad de sufrir 1a reacción acrosoma1 era producto de un
aumento de 1a capacidad de respuesta a estimuios fisiológicos de
1a reacción acrosoma].

Comose ha mencionado, 1a reacción acrosoma1 es un requisito

indispensable para 1a ocurrencia de 1a fusión de] espermatozoide
con ei ovocito. Si bien 1a fa1ta de reacción acrosoma] podia ser
considerada 1a causa de 1a menor capacidad de fusión de ios

espermatozoides provenientes de] caput y corpus proximai
encontrada en nuestros estudios, no seria éste e1 caso de 10s
espermatozoides de] corpus distai ya que, 1uego de 1a
capacitación, 10s mismos mostraron un porcentaje de
espermatozoides con redistribución simiiar a1 encontrado entre
10s espermatozoides tota1mente maduros. Teniendo en cuenta que
ambas pob1aciones presentaban 1a misma capacidad de sufrir 1a

reacción acrosoma], no era ésta 1a causa de 1a menor capacidad de
fusión de 10s espermatozoides de] corpus dista]. Una posibi1idad



era que 1a menor capacidad de fusión con e1 ovocito por parte de

estos espermatozoides se originara en una fa1ta de componentes
especificamente invo1ucrados en e1 proceso de fusión. En
particuïar, dado que 1a proteina DEpodía tener una función en e1
proceso de fusión y, teniendo en cuenta que 1a misma se asociaba

a 10s espermatozoides durante su paso por e] epidídimo, se
propuso estudiar si e1 agregado de DEa 1os espermatozoides de]
corpus dista] provocaba un aumento en 1a capacidad de fusión de

esta pob1ación de espermatozoides.

Los resu1tados indicaron que 1a proteina DE agregada a 10s

espermatozoides de1 corpus dista1 aumentó significativamente 1a
capacidad de fusión a ovocitos sin zona pe11ucida por parte de
estos espermatozoides. A1 ser ensayado e1 efecto de 1a proteína
sobre 1a capacidad de unión de 1os espermatozoides de] corpus

distaï a1 oo1ema, se observó un aumento en 1a capacidad de unión

de dichos espermatozoides a 1a superficie de 1os ovocitos.

Ta] comoha sido descripto anteriormente, e] anticuerpo anti-DE
demostró poseer un efecto inhibitorio tanto sobre 1a fusión de
Ïos espermatozoides a ovocitos sin zona pe11ucida, como sobre 1a
unión de 10s mismos a1 ooïema. A1 ser comparados ios efectos

inhibitorios sobre ambos parámetros obtenidos con 1as mismas
dosis de anticuerpo se observó que 10s porcentajes de inhibición
de unión a1 ooïema e inhibición de fusión resu1taron coincidentes

(Figura V.3a), 1o cua1 podria estar indicando que 1a inhibición
de 1a penetración de ovocitos sin zona podia ser consecuencia de
1a interferencia de] anticuerpo sobre 1a unión de 10s
espermatozoides a1 oo1ema.
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Fig.V.3. Comparaciónentre Ios efectos inhibitorios de anti-DE
sobre 1a unión y fusión de 1os espermatozoides maduros a1 oo1ema,
y de 1os efectos estimu1atorios de] agregado de DEsobre 1a unión
y fusión de 1os espermatozoides inmaduros a1 oo1ema.
(OA) ovoaïbúmina
(A) efecto de anti-DE. Se grafican 1os porcentajes de penetración
para cada concentración de anticuerpo con respecto a1 contro] sin
anticuerpo.
(B) efecto de1 agregado de DEa espermatozoides inmaduros. (a) n°
de veces de estimuïación ha11ado para e] porcentaje de
penetración en presencia de OAo DE, con respecto a1 obtenido en
RFMsin agregados. (b) n° de veces de estimuïación ha11ados para
e] porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos en presencia
de OAo DE con respecto a1 obtenido en RFMsin agregados.



Por otro 1ado, a1 ser comparados 10s efectos estimuiatorios

provocados por e] agregado de 1a proteina DEa espermatozoides

dei corpus dista] tanto sobre 1a unión y fusión de 1os mismos a1

oo1ema (Figura V.3b), se observó que ambos resu1taron de1 mismo

orden. Esta coincidencia podria estar indicando que e1 aumento de
fusión provocado por e] agregado de DEa espermatozoides.

Por 10 tanto, 1os efectos inhibitorios obtenidos con el
anticuerpo anti-DE sobre 1a unión de espermatozoides maduros a1

oo1ema y posterior fusión con e] mismo, conjuntamente con 10s

efectos estimu1atorios sobre ambos parámetros provocado por e1
agregado de proteina DEpurificada a espermatozoides inmaduros,
resu1tarían nuevamenteuna evidencia a favor de 1a participación
de DEen e1 proceso de fusión. En particuïar, estos experimentos
estarian evidenciando una participación de 1a proteina en 1a
primera etapa de unión a1 oo1ema.

Teniendo en cuenta que 1os espermatozoides de1 caput ya poseen

proteina DEasociada a su superficie, resu1ta difíci1 entender e]
mecanismopor e] cua1 1a proteina agregada podria ejercer una
función bioiógica diferente a 1a de 1a proteina DE que ya se
encuentra en 1a membrana. En este sentido, ïos resuïtados
presentados en e1 trabajo de Kohane (1980b), si bien indican que

e] gran aumento de proteina DE sobre ios espermatozoides se
produce entre 1as regiones de] caput y corpus, también demuestran
1a existencia de un pequeño incremento adiciona1 en 1a cantidad

de proteina DEentre 105 espermatozoides de1 corpus y cauda. sin

embargo, resu1ta 11amativo e1 hecho de que e1 aumento mencionado

entre estas ú1timas pob1aciones, sea de aproximadamente un 10%

con respecto a 1a proteina ya presente en 10s espermatozoides de]
corpus, porcentaje simi1ar a1 que, de acuerdo a 1os resuïtados
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aqui presentados, permaneceria asociado a 1a superficie de 1os
espermatozoides tota1mente maduros una vez que han sufrido 1a
reacción acrosoma].

En re1ación a este punto, resu1ta re1evante mencionar 1a

c1asificación rea1izada por Suzuki (1990), según 1a cua1 durante
e] proceso de maduración existirían no so1amente verdaderos

cambios "madurativos", que son aqueïïos que conducen a 1a

adquisición de capacidad fertiïizante, sino también cambios
"estabi1izantes", re1acionados con 1a protección de 1os
espermatozoides durante e1 tránsito en e] tracto reproductivo
mascu1ino y femenino. Por 1o tanto una posibi1idad seria que

parte de 1a proteina asociada a 1os espermatozoides durante 1a
maduración tuviera una función "estabiiizante", mientras que otra
parte tuviera una función especifica en ios eventos de
interacción de 1os espermatozoides con e1 ovocito. En este caso,
esta ú1tima seria 1a proteina invoïucrada en 1os cambios
verdaderamente madurativos de 10s espermatozoides.

En caso de ser ésta 1a situación, existirian dos posib1es
a1ternativas. Una de e11as consistiría en que 1a pequeña
proporción de DEagregada entre e1 corpus y e1 cauda tuviera una

interacción diferente con 1a membranade 1os espermatozoides con
respecto a 1a proteina ya presente, siendo esta nueva interacción
compatibïe con su posterior función en e] proceso de fusión. Por
otro 1ado, 1a proteina ya presente en 1os espermatozoides de]
caput y corpus podria cump1ir un pape] estabiïizante, y seria
1iberada de Ïos espermatozoides durante 1a capacitación.

Esta posibi1idad se veria favorecida por 1os estudios de Kohane
y co] (1980b) mencionados anteriormente, según 1os cua1es 1a
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interacción de 1a proteina DEcon e1 resto de 1os componentes de
membranaseria diferente para 10s espermatozoides de cada una de

1as regiones epididimarias. Si bien este punto no fue exp1icado
por 1os autores de] trabajo mencionado, esta conc1usión surge de
experimentos a11i presentados en 1os cua1es se demuestra una

extracción diferencia1 de DE por un tratamiento con C1Na0.4 M.

entre 1os espermatozoides de] corpus y cauda epididimario.

Una segunda a1ternativa consistiría en que 1a proteina DE
asociada a 1os espermatozoides durante e] tránsito por e1
epididimo se encontara permanentemente en interacción con
componentes "estabiiizantes", 1os cua1es deberian 1iberarse en
1as ú1timas fases de] proceso de maduración con e] fin de

permitir que, una vez 1iberados 1os espermatozoides de1 epididimo
y compietado e1 proceso de capacitación, 1a proteina pudiera
ejercer su función en 1a interacción con e1 ovocito.

Teniendo en cuenta 1os resuïtados que demuestran una posib1e

participación de DEdurante 1a fusión en forma simi1ar a una
"1ectina", una posib1e hipótesis para esta segunda a1ternativa
seria simiïar a 1a p1anteada por Macek y Shur (1988) para 1a

enzima ga1actosi1transferasa de espermatozoides de ratón. En esta
especie, 1a enzima se encuentra asociada a 1a membranap1asmática
de 10s espermatozoides y posee una función en 1a interacción con
1a zona pe11ucida a1 unirse a residuos de N-aceti1g1ucosamina

presentes en 1a misma (Shur & Ha11, 1984ab). Durante e] pasaje

por ei epididimo, se produce e1 acop1amiento de

1actosaming1icanos sobre 1a enzima (Macek & Shur, 1988). Estos

g1icanos compiten por e1 sustrato presente en 1a zona pe11ucida,
y, so1amente a1 ser removidos de 1a superficie de] espermatozoide
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(fenómeno que ocurre durante 1a capacitación), permiten 1a unión
de 1os mismos a 1a zona pe11ucida. Si bien 1a enzima se encuentra

ya presente en 1os espermatozoides testicu1ares, 1os
espermatozoides inmaduros no son capaces de unirse a 1a zona

pe11ucida de ratón. Se postuïa que existirian modificaciones de
1a enzima 1oca1izada en 1os espermatozoides de regiones más

proxima1es, provocada por agentes presentes en e] fiuido

epididimario correspondiente a dichas regiones, siendo éstas
modificaciones responsab1es de que 1a enzima presente en 1os
espermatozoides inmaduros no pueda 1iberarse de 1os g1icanos
durante 1a capacitación. Por 1o tanto, seria éste un probab1e
mecanismo responsab1e de 1a incapacidad de 1os espermatozoides

inmaduros de interactuar con 1a zona pe11ucida. Esta exp1icación
se basa en que, so1amente después de extensos procedimientos de

1avado, 1os espermatozoides inmaduros adquieren 1a capacidad de

unión a 1a zona (Macek a Shur, 1988). Dado que Ios

espermatozoides tota1mente maduros so1amente necesitan sufrir e]
proceso de capacitación para interactuar con 1a zona pe11ucida,
se postuïa entonces que, a1 menos una parte de 1os mecanismos
estabiïizadores, serían revertidos durante 1os estadios fina1es
de maduración.

si ésta fuera 1a situación de 1a proteina DE, 1a misma podria
interactuar con enzimas presentes en e] fïuido epididimario
(Eddy, 1988) que podrían estar modificando e1 sitio activo de 1a
proteína en su interacción con e1 oo1ema. Este cambio estaria
funcionando comoun cambio "estabi1izante" y só]o seria revertido
en 1os pasos fina1es de maduración, consistiendo este ú1timo paso
en un verdadero cambio maduracionai (Suzuki, 1990). En este

sentido, e] agregado a espermatozoides inmaduros de proteina que



no hubiera sufrido 1a modificación por enzimas epididimarias,
mimetizaria e1 mencionado cambio maduracionaï.

Cabe destacar que 1os resu1tados obtenidos no permiten
estab1ecer e] mecanismo de interacción de 1a proteina DE

agregada, con ios componentes de membrana de 1os espermatozoides

de1 corpus dista1. Resuita interesante mencionar 1a existencia de
trabajos previos rea1izados en otros 1aboratorios, en 10s cuaïes
se midió 1a unión de proteinas epididimarias a espermatozoides ín
vitro. En estos casos se demostró 1a existencia de distintos
mecanismosde inserción para ias diferentes proteinas estudiadas.
Entre e11os se inc1uyó 1a inserción por secuencias hidrofóbicas
contenidas en 1a proteina (Brooks, 1983), por interacción con
receptores (Wong& Tsang, 1982) o por interacción iónica (Rifkin
& 01son. 1985). Estudios rea1izados por Brooks (1986) permitieron
e] cïonado y secuenciación de una proteina con caracteristicas
idénticas (según Ios mismos autores) a 1a proteina DE. En este
trabajo se comprobó 1a existencia de un único transcripto para
DE, asi como tambien su posible homoiogia con 1a enzima serina
proteasa carboxypeptidasa Y de hongos. Si bien en base a1 estudio
de 1a secuencia aminoacidica no pudo ser estab1ecida 1a presencia
de dominios hidrofóbicos que pudieran permitir su directa
inserción a 1a membrana, se reve1ó 1a presencia de un gran
contenido de cisteina. La gran cantidad de residuos de esta
natura1eza determinaria 1a presencia de numerosos grupos
suifidriios 1ibres en 1a proteina, 105 cuaïes podrian intervenir
en 1a formación de puentes disu1furo con otros componentes de 1a

membranaconstituyendo un mecanismo posib1e de interacción.
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Resu1ta importante mencionar que, a pesar de numerosos intentos

por promover 1a capacidad fertiïizante de espermatozoides
inmaduros a través de] agregado de secreciones epididimarias
(Cooper, 1986) só1o se han obtenido resu1tados existosos en pocos

casos, siendo 10s efectos encontrados 1a promoción de moti1idad
en Ios espermatozoides de1 toro (Acott et a1., 1983), 1a
promoción de 1a unión a 1a zona pe11ucida de 1os espermatozoides

de rata (Orgebin-Crist & Fournier-De1pech, 1982; Cuasnicú et a1.,
1984bc), y 1a promoción de capacidad ferti1izante de 10s
espermatozoides de hamster (Gonzáïez Echeverria et a1., 1984;
Moore et a1., 1987). E1 hecho que tantos otros intentos no hayan
conciuido en resuïtados exitosos (Cooper, 1986) podria residir en
que, ta1 comose ha propuesto describir con 1as observaciones y
resu1tados presentados, e1 proceso de maduración en e] epididimo
consista en muchomás que e] simp1e acceso a 1as secreciones

epididimarias por parte de espermatozoides inmaduros, pudiendo
existir, por ejemp1o, fenómenos de interacción de 10s distintos
componentes secretados entre si y con e1ementos ya presentes en

10s espermatozoides.

De todos modos, 10s resu1tados aqui descriptos han permitido
estabïecer que, en combinación con toda 1a serie de cambios
responsabïes de] remodeïamiento estructura] y fisio1ógico de1
espermatozoide, 1a adquisición de proteinas sigue siendo uno de
1os mecanismos determinantes de 1a acción de] epididimo en e]

proceso de maduración de 10s espermatozoides.



VI.Conclusiones



VI. CONCLUSIONES

En e] presente trabajo se propuso investigar e] comportamiento
de una gïicoproteina epididimaria presente en 1a membranade 1os

espermatozoides de rata, 1a g1icoproteina DE, durante e1 proceso
de capacitación de 10s espermatozoides, asi como también su
posibïe participación en e1 proceso de ferti1ización.

Los resu1tados descriptos en 1a Primera Parte indicaron 1a
existencia de una pérdida importante de 1a proteina DEdurante e]
proceso de capacitación. Sin embargo, ésta pérdida no fué tota]
sino que, una pequeña porción de 1a proteina DE, permaneció

asociada a 1a membrana p1asmática de 10s espermatozoides
capacitados. A su vez, fué posibïe encontrar en cierto número de
espermatozoides, una 1oca1ización de 1a proteina diferente a 1a
ha11ada entre 1os espermatozoides no capacitados, 1a cua]
correspondía a 1a región de] segmento ecuatoria]. Los resuïtados
presentados indicaron que 1a nueva 1oca1ización de DEera una

consecuencia de 1a migración de 1a proteina desde 1a región
dorsa1 hacia e] segmento ecuatoria] y, que este cambio en 1a
10ca1ización, se encontraría vincuïado con 1a ocurrencia de 1a
reacción acrosoma].

Si bien esta primera serie de estudios fué rea1izada bajo
condiciones tota1mente in vitro, 10s resu1tados ha11ados
pudieron ser posteriormente confirmados bajo condiciones ín vivo.

Dado que 1a nueva 1oca1ización de 1a proteina DE inc1uia un

dominio de] espermatozoide especificamente invo1ucrado en e]
proceso de fusión con e] oo1ema, se sugirió 1a posibi1idad de que



1a proteina se encontrara invo1ucrada en esta etapa especifica
dei proceso de ferti1ización. Mediante 1a utiïización de un
anticuerpo poïic1ona1 especifico contra DEo, a1ternativamente de
1a proteina DEpurificada, fue posib1e estabïecer una posib1e
participación de 1a misma en e] evento de fusión de]

espermatozoide con 1a membrana p1asmática de1 ovocito. En

particuiar, 1os resu1tados ha11ados sugeririan una función de DE
en 1a etapa de unión de 1os espermatozoides a1 oo1ema, asi como

también su posib1e participación en eventos posteriores a 1a
unión y conducentes a 1a fusión en si de 1as membranas.

Por otro 1ado, ios estudios presentados indicaron 1a existencia
de una interacción de 1a proteina DEcon e1ementos presentes en

1a membrana p1asmática de] ovocito. Estos resu1tados a su vez

constituyeron una nueva evidencia a favor de 1a participación de
1a proteina DEen e1 proceso de fusión.

Teniendo en cuenta que 1a proteína epididimaria DEse asocia a
10s espermatozoides durante e1 proceso de maduración, se propuso
fina1mente investigar 1a posibïe participación de esta proteina
en 1a adquisicion de capacidad de fusión con e1 oo1ema que ocurre
durante e] proceso de maduración de 10s espermatozoides. Los
resu1tados indicaron que e] agregado de 1a misma a
espermatozoides de] corpus dista1 (1os cua1es tendrían 1a misma
capacidad de sufrir 1a reacción acrosoma1 que 1os espermatozoides
totaïmente maduros) provocó una aumento en su capacidad de

fusión. A su vez, este aumento en 1a fusión seria una

consecuencia de una mayor capacidad de unión a1 001ema por parte

de estos espermatozoides incubados con 1a proteina DEpurificada.
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Estos resuitados, no só1o indicarian una posibie función de DE
como"factor de maduración", sino que favorecerian 1a hipótesis
de 1a participación de esta proteina en 1a etapa de unión de 1os
espermatozoides a1 oo1ema que ocurre durante e] evento de fusión

entre 1as gametas.

En resumen, Ios resuitados aqui presentados pretenden constituir
un nuevo aporte hacia 1a comprensión de ios mecanismos

invo1ucrados en 1a adquisición y posterior expresión de capacidad
ferti1izante por parte de 10s espermatozoides de mamíferos.
Consecuentemente, dado que para 1a rea1ización de estos estudios
fué utiiizada una proteina de origen epididimario, 10s mismos
constituyen una nueva aproximación hacia e1 estudio de 1a
vincuiación existente entre e] proceso de maduración epididimaria
y 1os procesos de capacitación y ferti1ización.

Es 1a 1abor de estudios futuros descifrar ias bases de 1a
interacción entre ios distintos procesos siendo ésta interacción,
1a determinante en 1a preparación de 1os espermatozoides para su
función ú1tima: 1a ferti1ización dei ovocito.
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