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Introducción



FERTILIZACION EN MAMIFEROS

1. EL ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide es el producto final de la espermatogénesis,

proceso que ocurre en los tubos seminíferos del testículo. Este proceso

involucra una serie de divisiones mitóticas de las espermatogonias, dos

divisiones meióticas de los espermatocitos, extensivo remodelamiento

morfológico de la espermátide durante la espermiogénesis, y liberación

del espermatozoide en el lumen de los túbulos seminíferos [91].

Las estructuras especializadas del espermatozoíde son un reflejo

de su actividad funcional única. El acrosoma contiene enzimas

esenciales para la fertilización, mientras el flagelo contiene la fuente de

energía y la maquinaria necesaria para producir la motilidad

espermática. La función de estos componentes es asegurar que el

material genético presente en el núcleo entre al óvulo, donde la

combinación de los pronúcleos haploides masculino y femenino ocurre,

finalizando el proceso de fertilización y iniciando el proceso de desarrollo.



1.1. Estructura

El espermatozoide de mamíferos tiene dos componentes

principales, la cabeza y el flagelo (Fíg. 1). La cabeza consiste del núcleo,

rodeado de cantidades remanentes de citoesqueleto, mínimo volumen

citoplasmático y un gránulo

secretorio único o acrosoma

sobre su parte anterior. El

núcleo del esperrnatozoide es

haploide, conteniendo apenas

uno de cada par de

cromosomas, y la cromatina

se torna altamente

condensada durante la última

parte de la espermatogénesis.

El flagelo contiene un

axonema central, lo cual es

un complejo de microtúbulos

altamente ordenado, rodeado

g sueno
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Figura 1. Esquema general de un espemlatozoide de
mamífero. La cabeza del espermatozoide está adherida a la
pieza conectoxa del flagelo. Las otras regiones del flagelo son
la pieza media, la pieza principal y la pieza final. La pieza
media contiene la vaina mitocondrial y la pieza principaJ, la
vaina flbmsa.

por fibras densas que se extienden de la cabeza a la parte posterior

terminal del axonema. Ademas, la parte anterior del flagelo contiene una

envoltura mitocondrial alrededor de las fibras densas y la parte posterior

contiene una vaina fibrosa que recubre las fibras densas. Las fibras

densas y la vaina fibrosa forma parte del citoesqueleto del flagelo. El

flagelo y la cabeza están envueltas por la membrana plasmática y

contienen sólo restos de citoplasma [97, 244, 347]. Aunque todos



espermatozoides de mamíferos presenten estas caracteristicas generales,

existen diferencias especie-específicas en el tamaño y forma de la cabeza,

así como en el largo y tamaño relativo de los componentes del flagelo [16,

91,236L

1.2. La membrana plasmática. Dominios de superficie

La membrana plasmática del espermatozoide esta subdividida en

dominios regionales claramente delineados, que difieren en su función y

composición. La naturaleza heterogénea de 1a superficie del

espermatozoide se manifiesta a

partir de estudios sobre cargas

de superficie, perfiles de Membrana
plasmática
Membrana
acros omal

enema
Membrana

criofractura, unión de
capuchón

acrosomal

anticuerpos y unión de lectinas.
Acrosoma

La membrana plasmática del
' ' I r'l

espermatozo1de es un mosaico 3:33:23" Subacroasomal

de dominios restringidos que
postauosomal

reflejan las funciones . ¡:anposteriorMembrana
u nuclear"

especializadas de la superficie y _ ‘°°“°°’°"

de los componentes

citoplasmáticos - del

espermatozoide, y como tal, Figura2. Estructurade la cabezade losespermatozoides
humanos. La membrana plasmática en los dominios

var ía entre diferentes ÏÜgÍOnCS correspondientesal acrosomaanterior y al segmento
ecuatorial rodean a la membrana acrosomal externa. La

de su superficie membranaacrosomalinterna rodea a la envoltura
nuclear. El acrosoma es más delgado en la región del
segmento ecuatorial.



x

Lo dominios principales de la superficie de la cabeza de

espermatozoides de mamíferos son: (a) el acrosoma anterior y segmento

ecuatorial (acrosoma posterior) que recubren al acrosoma, y (b) la región

postacrosomal que recubre la porción de la cabeza posterior al acrosoma

(Fig. 2). La membrana plasmática del flagelo esta separada por el

annulus en dominios que rodean la pieza media y la zona posterior. El

annulus es un anillo fibroso que rodea los componentes del axonema y

está firmemente unido a la membrana.

1.3. La Cabeza

La cabeza de espermatozoides de mamíferos esta ocupada

principalmente por el núcleo y por el acrosoma. También se encuentran

componentes del citoesqueleto y una pequeña porción de citoplasma. El

acrosoma se encuentra en la parte anterior final de la cabeza, por debajo

de la membrana plasmática, profundamente endentado en su parte

posterior por el núcleo. Los componentes del citoesqueleto se encuentran

en el pequeño espacio entre las membranas acrosomal interna y nuclear,

y también debajo de la membrana plasmática.

El volumen del núcleo del espermatozoide es menor que de

células somáticas, y la cromatina está altamente condensada. El núcleo

del espermatozoide es único tanto por la cantidad de DNApresente como

por la composición de nucleoproteinas. Las dos divisiones meióticas que



ocurren durante la espermatogénesis producen un genoma haploide, con

apenas uno de cada par de cromosomas presente en el núcleo.

El acrosoma se deriva del complejo de Golgi en la espermátíde y

contiene las enzimas necesarias para que el espermatozoide pueda, en

principio, díspersar y penetrar el grupo de células del cumulus. El papel

de estas enzimas en la penetración de la matriz extracelular y fusión con

la membrana plasmática del ovocito es aún materia de estudio. Esta

estructura de membranas se sitúa en forma de capuchón por sobre el

núcleo en la porción anterior de la cabeza del espermatozoide. Sin

embargo, también contiene enzimas tipicas de lisosomas primarios y ha

sido descripto como un lisosoma especializado, debido a que

aparentemente no sirve para la función lísosomal usual. Las enzimas

acrosina y hialuronidasa son únicas del acrosoma de espermatozoides de

mamíferos y también son su principal componente.

La membrana

acrosomal interna esta
'-_Membrana

.V a. íntima,_ firmemente adherida a la
il-SE .- .
g porc10n anterior de la

"¡ envoltura nuclear; mientras

que la membrana acrosomal

Figura 3. Esquema de la pmgl‘esiónde una reacción externa SC encuentra por
acrosomal típica. (A)Espermatozoide con el acrosoma intacto. _
(B) Aparición de múltiples puntos de fusión entre la debajo dC la membrana
membrana plasmática y membrana acrosomal externa, y . _
posterior vesículización,permitiendola liberación del plasmatlca. acrosoma
contenido acrosomal. (C,D)La reacción se ha completado. .
CA:capuchónacrosomal,SE:segmentoecuatorial. COHSIStC de dOS segmentos, el



acrosoma anterior y el segmento ecuatorial, que se encuentran por

debajo de los dominios de la membrana plasmática y que llevan el mismo

nombre. Durante la reacción acrosomal, la membrana acrosomal externa

se fusiona y se vesiculiza con la membrana plasmática, y la mayor parte

del contenido acrosomal se libera (Fig. 3). _Elacrosoma es un gránulo

zimógeno-secretorio cuyo contenido es-descargado durante la reacción

acrosomal. La membrana acrosomal interna y el segmento ecuatorial

persisten hasta la fusión espermatozoide-ovocito en la mayoría de las

especies [338]. El acrosoma varía en tamaño y forma en las diferentes

especies, así como la distribución y prominencia de sus segmentos.

1.4. El flagelo

El flagelo del espermatozoide de mamíferos consiste de cuatro

segmentos distintos: la pieza conectora (cuello), la pieza media, la pieza

principal, y la pieza terminal (Fig. l) Las caracteristicas estructurales

más importantes del flagelo del espermatozoide de mamíferos son el

axonema, la vaina mitocondrial, las fibras densas externas, y la vaina

fibrosa.

El axonema está compuesto por complejos de microtúbulos que

se extienden a lo largo del flagelo. La pieza media contiene la vaina

mitocondrial, mientras que la pieza principal contiene la vaina fibrosa.

Las mitocontrias y la vaina fibrosa se encuentran por debajo de la

membrana plasmática en la pieza media y en la pieza principal

respectivamente. Las fibras densas externas se extienden desde de la



pieza conectora hasta el extremo posterior de la pieza principal y están

situadas entre las mitocondrias y el aíoñema en la pieza media, y entre

la vaina fibrosa y el axonerna en la pieza principal [235, 348].

El flagelo provee la energía motriz necesaria para que el

espermatozoide llegue a la superficie del ovocíto y logre la fertilización.

Los diferentes elementos que constituyen el flagelo están involucrados (a)

en generar las ondas que producen la fuerza y (b)en propagar las ondas

desde la base del flagelohasta su punta.

2. MADURACION EPIDIDIMARIA

2. 1. El epidídimo

El epidídimo consiste de un ducto único, largo y muy replegado

que cubre el borde posterior del testículo, y se encuentra unido en su

parte distal a la base del escroto por la ligadura genito-inguinal.

Convencionalmente, este órgano se divide en tres regiones, caput,

corpus, y cauda. Sin embargo, los limites que definen estas regiones no

son exactos y la función de las secciones pueden variar entre diferentes

especies.

El epidídimo posee una alta capacidad para absorber y secretar

fluidos. La composición quimica y la osmolaridad del fluido secretado por

el epidídimo varía de un segmento a otro [40, 72, 144]. Existe una gran



actividad secretoria de proteinas por parte del epitelio epididimario, la

cual resulta en gran parte responsable de la composición única del

plasma epididimario. La síntesis de proteínas de origen especificamente

epididimario, siendo la mayoria de naturaleza andrógeno-dependiente,

ha sido demostrada en varias especies mediante experimentos in vivo

[164, 319] e in vitro [39, 41, 48, 156, 213, 302]. Estos mismos

experimentos, permitieron evidenciar que, tanto la capacidad sintética

como los productos proteicos, varian de una región epidídimaria a otra.

2.2. Adquisición de capacidad fertilizante

Los espermatozoides de mamíferos adquieren su capacidad

fertilizante durante su pasaje por el epídídimo, donde sufren cambios

morfológicos y fisicoquímicos que son llamados en su conjunto

maduración [8, 14, 58, 62, 92]. Estos cambios pueden ser: (a) cambios de

maduración verdaderos, que son requerimientos indispensables para la

fertilización; (b) cambios estabilizantes, para la protección del

espermatozoide durante el transporte por los tractos reproductivos

masculino y femenino y; (c) cambios por deterioro, como por ejemplo el

envejecimiento.

Entre las modificaciones funcionales que han sido identificadas

están: alteraciones en el metabolismo [44, 143], cambios en el patrón y

efectividad de la actividad flagelar [13, 58, 211], y principalmente, la

adquisición de capacidad de unión a la zona pellucida [70, 109, 110,



241, 263]. La membrana plasmática del espermatozoide sufre

modificaciones durante la maduración epidídimaria como cambios en

cargas de superficie, unión a lectinas, fluidez de membrana, distribución

de partículas intramembranas, composición de lípidos, composición de

proteínas y unión de anticuerpos [91].

Los espermatozoides testiculares ya presentan antígenos

específicos en su membrana plasmática. Durante la maduración

epidídimaria pueden ocurrir cambios debido a "la adición de nuevos

componentes a la superficie del espermatozoide, por modificación o

enmascaramiento de componentes preexistentes, o por la pérdida de

componentes de la superficie [16, 73, 92, 197, 255]. Entre las

macromoléculas originadas en el epidídimo que son absorbidas y/o

integradas a la membrana plasmática, las más importantes son

glicoproteínas [42, 82, 165, 261]. La modificación en los residuos

glicosilados de glicoproteínas preexistentes estaria mediada por

glicosiltransferasas [24, 129, 131] o glicosidasas [45, 108, 122, 154, 200,

210, 312] que han sido detectadas en el fluido epididimario.

Las glicosidasas son sintetizadas y secretadas por células del

epitelio epidídimario [282], sugiriendo una posible acción sobre los

espermatozoides epidídimarios. La actividad específica de glicosidasas

asociadas a membranas de espermatozoides de rata aumenta de caput a

cauda [127], y entre ellas, la B-N-acetilglucosaminidasa parece estar

fuertemente unida. Por otro lado, cambios en la actividad de fucosil y

sialiltransferasa relacionados con la maduración de espermatozoides de

rata [314] han sido reportados. La enzima galactosiltransferasa ya está



presente en la membrana plasmática de los espermatozoides testiculares

de ratón [191]. Durante el tránsito por el epidíd‘imola secreción de un

lactosaminoglicano por el epitelio epididimarío enmascara e inhibe la

acción de esta enzima que solo expone sus sitios en el tracto

reproductivo de la hembra [156, 195, 246]. Muchos de estos cambios. en

la composición de carbohidratos pueden ser concretamente visualizados

mediante el modificación del patrón de unión de lectinas durante la

maduración epididimaria [82, 189, 197, 344].

La composición lipidica de la membrana del espermatozoide

también varía durante la maduración, implicando cambios en sus

propiedades fisicas y químicas. Están descriptos cambios en la relación

colesterol/fosfolípidos y en las concentraciones de colesterol,

fosfatidilserina, etanolamína y fosofatidiletanolamina [93, 130, 223, 239,

270]. El aumento del contenido de colesterol da como resultado una

disminución en la fluidez de membrana, actuando como factor

estabilizantc.

3. CAPACITACION

Los espermatozoides de mamíferos madurados en el epididimo y

eyaculados no están listos para fertilizar ovocitos. Para poder manifestar

su capacidad fertilizante, ellos necesitan pasar un cierto tiempo en el

tracto genital femenino, donde sufren determinados cambios fisiológicos



(funcionales). Estos cambios, que tornan el espermatozoide capaz de

Ñ ‘ fertilizar al ovocito, se denominan en conjunto capacitación [6, 7, 50, 51].

Aún hoy, 42 años después del descubrimiento de la capacitación,

algunos investigadores dudan sobre la necesidad de la misma, ya que

espermatozoides epididimaríos o eyaculados, que jamas fueron expuestos

al tracto genital femenino, son capaces de fertilizar ovocitos en un medio

artificial. Si se define capacitación sólo como el fenómeno que tiene lugar

en el tracto genital femenino, la duda está justificada. Sin embargo, es

más apropiado considerar que el medio artificial usado para inseminar

ovocitos simula la acción capacitante del tracto femenino. Si la

.capacitacíón no fuera un requisito, entonces, los espermatozoides recién

eyaculados deberian ser capaces de fertilizar ovocitos inmediatamente.

Sin embargo, existe un retraso entre la inseminación y el comienzo de la

fertilización. Este lapso puede estar entre una y varias horas,

dependiendo de la especie, y representa el tiempo aproximado que lleva

la capacitación.

Es indudable que la reacción acrosomal que sigue a la

capacitación es necesaria para la fertilización normal, y algunos

investigadores insisten que la reacción acrosomal debe ser considerada

como parte de la capacitación [50]. Otros investigadores [7, 15, 338]

opinan que la capacitación y la reacción acrosomal deben ser

considerados como fenómenos separados. La capacitación sería entonces

la serie de cambios que hacen que el espermatozoide sea capaz de sufrir

la reacción acrosomal. Mientras que la reacción acrosomal es un



fenómeno que ocurre en todas las especies, la capacitación, en cambio,

es un fenómeno que solo ocurre en mamíferos y quizas en unos pocos

animales que no pertenecen a esta clase. Tanto la capacitación como la

maduración epididimaria de los espermatozoides de mamíferos podrían

ser el resultado de la adaptación evolutiva a la fertilización interna.

3.1. Capacitación In Vivo

La capacitación ocurre normalmente en el tracto genital de la

hembra en estro. E1sitio donde la capacitación comienza y en el que se

completa puede variar dependiendo de donde se depositan los

espermatozoides durante el coito. En las eSpecies en que los

espermatozoides son depositados en la vagina (conejo, humano) la

capacitación puede comenzar durante el pasaje del espermatozoide por el

moco cervical [176, 345]. En especies en que el semen es depositado

directamente en el útero (muchos roedores y cerdo), el principal sitio de

capacitación es el oviducto [147].

Se conoce muy poco sobre las condiciones y factores que

controlan directamente la capacitación del espermatozoide dentro del

tracto femenino. Varias sustancias han surgido como posibles

candidatos, entre ellos numerosas enzimas como B-amilasa y

B-glucuronidasa [125], proteinasa y neuraminidasa [155, 276],

arylsulfatasa, fucosidasa y acetilhexosaminidasa [250, 251], anhidrasa

carbónica [56], y esterol sulfatasa [179], glicosaminoglicanos [80, 81,



132], catecolaminas [136], taurina y hipotaurina [203]. Se necesitan

mayores estudios para determinar si estas sustancias están realmente

involucradas en la capacitación in vivo. Cualesquiera sean estas

condiciones o factores capacitantes, no parecen ser muy especificas de la

especie, ya'que espermatozoides y ovocitos de una especie pueden

efectivizar la fertilización en el oviducto de otra especie [83, 264].

3.2. Capacitación in vitro

En 1963 surge el primer informe de que espermatozoides de

mamíferos podian ser capacitados in vitro [339]. Medios 'I‘yrodey Krebs

Ringer modificados con el agregado de fuentes de energía (glucosa,

piruvato y lactato) y albúmina son comúnmente usados para

capacitación in vitro. Sin embargo, no existe un medio único capaz de

lograr la fertilización "in vitro" (capacitación in vitro del espermatozoide)

de todas las especies. Un medio apto para las gametas de una especie no

es necesariamente bueno para otra.

Las conclusiones de numerosos investigadores de que

determinados reactivos bloquean la capacitación debido al hecho de que

en presencia de éstos el espermatozoide no es capaz de fertilizar al

ovocitodeben ser tomadas con precaución. Estas conclusiones pueden o

no ser ciertas, porque la capacitación no es solo un proceso que debe

ocurrir en el espermatozoide para que pueda fertilizar. Para esto, el

espermatozoide debe ser altamente mótily capaz de penetrar el cumulus,



sufrir 1a reacción acrosomal sobre la zona pellucida, penetrarla, y

fu'sio‘narse con la membrana plasmática del ovocito. Para que una

fertilización in vitro sea satisfactoria se requiere una capacitación

satisfactoria, pero el hecho de que no se produzca fertilización in vitro no

significa que no haya ocurrido la capacitación.

Es muy común considerar la reacción acrosomal como un

indicador de que la capacitación se produjo. Sin embargo, condiciones

inusuales o reactivos especiales pueden inducir 1areacción acrosomal en

espermatozoides no capacitados y su ausencia no indica necesariamente

que el espermatozoide no se haya capacitado.

3.3. Eventos que ocurren durante la capacitación

a) Activacióndel sistema adenilato ciclasa/ proteína quinasa

El sistema adenilato ciclasa y proteína quinasa dependiente de

AMPc juega un importante papel tanto en la iniciación como en el

mantenimiento de la motilidad [297]. Es muy probable que este sistema

esté activamente involucrado en la capacitación. Existen evidencias de

que la adenilato ciclasa aumente su actividad en el espermatozoide

durante la capacitación [23, 31, 111, 217, 271]. El consiguiente aumento

de AMPc estimula la actividad de la proteina quinasa dependiente de

AMPc. Esta estimulación podría alterar la estructura terciaria y

cuaternaria de la membrana del espermatozoide a través de la



fosforilación de proteínas de membrana [87, 145], con la subsecuente

alteración de la permeabilidad de la membrana a distintos iones.

b) Cambios en la concentración intracelular de iones

Los espermatozoides mantienen gradientes iónicos a través de la

membrana plasmática, la concentración de potasio es superior dentro de

la célula que en el exterior, mientras que la concentración de sodio es

superior en el exterior celular. Se cree que el gradiente iónico es

mantenido por la bomba intercambiadora Na"/K* ATPasa [247, 318].

Tanto los fluidos intratubarios donde la fertilización in vivo se produce,

como los medios sintéticos óptimos para la fertilización in vitro contienen

elevadas concentraciones de potasio [309, 335]. Durante la capacitación

se producen cambios en las concentraciones intracelulares de estos

iones [149], e incrementos en la actividad de la enzima Na*/K* ATPasa

[91].

Se conoce muy poco acerca de la cinética de entrada de calcio al

espermatozoide durante su capacitación. La concentración intracelular

de calcio es baja debido a la presencia de una bomba Ca2+ATPasa y un

intercambiador Na“/Ca2+presente en la membrana plasmática [38]. En el

cobayo se ha reportado la captación de Ca” radioactivo durante la

capacitación [35, 36]. El influjo de calcio durante la capacitación también

esta reportado en espermatozoides de porcino [232], ratón [260] y bovino

[311]. Usando quelantes fluorescentes para la medición de calcio

intracelular, no se encontró variación en la concentración intracelular de

este ion en espermatozoides de conejo [198].



c) Cambios en el metabolismo respiratorio

Existen evidencias acerca de que el espermatozoide exhibe un

metabolismo aumentado (ej.: actividad glicolítica, consumo de oxígeno)

luego depermanecer en el tracto genital de la hembra [32]. En muchas

especies los espermatozoides exhiben un movimiento muy vigoroso,

llamado hiperactivación [336], poco después de iniciada la reacción

acrosomal. Durante la capacitación podrian ocurrir cambios en la

membrana plasmática que hicieran más accesible la energía al aparato

motor del espermatozoide.

d) Cambios en el acrosoma

En 1amayoria de las especies, no hay cambios significativos en la

estructura del acrosoma durante la capacitación [15, 68, 342]. El

acrosoma de espermatozoides de hamster es una excepción. Su contorno

y la textura de la matrix acrosomal cambian luego de que el

espermatozoide se expone a un medio capacitante [340]. La razón de esto

es desconocida, pero podria deberse al influjo o eflujo de moléculas

pequeñas a través de las membranas plasmática y acrosomal externa.

Aún no se ha establecido si algunas enzimas acrosomales que están en

su forma inactiva pasan a una forma activa durante la capacitación [120,

196].



e) Cambios en el núcleo

La cromatina de los espermatozoides de la mayoría de los

mamíferos euterianos son estructuras muy estables debido al

entrecruzamiento extensivo de proteínas nucleares por uniones disulfuro

[46, 259]. Durante la capacitación, el núcleo pierde Zn” y aumenta su

estabilidad [171].

f) Cambios en la membrana plasmática

La membrana plasmática se encuentra directamente expuesta al

entorno capacitante, siendo sobre ésta que se observan los cambios más

importantes durante la capacitación. Desde que se postuló por primera

vez [245, 327] que la remoción o alteración de materiales que recubrían

al espermatozoide constituía una parte importante del proceso de

capacitación, una enorme cantidad de evidencias se acumulan a favor de

este postulado [55, 234, 336].

De acuerdo con el modelo del "mosaico fluido" [281] de

membranas biológicas, proteínas (o glicoproteínas) no están

covalentemente asociadas con las bicapas lipídicas que forman la matriz

de la membrana. Proteínas intrínsecas, que están firmemente embebidas

en la bicapa, solo pueden ser removidas por tratamientos fuertes (ej.:

tratamiento con detergentes), mientras que proteínas periféricamente

asociadas por interacciones electrostaticas pueden ser liberadas por

aumento de fuerza íónica o pI-I,o adición de quelantes [121]. Por lo tanto,

proteínas o glicoproteínas liberadas de y/o adicionadas a la superficie del



espermatozoide durante la capacitación deben ser proteínas (o

glicoproteínas) periféricas.

Los cambios que ocurren en la composición del glicocálix de la

superficie del esperrnatozoide durante la capacitación pueden ser

claramente visualizados por cambios en la capacidad de unión de

lectinas [163, 296]. En humanos, por ejemplo, disminuye la unión de la

lectina Maclura pomifera y aumenta la de Concanavalina A [67],

reflejando una probable disminución de residuos galactosa y N

acetilgalactosamina y un aumento de residuos manosa y glucosa. Por

otro lado, espermatozoides de carnero liberan tres diferentes proteínas

glicosiladas de su superficie cuando incubados con fluido uterino [321],

al mismo tiempo que otra proteína del fluido se adsorbe a su superficie.

La remoción o alteración de sustancias adsorbidas o integradas a

la membrana plasmática durante la maduración epidídimaria, o luego

del contacto con el plasma seminal, constituye una parte muy

importante de la misma [8, 55, 64, 338]. Los factores cuya remoción

promoveria la capacitación se denominan factores decapacitantes [234].

Muchos de estos factores decapacitantes son componentes del fluido

epididimario o del plasma seminal que estabilizan la membrana

plasmática del espermatozoide, controlando su permeabilidad a

determinados iones, previniendo de esta manera la reacción acrosomal

temprana [60, 61, 305, 331].

Incubando espermatozoides capacitados por un corto tiempo en

plasma seminal, se logra la reversión del proceso a un estado de

decapacitación [104]. Un cambio en la naturaleza intrínseca de la

membrana plasmática, compatible con la reversibilidad de la
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capacitación, es la remoción de colesterol. Se sabe que el agregado de

colesterol a la membrana inhibe "la capacidad fertilizante [76, 93, 117,

118], mientras que el eflujo de colesterol esta asociado a un aumento de

la fertilización [98, 178, 179]. La remoción de colesterol resulta en una

disminución en la relación colesterol/fosfolípidos, y consecuentemente

un aumento en la fluidez de membrana [78, 332]. Es probable que la

ocurrencia de una separación de fase entre los lípidos y el colesterol de

membrana se constituya en un mecanismo importante para la

capacitación [75, 77, 179, 338].

4. UNION A LA ZONA PELLUCIDA

Previo al pasaje a través de la zona pellucida, los espermatozoides

se unen firmemente a la superficie de la misma. La existencia de una

interacción entre componentes de superficie del espermatozoide y del

ovocito, involucrada en esta unión, fue postulada por Gwatkin y Williams

[126] quienes demostraron que la presencia de zona solubilizada de

hamster prevenía la unión del espermatozoides homólogos. Se postuló

entonces que la superficie del espermatozoide poseía receptores para

componentes de la zona, los cuales al se incubados con dichos

componentes, resultaban saturados. Posteriormente, fue demostrada la

presencia de proteínas del espermatozoide con alta afinidad para otras

proteínas de la zona [226, 291, 292]. La naturaleza de las moléculas de

la zona responsables de la interacción con el espermatozoide ha sido
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estudiada con más detalle en el ratón. En esta especie existirían dos

moléculas involucradas en esta unión, ZP3 y ZPQ [29, 325]. En esta

especie, los espermatozoides intactos interactuan’an con ZP3 (receptor

primario), la cual provocaría en los espermatozoides la reacción

acrosomal. Una vez reaccionados, los espermatozoides se unirían a la

zona pellucida a través de la ZP2 (receptor secundario).

5. REACCION ACROSOMAL

El acrosoma de espermatozoides de mamíferos es una organela

rodeada por membranas que recubre la parte anterior del núcleo. Esta

organela es producto del complejo de Golgiy es sintetizada y ensamblada

durante la espermatogénesis [91]. El acrosoma varía considerablemente

en su tamaño y forma de especie a especie, pero su estructura básica y

función es la misma en todos los mamíferos euterianos [9, 97, 336].

La fusión y vesiculízación de las membranas plasmática y

acrosomal externa en respuesta a determinados estímulos fisiológicos o

farmacológicos lleva a 1a liberación del contenido acrosomal a1 medio

extracelular (ver esquema en la fig. 3), en un proceso similar a la

exocitosis descripta en numerosas células. La terminación de la reacción

acrosomal es un requisito absoluto para que ocurra fertilización [338].

El acrosoma puede ser considerado como un análogo de un

lisosoma, y igualmente a esta organela, su interior tiene un pH ácido y
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contiene una serie de enzimas hidrolíticas como la hialuronidasa, B-N

acetilglucosaminidasa, fosfatasa ácida y proacrosina [91]. Sin embargo,

el acrosoma no esta involucrado en procesos degradativos en el interior

del espermatozoide y por otro lado, es una vesícula secretoria que libera

su contenido en respuesta a estímulos específicos [112]. Por esto se lo

considera más un gránulo secretorio que un lisosoma.

5.1. Significado fisiológico de la reacción acrosoma]

Durante su pasaje por el tracto reproductivo de la hembra, los

espermatozoides sufren una serie de procesos selectivos que limitan su

llegada al sitio de fertilización. Estos procesos pueden ser tanto

anatómicos como ambientales, incluyendo la interacción con el moco

cervical, variaciones en el entorno iónico, y secreciones del tracto

reproductivo de la hembra. Los espermatozoides que llegan al ovocito

todavía tienen que vencer nuevas barreras impuestas por las envolturas

de la gameta femenina. Todos los ovocitos de mamíferos están

recubiertos por una espesa matriz extracelular glicoprotéica, la zona

pellucída. En muchas especies, la zona pellucida esta recubierta por el

cumulus oophorus, que consiste de las células del cumulus y su matriz

compuesta principalmente por ácido hialurónico [158, 293].

Generalmente se asume que la hialuronidasa liberada del

acrosoma digiere la matriz del cumulus y que la acrosina asociada sobre

la superficie del espermatozoide reaccionado ayudaría en el pasaje a
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través de la zona. En muchas especies, los espermatozoides que

reaccionan prematuramente tienen reducido su potencial para fertilizar y

no logran penetrar por el cumulus. Aquellosespermatozoides que sufren

reacción acrosomal dentro de la matriz extracelular del cumulus tienen

una menor capacidad para seguir penetrándola, debido a que se

adhieren a las células del cumulus. Finalmente, los espermatozoides que

sufren la reacción acrosomal luego de atravesar el cumulus no logran

unirse a la zona pellucida. En general, espermatozoides con el acrosoma

intacto pueden unirse a la zona [68, 69, 157, 225, 242, 265], aunque

espermatozoides reaccionados de cobayo, conejo y ratón también se

unen eficientemente [215, 219]. Con la penetración del espermatozoide

se observa el desarrollo de un corte definido en la zona pellucida,

presumiblemente como resultado de una digestión limitada de la matriz

por parte de las proteasas asociadas al acrosoma. La contribución

relativa de fuerzas mecánicas generadas por el movimiento del

espermatozoide y la digestión enzimática que median el pasaje del

espermatozoide a través de la zona pellucida no está clara [158].

La reacción acrosomal puede ser considerada como un proceso

selectivo necesario para asegurar la llegada de espermatozoides viables y

con acrosoma intacto al sitio inicial de interacción ovocito

espermatozoide, la zona pellucida. Por otro lado, la inducción de la

reacción acrosomal por la zona pellucida asegura que el espermatozoide

que alcanza el espacio perivitelino sea capaz de fusionarse con la

membrana plasmática del ovocito.
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5.2. Morfología y Cinética de la Reacción Acrosomal

a) Distinción entre Reacción Acrosomal "Verdadera" y "Falsa".

El acrosoma contiene una variedad de enzimas hidrolíticas, y por

lo tanto puede ser "autodigerido" en espermatozoides moribundos o

muertos. La membrana acrosomal externa y la membrana plasmática

que la recubre pueden ser destruidas parcial o totalmente. Los

espermatozoides en este estado pueden ser considerados "reaccionados"

al microscopio óptico. Es importante distinguir entre las modificaciones

degenerativas del acrosoma en espermatozoides muertos o moribundos

(falsa) de la reacción acrosomal fisiológica que ocurre en espermatozoides

mótiles (verdadera).

b) Ensayos usados para evaluar la reacción acrosomal verdadera

Para analizar los mecanismos moleculares involucrados en la

reacción acrosoma], es necesaria una metodologíaque permita asegurar

de forma inequívoca el estado del acrosoma.

El mejor método para asegurar el estado del acrosoma es la

microscopía electrónica. Esta técnica es la única capaz de distinguir

modificaciones menores del acrosoma [97]. La microscopía electrónica es

un método de alto costo y complejidad. Sin embargo, los otros métodos

deben ser comparados con ensayos de microscopía electrónica para

asegurar su validez.
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La observación directa del estado del acrosoma por microscopía

óptica es posible en algunas especies que poseen acrosoma grande

(hamster, ratón, cobayo), pero se complica en especies con acrosoma

pequeño (humano).

Los glicoconjugados de la membrana plasmática, de la membrana

acrosomal externa, o del contenido acrosomal que se pierden con la

reacción acrosoma] pueden ser reconocidos mediante la unión de

lectinas fluoresceinadas [95, 139, 294]. Estos ensayos asociados con un

teñido específico del DNA[65] permiten establecer el estado del acrosoma

en espermatozoides viables.

Las tinciones histológicas son usadas en algunas especies (toro,

conejo, hamster, carnero) y tienen la ventaja de que es posible distinguir

espermatozoides reaccionados vivos de los muertos [85, 1'70,295].

Los anticuerpos producidos contra componentes asociados a las

membranas plasmática, acrosomal externa o al contenido acrosomal han

sido utilizados mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta

[333]. La ventaja de esta técnica es que las muestras pueden ser

cuantificadas inequivocamente usando un microscopio de fluorescencia.

La eSpecificidad del anticuerpo y la localización del componente

inmunoreactivo deben ser establecidos por inmunoblot y

inmunolocalización por microscopía electrónica.

La sonda fluorescente clortetraciclina se ha utilizado para

establecer el estado acrosomal de los espermatozoides [266]. Su uso se

basa en la hidrólisis de ésteres por esterasas intracelulares. Se
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encontraron tres perfiles principales, caracterizados por una distribución

específica-{dela marca en la región de la cabeza del espermatozoide.

c) Naturaleza exocitótica de la reacción acrosomal.

La reacción acrosomal verdadera involucra fusiones múltiples

entre las membranas plasmática y acrosomal externa. Estas fusiones

permiten el pasaje del contenido acrosomal a través de las membranas

fenestradas. Este proceso fue claramente demostrado en

espermatozoides de hamster y de conejo [12].

El sitio donde se produce la fusión entre la membrana plasmática

y 1a membrana acrosomal externa varía según la especie. En

espermatozoides de hámster [86], carnero [101, 102] y humano [220], el

sitio de fusión estaria cerca de la unión entre el acrosoma anterior y el

segmento ecuatorial. Esto es consistente con el hecho de que las

membranas acrosomal externa y plasmática son menos estables en esta

región, que presenta también numerosos sitios de unión al calcio [326].

5.3. Inductores de la reacción acrosomal

La interacción entre el espermatozoide y el ovocito constituye un

excelente modelo de interacción entre células y de activación celular.

Como consecuencia de esta interacción ocurren dos activaciones

celulares. En primer lugar se induce la activación del espermatozoide por

el ovocito (reacción acrosomal) y luego de la fusión de las membranas del



espermatozoide con las del ovocito se produce la reacción cortical y

reacción de zona relacionadas con la activación del ovocito.

Se han encontrado tres sitios posibles en donde podría ocurrir la

reacción acrosomal "in vivo" de espermatozoides de mamíferos: el

oviducto, la matriz extracelular del cumulus oophorus, y la zona

pellucida. Cuando se extraen espermatozoides de la región de la ampulla

del oviducto, luego de ocurrido el aparcamiento, la gran mayoría de los

espermatozoides se encuentran reaccionados [71, 237, 290, 341]. Por

otro lado, dentro del cumulus se encuentran espermatozoides con el

acrosoma intacto, con la reacción acrosomal en curso, o reaccionados

[53,71,293]. Se ha observado que los espermatozoides que se unen a la

zona pellucida con su acrosoma intacto, luego de unidos comienzan a

reaccionar [66,289]. Se han encontrado factores asociados con estos tres

sitios que inducen la reacción acrosomal "in vitro", aunque en muchos

casos los componentes no han sido identificados [114, 202, 338]. Sin

embargo, compuestos como la progesterona [26, 277], prostaglandinas

[202, 204-206], glicosaminoglicanos [183, 240], esterol sulfatasa y/o

factores del fluido folicular [47, 253, 268, 280, 299] pueden inducir la

reacción acrosomal previo a la interacción espermatozoide-zona

pellucida.

Todos estos factores son encontrados en el tracto reproductivo

femenino, están a concentraciones capaces de inducir la reacción

acrosomal in vitro. No se descarta la inducción simultánea por diferentes

factores. Aunque inducida por factores naturales en condiciones

fisiológicas, esta reacción acrosomal no estaría relacionada con la
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fertilización y probablemente represente un mecanismo de selección

' poblacional de los espermatozoides. Solo aquellos espermatozoides que

sufren la reacción acrosomal en la periferia del ovocito serán los

sincronizados para la fertilización. De este modo, consideraremos

reacción acrosomal fisiológica a aquella que es inducida por la zona

pellucida.

Se sabe que los espermatozoides de mamíferos son capaces de

sufrir la reacción acrosomal en ausencia de ovocitos o material asociado

a los mismos [220, 238, 337]. Es probable que cualquier condición o

agente capaz de modificar de alguna manera la permeabilidad de la

membrana correspondiente a la región del capuchón acrosomal de

espermatozoides capacitados a iones involucrados en el proceso

enocitótico (ej. Ca2+y Na“), sea capaz de disparar la reacción acrosomal.

De hecho, los ionóforos de calcio que igualan las concentraciones intra y

extracelular de este ion, disparan la reacción acrosomal muy

rápidamente (1-2 min) en los espermatozoides de todas las especies.

La velocidad de la reacción acrosomal fisiológica es

probablemente dependiente de la especie, así como de las condiciones del

espermatozoides y de su entorno. Se encontró que espermatozoides de

hamster capacitados completan la reacción acrosomal dentro de 10 a 15

minutos de contacto con zona pellucida de hamster intacta o

solubilizada, mientras que en humanos la inducción por zonas

homólogas lleva 20 min [66].



29

5.4. Mecanismo de la reacción acrosomal

El mecanismo de la reacción acrosomal esta extensivamente

estudiado en invertebrados, particularmente en erizos de mar. En este

sistema, los péptidos asociados con la cubierta vitelina del huevo (similar

a la matriz extracelular del ovocito de mamíferos) [133], interactúan con

receptores específicos en forma especie-específica [21, 74, 275]. El

receptor para estos péptidos esta asociado con la enzima guanilato

ciclasa [20] y como resultado de esta unión se elevan los niveles

intracelulares de GMPc [21, 22]. La interacción péptido-receptor produce

también quimiotaxis del espermatozoide [10, 37], aumento de su

motilidad y de su metabolismo [166]. Según el modelo presentado por

Shapiro y col.[54, 159, 269, 272], la interacción peptido-receptor

desencadena dos vías paralelas. Una de ellas, Ca9*-independiente,

llevando a un aumento del pH intracelular por influjo de Na+y eflujo de

H“. La otra es una despolarización de membrana en un proceso Ca”

dependientc. Las dos vías llevan a la apertura de canales de Ca”,

resultando en el influjo masivo de Ca2+ extracelular, activación de

fosfolipasas, producción de lípidos fusogénicos, fusión dc las membranas

plasmática y acrosomal externa, y exocitosis del contenido acrosomal.

Nucleótidos cíclicos, calcio y bicarbonato también estan

interrelacionados en el mecanismo de la reacción acrosomal

[115,150,320], sin embargo la regulación de este sistema todavía no esta

elucidada. La enzima adenilato ciclasa del espermatozoide es activable
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espermatozoides de porcino presentan sistemas de tranSporte de calcio y

bicarbonato [231]. Por otro lado, con el uso de bloqueantes de canales

aniónicos se logro inhibir reacción acrosomal en cobayo [148] y estudios

de nuestro laboratorio demuestran que el calcio necesita la presencia de

bicarbonato para su conocida capacidad de inducir la reacción

acrosomal.

La entrada de Ca2+ es un paso esencial en el mecanismo de

reacción acrosomal de espermatozoides de mamíferos [342]. Sin

embargo, la entrada de calcio por si sola no es suficiente para

desencadenar todo el proceso. Es probable que la gran mayoría de los

componentes de la membrana plamástica y acrosomal externa, así como

los elementos presentes dentro y fuera de las mismas, se encuentre

directa o indirectamente involucrados en este proceso.

Como la exocitosis que sufre una célula somática, la reacción

acrosomal pude ser inducida por condiciones que causen un aumento

brusco en la concentración de Ca2+ intracelular. Es biológicamente

conveniente que la reacción acrosomal ocurra en la cercanía del ovocito,

por lo tanto, el espermatozoide debe tener una larga vida útil para

permanecer íntegro durante el transporte en el tracto femenino. El

mantenimiento de altas concentraciones intracelulares de K+y bajas de

Ca2+y Na+resultaría importante para la sobrevida del espermatozoide y

evitaría la ocurrencia de reacciones acrosomales tempranas. Estos

gradientes iónicos se mantendrían debido a la existencia de bombas
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Na*/K+ATPasa y Ca2+ATPasa en la membrana. Durante la capacitación,

la remoción y alteración de componentes macromoleculares adsorbídos a

1a superficie celular resultaría en la exposición de ciertas proteinas

integrales de membrana, incluyendo posibles receptores para la zona

pellucida [336]. Un caso bien definido es la liberación de un

lactosaminoglicano del fluido epididimario, que se une a la

galactosiltransferasa de eSpermatozoidesde ratón y inhibe la unión entre

las gametas [195]. El aumento en la fluidez de membrana facilitaría el

agrupamiento de receptores para la zona pellucida, que ha sido

postulado como mecanismo de inducción de la exocitosis acrosomal

[187,209L

La señal para la iniciación de la reacción acrosomal debe ser

recibida por receptores presentes en la membrana plasmática, los cuales

transmiten dicha señal a través de esta membrana. Los espermatozoides

de mamíferos poseen proteinas G que son ADP-ribosiladas por toxina de

Pertussis [19, 168], y aparentemente tienen un papel importante en la

exocitosis acrosomal inducida por zona pellucida [167]. El tratamiento de

espermatozoides de ratón [94], bovinos [105], o humanos [182] con esta

toxina lleva a la inhibición de la reacción acrosomal inducida por zona.

Las evidencias presentadas en estos trabajos estarian indicando que la

toxina de Pertussis actuaría previamente al incremento en las

concentraciones intracelulares de calcio y elevación del pH que median la

reacción acrosomal. En otras palabras, la ocupación de un receptor para

glicoproteínas de la zona pellucida podria estar conectada con estos dos

eventos a través de una proteína G. Por otro lado, la activación de



Figura 4. Esquema de la reacción acrosomal inducida por agregamiento de receptores para la zona pellucida.
El reconocimiento y unión entre sitios específicos del espermatozoide para oligosacáridos de la zona pellucida
(a), causa el agregamiento de estos receptores (b),que desencadena la reacción acrosomal (c).

canales de calcio voltaje dependientes ha sido reportada como necesaria

en esta vía de transducción de señales y aparentemente actuaría a

posteriori de la activación de la proteína G [103].

El agregamiento de receptores en respuesta a un estimulo

biológico ha sido descripto como un importante mecanismo para iniciar

la transducción de señales a través de la membrana [84, 151, 181, 224].

La unión con glicoproteínas de la zona pellucida causaría el

agregamiento de los receptores del espermatozoide, desencadenando de

esta manera la exocitosis acrosomal inducida por zona [187, 194] (Fig.

4). La necesidad de agrupamiento de los receptores para la actividad

biológica ha sido descripta para receptores de factores de crecimiento

[84, 224]. La búsqueda de otras analogías entre estos receptores y los de

zona pellucida llevaron a Saling y col. [185, 186] a encontrar que en el



33

ratón, proteínas fosforílables en tirosina (característico de receptores de

EGF) serian las moléculas receptoras para la glicoproteína ZP3.

Resumiendo, la glicoproteína ZP3 induce la reacción acrosomal y

puede representar la señal que ocurriría por la unión del espermatozoide

a la zona pellucida, agregando los receptores sobre la superficie del

espermatozoide. La activación de los receptores facilitaria la difusión de

Ca” extracelular, posiblemente por activar canales de calcio voltaje

dependiente. El influjo masivo de Ca2+ inactivaría la Na*/K+ ATPasa,

resultando en un rápido aumento de Na" intracelular, causando un

eflujo de H“ (a través del Na“/I-l+antiporter), resultando en el aumento

del pH intracelular. El Ca2+facilita la fusión de las membranas por unión

a los fosfolípidos aniónicos, induciendo la separación de fase de

membrana de fosfolípidos. Ademas, el Ca2+activa fosfolipasas que atacan

los fosfolípidos generando productos fusogénicos. El aumento del pH

intracelular causa la conversión de proacrosina en acrosina

enzimáticamente activa que dispersa la matriz acrosomal que contiene

otras enzimas.

6. PASAJE A TRAVES DE LA ZONA PELLUCIDA

El espermatozoide debe estar completamente reaccionado antes

de penetrar la zona pellucida [9, 15, 211]. Durante su pasaje a través de

la zona, el espermatozoide reaccionado pierde todos sus componentes,

excepto el segmento ecuatorial y la membrana acrosomal interna.



34

Aparentemente, un intenso movimiento del flageloes esencial para que la

penetración sea efectiva [113].

Existen dos hipótesis para el mecanismo de penetración de la

zona [146, 214, 293]. La primera hipótesis considera que la penetración

es puramente mecánica, donde las enzimas acrosomales estarian

únicamente involucradas en iniciar y facilitar la reacción acrosomal. En

contraste, la segunda hipótesis defiende la participación de enzimas en

este proceso. En este caso, la hialuronidasa de superficie y/o

hialuronidasa liberada durante el pasaje a través del cumulus facilitaria

este paso. Otras enzimas en la superficie del espermatozoide mediarían

la adhesión a la zona pellucida [262, 278]. Las hidrolasas acrosomales

serian liberadas en la superficie de la zona, empezando la digestión de

esta matriz. Un pool de acrosina, y posiblemente de otras enzimas

acrosomales, permanecen unidas a la membrana acrosomal interna y

continua la perforación de la zona [5, 89, 96, 285].

7. FUSION DE GAMETAS

Una vez que los espermatozoides atraviesan la zona pellucida, la

cabeza cruza el espacio perivitelino, se sujeta a la membrana plasmática

del ovocitoy, finalmente, es gradualmente incorporado al citoplasma del

mismo. Estudios de los eSpermatozoides en contacto con el oolema de

ovocitos rodeados de zona pellucida (intactos) durante el proceso de

fertilización, revelaron que es la membrana plasmática que cubre al
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segmento ecuatorial la que primeramente se fusiona con el ovocito [113,

202]. Esta región solo adquiere capacidad de fusionarse con el oolefná

una vez que el espermatozoide ha sufrido la reacción acrosomal . Los

espermatozoides intactos, independientemente de que se encuentren

capacitados o no, aun puestos en contacto directo con el oolema, no son

capaces de fusionarse al mismo [336].



PARTICIPACION DE CARBOHIDRATOS EN
' FERTILIZACION

1. CARBOHIDRATOS EN EL RECONOCIMIENTO CELULAR

El reconocimiento es un evento central en varios fenómenos

biológicos de interacción celular, tales como fertilización, embn’ogénesis,

migración celular, defensa inmune, infección microbiana, y formación de

órganos. En general se acepta que las células se reconocen unas a otras

a través de estructuras complementarias presentes en sus superficies:

una estructura en una célula determinada lleva información biológica

que puede ser reconocida por una estructura de otra célula. Los

espermatozoides, por ejemplo, pueden distinguir ovocitos de su propia

especie de ovocitos de otras especies, y unirse únicamente con los suyos.

Por otro lado, mientras algunas bacterias eligen preferentemente los

tractos intestinal o urinario; otras eligen diferentes órganos.

La base quimica de muchos fenómenos de reconocimiento celular

es desconocida. Las proteínas, que son mediadoras de la mayoría de las

reacciones químicas en las células, están presentes en la superficie

celular y ciertamente están involucradas en el reconocimiento. Sin

embargo, se acumulan evidencias que sugieren que en muchos casos los

carbohidratos cumplen un papel fundamental en el reconocimiento

celular [274, 298, 328, 330, 349].



2. COMPLEJIDAD DE LAS ESTRUCTURAS DE LOS CARBOHIDRATOS

En contraste con los péptidos y oligonucleótidos, donde la

información contenida viene dada solamente por el número de unidades

monoméricas y su secuencia, en los carbohidratos la información

también esta dada por la posición y configuración anomérica (a o [3)de

las unidades glicosídicas. Dos monosacáridos idénticos pueden unirse

para formar once.disacáridos diferentes, mientras que dos aminoácidos

pueden formar un único dipéptido. Cuatro nucleótidos diferentes pueden

formar apenas 24 tetranucleótídos distintos, pero cuatro monosacáridos

diferentes pueden formar 35.560 tetrasacáridos únicos. Además, puede

ocurrir mayor diversificación estructural por unión covalente de sulfato,

fosfato y grupos acetil a los azúcares [249, 273].

Este potencial de diversidad estructural es el "dolor de cabeza" de

la química de carbohidratos, pero es una conveniencia para las células

que pueden construir polisacáridos altamente efectivos como portadores

de información. Existe una gran diversidad de estructuras de

carbohidratos asociadas con glicoconjugados solubles y de superficie

celular. Esta diversidad tiene importante significado biológico,ya que en

muchos casos los carbohidratos modifican la actividad de proteínas a las

cuales están unidos, o sirven como marcadores de diferenciación celular,

desarrollo, y estados patológicos.
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3. ESTRUCTURAS DE CARBOHIDRATOS COMO SEÑAL

Para que estructuras de carbohidratos sirvan como señal, se debe

esperar que, (1) exista una diversidad de estructuras que sirva como

marcadores especificos en células especificas; (2)lectinas, o proteínas de

unión a carbohidratos deben ser capaces de reconocer y discriminar

entre las distintas estructuras; y (3)estructuras únicas deben estar en

diferentes células [233].

Como ya se comentó en la sección anterior, una gran diversidad

de oligosacáridos puede ser generada usando varias combinaciones de

unos pocos monosacáridos. Por otro lado, las lectinas (una clase de

proteinas que pueden unirse con azucares rápida, selectiva y

revesiblemente) aparecen con frecuencia en la superficie celular, donde

están estratégicamente posicionadas para asociarse con carbohidratos de

células vecinas. Las lectinas presentan una elevada especificidad:

además de distinguir entre diferentes monosacáridos, también lo hacen

para distintos oligosacáridos [184, 273].

Todas las células poseen una "cubierta" de azucares o glicocálix,

que consiste en su mayoría de glicoproteínas y glicolipidosasociados a la

membrana. Muchas estructuras de glicoproteínasy glicolipidos han sido

identificadas, y tal diversidad es de hecho significativa. Además, ocurren

cambios característicos en estas estructuras durante el desarrollo,

diferenciación y enfermedad de la célula. La disposición de carbohidratos
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en células cancerosas es claramente diferente de la observada en células

normales [274]: Un ejemplo de un carbohidrato único encontrado en

glicoproteínas con localización celular específica es la manosa-6-fosfato

en las hidrolasas ácidas lisosomales por medio del cual estas enzimas se

unen a receptores especificos [169].

4. CARBOHIDRATOS EN LA INTERACCION ENTRE GAMETAS

La fertilización se constituye en un sistema único para el estudio

de carbohidratos en el reconocimiento celular. Los carbohidratos están

implicados en el reconocimiento espermatozoide-ovocitoen vertebrados y

invertebrados. Mientras que los eventos del proceso de fertilización

difieren entre especies, la capacidad del espermatozoide para reconocer

glicoconjugados de la cubierta extracelular del ovocito parece ser una

constante. En erizos de mar, un glicoconjugadode fucosa sulfatada de la

cubierta vitelina del ovocito induce la exocitosis acrosomal en

espermatozoides homólogos [142].

En muchas especies, la capacitación es estimulada por

glicosaminoglicanos, tales como la heparina [240]. Por otro lado, el

contenido acrosomal de espermatozoides capacitados es liberado por

exocitosis en respuesta a la unión a glicoproteínas de la zona pellucida

[28]. Glicosiltransferasas y glicosidasas presentes en la superficie del
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espermatozoide son sugeridas como proteínas de unión a estructuras de

carbohidratos de la zona [49, 119, 278, 317].

4. 1. Características de la zona pellucida

La zona pellucida esta compuesta por glicoproteínas sulfatadas,

probablemente en sus oligosacáridos, que son únicas de esta matriz

extracelular y están organizadas vía interacciones no covalentes

formando una estructura repetitiva de filamentos entrecruzados [323]. La

matriz extracelular ZP cuenta de un pequeño número de diferentes

glicoproteínas, las cuales fueron identificadas para diferentes especies.

La zona porcina, por ejemplo, tiene cuatro familias distintas: ZPl, ZP2,

ZP3 y ZP4 con respectivos pesos moleculares de 82, 61, 55 y 2 1 kDa. Por

otro lado, la zona pellucida de ratón tiene tres: ZPl (200 kDa), ZP2 (120

kDa) y ZP3 (83 kDa) (27, 323). ZP2 y ZP3 están presentes en cantidades

equimolares, mientras que ZPl está presente en menores cantidades.

ZP1, ZP2 y ZP3 contienen oligosacáiidos complejos unidos por uniones

del tipo N-glicosídicas. ZP2 y ZP3 también presentan uniones del tipo O

glicosídica, algunos de estos oligosacáridos están involucrados en la

interacción espermatozoide-ovocito [28, 30].

La glicoproteína sulfatada ZP3 de 88 kDa consiste de un

polipéptido de 44 kDa a lo cual se unen 3 o 4 cadenas de oligosacáridos

N-glicosídicas y varias cadenas O-glicosídicas [267]. Por lo tanto,

aproximadamente 50% de la masa de la molécula es dada por
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carbohidratos. En porcino, los oligosacáridos están distribuidos en

dominios delimitados y no dispersos a lo largo del poIip’éptido de ZP3

[346]. Por otro lado, la digestión de 125I-ZP3de ratón con papaína y

proteasa V8 y posterior fraccionamiento de glicopéptidos, mostró que el

péptido mas altamente glicosilado presentaba actividad de unión a

espermatozoides homólogos [256]. La glicosilación de ZP parece ser un

determinante esencial para la actividad biológica [28, 106].

Están reportadas diferencias en cuanto a la composición

aminoacidica, composición de oligosacáridos, mapas de glicopeptidos,

precursores biosintéticos, reactividad inmunológica y funciones

biológicas para la tres glicoproteínas de la zona pellucida [4, 324].

Además, existen evidencias que sugieren que estas glicoproteínas no

están relacionadas con componentes de varios tipos de matriz

extracelular (ej.:. laminina, fibronectina, colágeno IV, entactina y

heparina sulfato) [88, 323]. Por lo tanto, las glicoproteínas de la ZP

representan una clase única de componentes extracelulares.

Se requiere que las glicoproteínas de la ZP posean dominios

involucrados en el ensamblado y mantenimiento de la estructura de

cubierta insoluble (dominios estructurales), así como dominios

involucrados en la interacción espermatozoide-ovocito durante la

fertilización (dominios funcionales).
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4.2. Receptores en el espermatozoide para zona pellucida.

Se postula que proteínas de la membrana plasmática del

espermatozoide tendrían la actividad de receptor para oligosacáridos de

la zona pellucida [28, 162, 195, 207]. Proteínas con capacidad de unión a

fucosa han sido postuladas en porcino [306, 308]. Otros investigadores

sugieren que proteínas con actividad de glicosiltransferasa [49, 99, 208,

209] o proteasa [307, 310] podrían ser los receptores para la zona. La

B-1,4-galactosiltransferasa esta presente en la membrana plasmática de

espermatozoides de ratón [279], bovino y equino [99], en una forma

distinta de la tradicional encontrada en el compartimiento de Golgi [192].

En el ratón se ha demostrado que la unión espermatozoide-ovocito esta

mediada por oligosacáridos de la glicoproteína ZP3 [106] que son

reconocidos por la proteina B-1,4-galactosiltransferasa del

espermatozoide [209]. También se postulan glicosidasas como la

a-manosidasa y la N-acetilglucosaminidasa. La a-manosidasa fue

identificada en espermatozoides de rata [316],y luego en humanos [317]

y ratón [59]. En el ratón, inhibidores de esta enzima bloquean la

interacción espermatozoide-ovocito [59]. La N-acetilglucosaminidasa esta

presente en la superficie de los espermatozoides de ascidias y es

responsable por la unión con la cubierta vitelina de ovocitos homólogos

[119].
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Sin embargo, algunos investigadores sostienen que residuos

glicosilados de glicoproteínas del espermatozoide tendrían a su vez

receptores proteicos en la zona pellucida [1, 2, 175, 177].

En ratón, existen evidencias de que oligosacáridos con residuos a

galactosa terminales en la zona pellucida son necesarios para la el

reconocimiento del espermatozoide [30]. Residuos terminales N

acetilglucosamina también son requeridos para la interacción entre

espermatozoide y ovocito [278]. Sin embargo, en la mayoría de los casos,

los carbohidratos y la proteínas complementarias no están identificados.

En este trabajo, se estudió la participación de carbohidratos sobre

un parámetro funcional del espermatozoide: la reacción acrosomal.

Utilizando distintos residuos glicosidicos unidos a una macromolécula

(albúmina sérica bovina), se trató de simular el efecto de la zona

pellucida, permitiendo con esto estimar cuales residuos son los

determinantes o mas importantes en el reconocimiento entre

espermatozoide-ovocito. Por otro lado, se caracterizó la B-N

acetilglucosaminidasa de espermatozoides humanos, visto que habían

evidencias de que podría ser la molécula receptora para los residuos N

acetilglucosamina de los oligosacaridos de la zona pellucida.



Materiales y
Métodos



MATERIALES METODOS:

1. OBTENCION DE LOS ESPERMATOZOIDES

Las muestras de semen fueron obtenidas de individuos

normospérmicos, según las normas de la Organización Mundial de la

Salud (O.M.S.) [334]. Luego de la completa licuefacción, se purificaron

los espermatozoides por centrifugación en colchón de Percoll. Para esto,

aproximadamente 500 pl de semen fueron depositados sobre 700 pl de

Percoll 50% en medio de cultivo BWW[25]. Se centrífuga por 10 minutos

a 1000 g. Los espermatozoides viables fueron sacados del fondo

utilizándose una micropipeta, y luego lavados por dos centrifugaciones

sucesivas en BWW. La composición del medio BWW está dada en la

tabla 1.

Tabla 1. Composición del medio BWW.

Componente mM g/l

NaCl 94.5 5.52
KC! 4.8 0.356
Lactato de Calcio 4.3 0.47

KHQPO4 1.2 0.16
M38047qu 1.2 0.292
Glucosa 5.5 1.0
Penicilina 0.08
Streptomicina 0.05
Piruvato de Sodio 0.3 0.028
Lactato de Sodio 1.9 0.36 ml

NaHC03 25.0 2.1
Albúmina sérica bovina 1.0
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2. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR:

Los espermatozoides obtenidos como se ha descripto

anteriormente fueron resuspendidos en Tris 50 mM pH 7,4, 75 mM

sacarosa, 6 mM MgCIQ, 1 mM benzamidina, 2 mM EDTA, 5 pg/ m1

Pestatin A, 10 pg/ml Leupeptin, 1 ug/ml Bestatin, y luego sonicados 5

10 seg (4x) en baño de hielo. Núcleos y células intactas fueron removidos

por centrifugación 10 min a 2800 g (residuo, R),y las membranas fueron

separadas por centrifugación a 100.000 g por 60 min. (membranas, M).

El sobrenadante de 100.000 g

EspemaÍOZOÍdesPurificad“ PO!P°rc°n contiene la fracción soluble (soluble,

28009/ 10mín S). El siguiente procedimiento

Pellet= R Sobrímadímte también fue utilizado para obtener

100.000gl 60min membranas: el sobrenadante de

Pena = M Sobrenadante= s 2800 g fue sembrado sobre un

gradiente de 1,3/1,7 M sacarosa y

Figura 5. Esquema de fraccionamiento subcelular
de espermatozoides humanos .

centrifugado 60 min a 100.000 g.

Membranas purificadas fueron

recogidas de la interface 1,3/1,7 M. Ver esquema del fraccionamiento

subcelular en 1afigura 5.
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3. EXTRACCIONES:

Los espermatozoides fueron sometidos a extracciones en

diferentes medios. Para ello, se incubaron 2x106 espermatozoides en 1 m1

de alguno de los siguientes medios: BWW; PBS (8.5 mM NaQHPO4,1.5

mM KH2P04, 150 mM NaCl); NaCl 0,6M; PBS 1% Triton X100; o PBS

0,1% deoxicolato de sodio; por 30 minutos a temperatura ambiente y con

agitación suave. Luego se centrifugó a 1000 g y se midió actividad

enzimática de BNAGen pellet y sobrenadante. Se determinó actividad

total en una alícuota de espermatozoides incubados con 1%TX100.

Por otro lado, se hicieron extracciones secuenciales en PBS 1%

Tritón X100. En este caso, 20x106 células fueron incubadas en PBS

TXlOOpor 30 minutos a 4°C. Se separaron pellet y SN por centrifugación

y se repitió la extracción con el pellet 3 veces (Veresquema en la fig. 6).

Se ensayó actividad de BNAGcon el pellet final y sobrenadantes.

apumlozoidea purlllados por Pucon

PBS 1% 11100 l 30' .Com-1000“? Para estudiar el efectoM
sm m" de diferentes agentes en la

P851! TX100I 30'

NÚM“: "l disociaciónde la BNAG,se
I . . o n osm ut111zarondlferentes buffers en

PBS1ïTX100/ISO'common; 5' ..

film la cuarta extracc1on.Con este
SNS

objetivo, el pH fue ajustado en

2.5, 5.0 o 10.0. En otros

mamon/30'
aut. 1ooog/s'

sm Polla!

Figura 6. Esquema dc las extracciones secuenciales con _ 1
'I‘ritónx-1oo. experimentos, se agrego 1 M
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KCl, 150 mM NaSCN o NaQB4O7.En todos casos el buffer de extracción

contenía 1%TX100o o,i%‘Doc.

Para estudiar el efecto de citocalasina B o colchicina, los

espermatozoides fueron sometidos a extracción en presencia de 10 o 20

pg/ml de estos agentes. Dado que éstos están disueltos 1 mg/ml en

dimetilsulfóxido (DMSO),una cantidad equivalente de DMSO fue usada

como control. Para investigar el efecto de estos agentes sobre

espermatozoides capacitados, 5x106 células/ml fueron incubadas 18 hs

a 37°C e 5% C02, en medio con 10 ug/ ml citocalasina B o colchicina.

4. SEPARACION DE FASES EN TRITON X-114

El procedimiento descripto es una modificación del método de

Hooper 8:. Bashir [140], cuyo esquema se muestra en la figura 7.

Membranas de espermatozoide, obtenidas como se ha descripto

anteriormente, fueron resuspendidas en 10 mM Tris pH 7.4, 200 mM

NaCl. Se agregó TX114 hasta una concentración final de 2% (v/v), se

mezcló por agitación en vortex y luego se incubó por 5 min a 4°C. Se

centrifugó la muestra a 9000 g por 10 min a 4°C en rotor de ángulo fijo.

El pellet insoluble en detergente (DI) fue lavado y resuspendido en 10

mM Tris, 200 mM NaCl. El sobrenadante fue sembrado sobre 175 mM

sacarosa, 10 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.06% TX114, incubado 5

min a 30°C y luego centrifugado a 2100 g por 5 min en rotor swing-out.

Se transfirió la fase superior (acuosa) a otro tubo, se adicionó TX114



hasta una concentración final

de 0.5% (v/v) y se repitió el

procedimiento usando el

mismo colchón de sacarosa. La

fase acuosa resultante fue

nuevamente transferida a otro

tubo y se agregó TX114 para

concentración final de 2%

(v/v). La muestra fue

mezclada, incubada 5 min a

4°C, 5 min a 30°C y luego
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centrifugada a 2100 g por 5
Figura 7. Esquema de la separación de fases con
’I‘ritónX-ll4.min. El sobrenadante final

(fase acuosa, AP) fue removida.

La fase rica en detergente fue obtenida luego de la remoción del colchón

de sacarosa y dilución en 10 mM Tris pH 7.4, 200 mM NaCl.

5. ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se determinó actividad de B-N-acetilglucosaminidasa usando el

sustrato fluorogénico específico 4-metilumbeliferil-N-acetil-B-D

glucosamina [180]. Para los ensayos se incubó a 37°C 50 pl de la

muestra con 100 ul de buffer citrato 0.25 M pH 4.5 y lOOulde 0.8 mM

sustrato. La reacción se paró por adición de 1 ml Glicina 0.5 M pH 10.0.



’°°° ' ' ' ' ' La actividad se expresa como

unidades de enzima: una unidad
1500 - .

corresponde a 1 umol de producto
1000 - 

por minuto, que se determina por

interpolación en la curva de
UnidadesdeFluorescencia

calibración (Fig. 8). Para calcular

° '°° 2°° °°° ‘°° actividades especificas, la
pMoIea Umbelliferona

concentración de proteínas fue

Figur-8. Curvade calibracióndel fluorimetro. determinada según y colConstruida con diferentes concentraciones de '

umbelliferonaen gljcina0,5MpH10,0.

6. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Los espermatozoides obtenidos como se ha descripto

anteriormente fueron resuspendidos en 100 mM fosfato pH 7.0, Ó,1%

deoxicolato de sodio, 0.1 mM Benzamidina, 2 mM EDTA, 5 ug/ ml

Bestatin, 10 ¿ig/ml Leupeptin, 50 pg/ml Pepstatin A y 0.2 mM PMSF. Se

homogeneizó 1asuspensión por agitación en vortex, se incubó por 10 min

a 4°C y se centrifugó a 7500 g. El sobrenadante fue dializado contra el

buffer de siembra. Las condiciones de corrida para cada columna están

especificadas en la página siguiente.
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a. Su_pgrose 12 HR 10/30

Volumen del lecho: 64 ml.

Siembra: 400 ul de muestra dialízada contra PBS.

Flujo: 0,4 ml/min

Eluyente: PBS

AUFS: 0,01

Presión: 20 bar

b. Mono Q HR 5/5

Volumen del lecho: 2,7 ml.

Siembra: 1 ml de muestra dializada contra 10 mM fosfato pH 7,0.

Flujo: 1 ml/min

Eluyentes: A. 10 mM fosfato pH 7.0

B. 10 mM fosfato pH 7.0, 1 M NaCl.

AUFS: 0,01

Presión: 23 bar

Gradiente: 0-5 min 0 % B

5-65 min 0-30 % B

65-95 min 30-100 % B

95-105 min 100 % B.



52

c. TSK Phenyl 5-PW

Volumen del lecho: 9,0 ml.

Siembra: 500 ul de muestra dializada contra 100 mM fosfato pH

7.0, 1 M sulfato de amonio.

Flujo: 0.5 ml/min

Eluyentes: A. 100 mM fosfato pH 7.0, 1 M sulfato de amonio

B. 100 mM fosfato pH 7.0

C. HQO.

AUFS: 0,005

Presión: 16 bar

Gradiente: 0-20 min 0 % B

20-80 min 0-100 % B

80-100 min 100 % B

100-120 min 100 % C

Se ensayo actividad de BNAGen las fracciones de cada columna.

7. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

Los extractos de espermatozoides fueron obtenidos como se ha

descripto en la sección anterior.
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a. Concanavalina-A Sepharose 4B: se sembró la muestra

dializada contra 20 mM Tris pH 7.5, 1M NaCl, 17-mMCaCIQ, 1 mM MnCl2

y 0.2 mM PMSF en una columna de 1,5 x 1,5 cm. Luego de la siembra,

se lavó la columna con 6 ml de buffer de siembra y se eluyó con 6 ml de

100 mM a-metil-D-manopiranosido seguido por 6 ml de 500 mM a-metil

D-manopiranosido en el mismo buffer. Las fracciones fueron ensayadas

para actividad de BNAGy unión a BSA-GlcNAc.

b. Cibacron Blue Sepharose: se sembró la muestra dializada

contra PBS 0.2 mM PMSF en una columna de 0,7 x 1.3 cm. Se lavó la

columna con 4 m1 de PBS y se eluyó con 6 ml de 10 mM fosfato pH 7.4,

1M NaCl seguido por 10 mM fosfato 1,4 M NaCl. Las fracciones fueron

ensayadas para actividad de BNAGy unión a BSA-GlcNAc.

8. ELECTROFORESIS

Extractos de espermatozoides fueron procesados por electroforesis

en geles de poliacrilamida 6.5% no desnaturalizantes (80 x 60 mm, 1,5

mm de espesor) [128]. Las corridas electroforéticas se realizaron en una

unidad Mighty Small II (Hoefer Scientific Co.) a 20mA/ gel y 4°C. Luego de

la electroforesis, los geles fueron incubados 15 min en 250 mM citrato

pH 4.5 a 4°C. Cada calle fue cortada en trozos de 0,25 cm, los cuales

fueron transferidos a tubos de vidrio conteniendo 100 ul de buffer citrato.

La actividad enzimática fue ensayada con la adición de 100 ul de

solución de sustrato, como se ha descripto anteriormente.
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9. ENSAYO DE UNION A BSA-GlcNAc

Las fracciones de las cromatograñas de afinidad fueron

inmovilizadas en placas de poliestireno (100 ul/well, 24 hs, 4°C). Se

bloqueó con PBS 1 mg/ ml BSA 0,02% 'I‘ween20 (buffer de boqueo, BB) a

temperatura ambiente por 60 min. La marcación de la NGP con

sulfosuccinimidil 6-(biotinimido) hexanoato (NHS-LC-biotina) se llevó a

cabo según procedimientos standard [135]. BSA-GlcNAc biotinilada

(lmg/ml) fue diluida 100 veces en PBS, se agregó a las placas y se

incubó por 2 hs a temperatura ambiente. Se detectaron los complejos

con avidina-peroxidasa. Los lavados entre incubaciones se realizaron con

PBS 0,02% ’I‘ween 20. 2,2'azino-bis(3-etilbenzotiazoline sulfonato) 0.1

mg/ m1. Se usó 0.005% HQO2en 50 mM citrato, pH 5.3 como sustrato. Se

paro la reacción con 1,5 mM azida sódica. Las absorbancias fueron

medidas a 405 nm usando un lector de microplacas (Metrolab).

10. LOCALIZACION CITOQUIMICA

BSA-GlcNAcy BSA-Man fueron marcadas con isotiocianato de

fluoresceina (FITC)según procedimientos standard [135]. Se adicionaron

lentamente 50 pl de FITC (1 mg/ml en DMSO) por ml de solución de

proteína (2 mg/ml en 100 mM bicarbonato pH 9,0) y luego se dejó

reaccionar por 8 hs a 4°C y oscuridad. Se adicionó NH4C1para una
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concentración final de 50 mMy se incubó por 2 hs. Se separó la proteína

marcada de la FITClibre por filtración en Sephadex G-25.

Espermatozoides eyaculados, capacitados o tratados con ionóforo

fueron fijados en portaobjetos con polilisina (ver sección Ensayos de

reacción acrosomal) y luego incubados con 50 pg/ml NGP-FITCo NGP

biot en PBS 3 mg/ m1BSApor 30 min. En los experimentos en que se usó

NGP-biot, se detectaron los complejos con avidina-FITC. Se lavó tres

veces con PBS entre cada incubación y se montaron los portas con

glicerol 90%. Los preparados fueron observados en microscopio de

epifluorescencia. Para probar especificidad las mismas incubaciones se

llevaron a cabo adicionando 500 ug/ml de NGPno marcada, juntamente

con la NGP-FITC.

l l. PREPARACION DE NEOGLICOPROTEINAS:

Las neoglic0proteínas de fucosa, glucosa, galactosa y lactosa

fueron preparadas a partir de los reSpectivos piranosil-fenil

isotiocianatos según ha descripto Monsigny y col.[212]. Para ello, se

preparó una solución 10,7 mg/ml de albúmina en carbonato 0,1 M

pH 9,5. La albúmina debe ser' libre de globulinas. A esta solución se

adicionaron 80 umoles del correspondiente piranosil-fenil isotiocianato y

se incubó con agitación en rotor por 20 horas a 4°C. Luego se dializó

contra agua destilada por 24 hs y se liofilizó.
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El contenido de monosacárido incorporado por mol de albúmina

se determinó según el método de Dubois y col. [52]. Se adicionan 100 ul

de fenol 5% a 100 ul de la solución de neoglicoproteína, y luego 1 ml de

ácido sulfúrico. Se esperan 10 minutos y se mide la absorbancia a 490

nm.

Las neoglicoproteínas de N-acetilglucosamina, manosa y

N-acetilgalactosamina fueron obtenidas de Sigma Chemical Co.

12. CAPACITACION DE LOS ESPERMATOZOIDES:

Para la capacitación de los espermatozoides humanos se utilizó el

medio BWW.Los componentes se agregan a agua destilada y deionizada

(15 MQ de resistencia o mas) y la solución es esterilizada por filtración en

Millipore 0,22 p, y se almacena a 4°C. En el momento de usar, se

adicionan el piruvato de sodio y la albúmina. Se utilizó albúmina libre de

ácidos grasos y globulinas.

Los eSpermatozoides obtenidos como se ha descripto

anteriormente fueron diluidos a una concentración de 5 x 106

células/ml de medio y incubados en tubos cónicos con una inclinación

de aproximadamente 45° por 18 horas a 37°C y 5% dióxido de carbono.

Luego de esta incubación, se observó la viabilidad de los espermatozoides

por microscopía óptica.
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Para los ensayos en que se quiso determinar el efecto de toxina de

Pertussis o toxina de cólera, los espermatozoides fueron capacitados en

presencia de estas toxinas. Las concentraciones utilizadas están

indicadas en los respectivos experimentos.

13. ENSAYOS DE REACCION ACROSOMAL:

a. Inducción de la reacción acrosomal: Para los ensayos de

inducción de reacción acrosomal, los diferentes inductores fueron

adicionados a1 medio con espermatozoides capacitados (5 x 10‘5

células/m1). Como control de máxima inducción se utilizó el ionóforo de

calcio A23187 o Ionomicina en una concentración final de lOuM.

Para los ensayos de inducción con neoglicoproteínas, se

adicionaron diferentes concentraciones, entre 10 y 3000 ng/ml

concentración final.

Los espermatozoides fueron incubados con los distintos

inductores por 60 minutos a 37°C y 5% C02. Al termino de esta

incubación, se lavaron por tres centrifugaciones con BWWsin albúmina

y se fijaron en portaobjetos previamente tratadas con 2 ¡ig/ml Poli-L

lisina. Una vez que las células se adhieren en buen numero, son

permeabilizadas por incubación de 30 minutos en etanol 96% a 4°C.



Se utilizó la lectina Pisum sativum agglutinin marcada con

fluoresceína para detección de los espermatozoides reaccionados [65].

Esta lectina reconoce residuos manosa de glicoconjugados,presentes en

el contenido acrosomal. Así, es posible diferenciar espermatozoides

reaccionados que presentan marca sobre el segmento ecuatorial, de los

intactos que presentan marca en todo el acrosoma. Para ello, se incubó

con la lectina 100 ug/ml en PBS por 30 minutos a temperatura

ambiente. Luego se lavó tres veces con PBS y se montaron los

portaobjetos con glicerol 90% .Los preparados fueron observados en

microscopio de epifluorescencia. Las células fueron contadas según

[100], considerando reaccionados los espermatozoides con marca sobre

el segmento ecuatorial o acrosoma "punteado", que indica reacción

acrosomal iniciada. Se contaron por lo menos 100 células de cada

preparado.

b. Ensayos de inhibición: Se estudió el efecto de distintos

monosacáridos y enzimas sobre la reacción acrosomal inducida por

neoglicoproteinas. fucosa, manosa, N-acetilgalacosamina o N

acetilglucosamina fueron adicionadas en concentraciones de l a 30 mM,

junto con el inductor. En el caso de las enzimas, a-manosidasa,

galactosiltransferasa o N-acetilglucosaminidasa fueron adicionadas en

concentraciones de 1, 2 o 3 ug/ml. Como controles, se agregaron las

enzimas o azúcares solos. Como inductor, se utilizó 1 pg/ml de

neoglicoproteína (BSA-GlcNAco BSA-Man).
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También se_ estudió el efecto de ligandos para BNAG:

p-nitrofenil-N-acetilglucosaminide, p-aminofenil-N-acetilglucosaminide y

N-e-aminocaproyl-N-acetilglucosaminide fueron usados entre 1 y 30 mM.

El procedimiento de inducción y evaluación de reacción acrosomal

fue llevado a cabo como se describió anteriormente.

En algunos casos se expresaron los resultados como % de

reacción acrosomal normalizada o % RAN:

%RAx-%RAc
%RAi-%RAc

%RAN =

Donde % RAx es el porcentaje de reacción acrosomal en

determinado tratamiento; % RACes el porcentaje de reacción acrosomal

en el control (basal); y % RAi es el porcentaje de reacción acrosomal

máximo (con ionóforo en los experimentos de inducción, o en ausencia

de inhibidor en los experimentos de inhibición).



14. ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos en que se estudio el efecto de agentes

caotrópicos, buffers de alta fuerza iónica, o pH en la solubilización de la

BNAGfueron analizados por el método no paramétrico de análisis de

varianza de Friedman [279.b]



Resultados



RESULTADOS

ESTUDIO DE LA B-N-ACETILGLUCOSAMINIDASA EN

ESPERMATOZOIDES HUMANOS.

1. EXTRACCIONES

Los espermatozoides fueron incubados en diferentes medios,

como se describió en la sección Materiales y Métodos. Se observa que

incubando en PBS o 0,6 M NaCl no se obtiene la liberación significativa

de actividad de BNAGal sobrenadante (Tabla 2), comparando con BWW.

Por otro lado cuando los espermatozoides fueron incubados con Tritón

X100 o deoxicolato de sodio, se observó un aumento en la actividad

medida en el sobrenadante. Sin embargo, para ambos casos, una

fracción de BNAGpermanece asociada al pellet insoluble en detergente.

Se realizaron extracciones secuenciales en PBS 1% TX100. Como

Tabla 2. Efecto de diferentes medios de incubación en la solubilización de la BNAGde espermatozoides
humanos.

Medio Actividad enzimática

!% del Total)
BWW 8.3 t 4.8
PBS 10.8 :t 3.0
0.6 M NaCl 14.8 t 4.4
0.1% TX100 70.4 :t 6.6
0.1% DOC 58.! :t 5.9
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80 - 25 l I ir I
- SN4
Pellet _20

ActmdaddeBNAG(Zdeltotal)

.h o l

ActmdaddafiNAG(Xdeltotal)EJE:
SN1 SNZ SNJ 'SN4 Pellet Control DMSO Cíto B Colchlclna

Figura 9. Distribución de la actividad de pNAGen Figura 10- Efecto de citocalacina B y colchicina en
extracciones secuencialcs con PES 1% Truc-m la extracción de la BNAGinsoluble en detergente.

Las extracciones fueron llevadas a cabo en PBS' d
X100" Las barras represcman el ¡”menaje e 1% TXlOO(control) conteniendo, 0,1% DMSO, 10
actividad de BNAGen los sucesivos sobrenadantes ug/ m1 cimaIacina B (Cita B), o lo ug/ml
(SNI a SN4) y P6116tfinal- LOSresmtados 5°“ ¡a colchicina. Las barras representan el porcentaje de
media :t errores de 15 experimentos. actividad de BNAGen Pellet y SN4. Los resultados

son la media i errores de cuatro experimentos.

se puede observar en la figura 9, luego de cuatro extracciones

secuenciales, 18% de la actividad total permanece asociada con el pellet

insoluble. Se puede observar que el cuarto SN no presenta significativa

actividad.

En células somáticas, componentes de membrana han sido

descriptos estar asociados al pellet insoluble en Triton X100 [221]. Para

determinar este tipo de asociación, diferentes protocolos han sido

desarrollados, tales como extracciones en presencia de citocalacina B,

extracciones con buffers de alta fuerza iónica, o disminución del pH

[90,173,252]. Para estudiar la posible interacción entre la BNAGy el

citoesqueleto, se testeó el efecto de agentes perturbadores del

citoesqueleto como la citocalacina B que interfiere con la polimerización

de la actina. Cuando las extracciones fueron llevadas a cabo en
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presencia de 10 o 20 ¡ig/ml de citocalacina B, no se observo una

disminución en la asociación de la BNAGcon respecto al control con

DMSO (Fig. 10). El mismo resultado fue obtenido cuando se uso

colchicina, un alcaloide que se une especificamente a tubulina (Fig. 10).

El posible efecto de estos agentes durante la capacitación fue estudiado.

Cuando los espermatozoides fueron capacitados en presencia de

citocalacina B o colchicina, y sometido a extracciones en presencia de

estos agentes, los resultados fueron similares a los observados para

espermatozoides no capacitados.

Se investigó la naturaleza de la interacción entre la BNAGy la

fracción celular resistente a detergentes. Cuando se realizó la cuarta

extracción en presencia de 1 M KCl, se observó la disociación de una

parte (52%) de la enzima insoluble (Fig. 11). Agentes caotrópicos, como

25 l l , . 25 l x I l

- sm
- SN4 ' ,

2° _ Pellat _20 — Pellel 

ActividaddeflNAG(Xdeltotal) ActividaddeflNAG(Xdeltotal)

Control KCI NaSCN Na28407

Figura 11. Efecto de alta sal y agentes caotrópicos
en la extracción de la BNAG insoluble en
detergente. La ultima extracción fue llevada a cabo
en PBS 1% TX100 (control) conteniendo, 1 M KCl,
150 mM NaSCN o 150 mM NaQB4O7_Las barras

representan el porcentaje de actividad de BNAGen
Pellet y SN4. Los resultados son la media t errores
de cuatro experimentos. (*)p < 0,05 vs. control.

Figura 12. Efecto del pH en la extracción de la
BNAG insoluble en detergente. Las barras
representan el porcentaje de actividad de BNAGen
Pellet y SN4. Los resultados son la media i errores
de cuatro expen'mentos. (*)p < 0,05 vs. control.
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tiocianato y borato también fueron efectivos en disociar el 61% y 38% de

la ÉNAGinsoluble respectivamente (Fig. 11).

Diferentes valores de pH también fueron testeados. Cuando la

cuarta extracción fue llevada a cabo a pH extremos como 2,5 o 10,0, no

se observó una aumento significativo en la solubilización de la BNAG.

(Fig. 12) Por otro lado, extracción a pH 5,0 resulto en la disociación de

56% de la enzima asociada al pellet insoluble en detergente.

2. CARACTERIZACION

Para la caracterización de la enzima se utilizaron diversos

procedimientos. Se determinó el pH al cual la enzima mostraba máxima

actividad, encontrando que el pI-I óptimo era 4,5. Sus propiedades

proteicas, como carga neta, hidrofobicidad y peso molecular, fueron

estudiadas por cromatograña líquida de alta resolución (HPLC).

El peso molecular en

condiciones no desnaturalizantes se

determinó utilizando una columna
..

l

de filtración molecular, Superosa 12
8

--'Abs280nm
+pMolasMU/mln

(Pharmacia), previamente calibrada

con patrones de peso molecular °o 2 . 3 ¿131312121223á242225

conocido. De esta manera se obtuvo V°'""'°"d°E'“°'6"
_ Figura 13. Patrón de elución de la BNAGde

un pCSO molecular natlvo de eSper-matozoideshumanosencromatografiade
filtración molecular (Superose 12 - HPLC).

kDa (Fig. 13)



Para estudiar las características de carga de la enzima, un

extracto proveniente del tratamiento de espermatozoides con deoxicolato

fue sembrado en una columna de intercambio aníónico (Mono Q3

previamente equilibrada en buffer fosfato 10 mM pH 7. La elución de

dicha columna se llevó a cabo mediante un gradiente de fuerza iónica

creciente provisto por buffer fosfato 10 mM conteniendo NaCl 1M. Las

condiciones de corrida están especificadas en la sección Materiales y

Métodos. Se midió la actividad enzimática en cada una de las fracciones

obtenidas y se obtuvieron dos fracciones reactivas (Fig. 14).

Las propiedades de la enzima también fueron evaluadas mediante

el uso de una columna de interacción hidrofóbica (Phenyl TSK,

Pharmacia). El extracto enzimátíco de espermatozoides fue diluido en un

buffer fosfato 100 mM pH 7 con sulfato de amonio 1M. La elución de la

columna se llevó a cabo disminuyendo la concentración de sulfato de

.m :1 se 2

14o
-1m.

a nofi.. 43 ..
E A É ¡oo A
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Figura 14. Comportamiento de la BNAG de Figura 15. Comportamiento de la BNAG de
espermatozoides humanos en cromatografía de espermatozoides humanos en cromatografía de
intercambio iónica (Mono Q - HPLC). interacción hidrofobica (ISK Phenyl SPW - HPLC).
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amonio con un buffer fosfato 100 mM pH 7. A1 estudiar el perfil de

actividad, nuevamente encontramos dos-zonas de actividad (Fig. 15).

Dado que la filtración _
i“

molecular reveló un solo pico de É
swe

actividad, y las columnas de g
510.

intercambio dieron dos picos 3I
' _ ¡IMclaramente diferenc1ables, ‘

estariamos ante la presencia de dos '° ' 1 3 ‘ 5 ‘ 7 ‘ ’ 1°“ 1‘ B
d(cm)

isoenzimas con pesos moleculares mm, ¡6. Compommemde ¡a BMGde
_ O espermatozoides en geles de poliacrilamida noSimilares pero cargas netas ¿“mmm

diferentes. Para corroborar esta

afirmación se estudió la actividad enzimática luego de un

fraccionamiento en geles de poliacrilamida nativos. Luego de realizada la

electroforesis se detectaron dos regiones de actividad, correspondientes a

las distintas isoformas (Fig. 16).

3. PREPARACIÓN DE MEMBRANASY PARTICIÓN CON TRITON X1 14

Se determinó la actividad de BNAGen fracciones subcelulares de

espermatozoides humanos. Los espermatozoides fueron disgregados por

sonicación y sometidos a centrifugaciones como descripto en Materiales y

Métodos. Las fracciones fueron clasificadas como sigue: pellet de 2800 g

(núcleos e restos de células, fracción residual), sobrenadante de 100.000

g (fracción acuosa) y pellet de 100.000 g (membranas). Cuando se



la distribución de la

BNAG en

estudió

actividad de estas

fracciones, se determinó que 6% de

la actividad total se encontraba en

1a fracción de membranas, 73% en

la fracción soluble y 21% residual.

Graficando los datos según [79], se

fracción deencontró que la

membranas presentaba mayor

actividad especifica relativa, en

comparación con las. fracciones

soluble o residual (Fig. 17).
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Actividadespecificarelativa

'/. Total de proteinas

Figura 17. Distribución subcelular de la actividad
de BNAG en espermatozoides humanos. Las
fracciones fueron obtenidas como se ha descripto
en Materiales y Métodos: soluble (S), membranas
(M), y residual (R). Los datos están graficados
como contenido de proteínas relativo

especifica relativa
(%act.ividad/%proteinas) de acuerdo con deDuve.
Los resultados son representativos de cuatro
experimentos.

versus actividad

Con las preparaciones de membrana obtenidas como descripto

anteriormente, se realizo partición de fases en Triton X114, con el

objetivo de determinar la naturaleza de la asociación de la BNAGpresente

en membrana. El tratamiento de membranas con este detergente a 4°C

libera proteínas que son separadas en fases hidrofilica y hidrofóbica

cuando llevadas a 20°C [34]. Las preparaciones de membranas de

espermatozoides fueron sometidas a separación de fases en Triton X114

usando un procedimiento que permite distinguir entre proteínas

integrales de membrana (DP), proteínas ancladas por glicosilfosfatidil

inositol (DI),o proteinas hidrofilicas solubles (AP)[140]. Se determinó que

la BNAGque se encuentra asociada a la preparación de membrana es
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Figura 18. Separación de fases con Triton X114.
Las membranas de espermatozoides humanos

- fueron obtenidas y tratadas como se ha descripto
en Materialesy Métodos.Las barras representan el
porcentaje de actividad de BNAG en el pellet
insoluble en detergente (DI), en la fase rica en
detergente (DP), y en la fase acuosa (AP). Los

4o — - resultados son la media i: errores de cuatro
experimentos.

ActividaddefiNAG(xdeltotal)

principalmente de naturaleza hidrofilica, una vez que 86% de la actividad

está en la fase acuosa (Fig. 18). La actividad remanente de BNAG se

distribuyo como 10% DI y 4% DP.

4. BNAG DURANTE LA CAPACITACION Y LA REACCION ACROSOMAL

La capacitación y la reacción acrosomal son dos eventos que debe

sufrir el espermatozoide para fertilizar al ovocito. Se investigó la posible

relación entre la actividad de BNAGy estos eventos. Con este objetivo, se

Tabla 3. Efecto del tiempo de capacitación sobre la actiw'dad de BNAG.

Tiempo (horas) Actividad de BNAG

(Unidades Arbitrarias!
139 i 17
162 :t 11

148 i 13
132 :t 6

16 198 i 15
miei-¡O

Los espermatozoides fueron capacitados en BWW.En cada tiempo indicado, se tomó una alícuota equivalente
a 106 espermatozoides, y se midió actividad de BNAG.
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tomaron alícuotas de

espermatozoides amlo‘ largo de la

capacitación y se determinó

actividad enzimática. Como se
pmoleaMU/minpuede observar en la tabla 3, no

hay cambios significativos en la

actividad de BNAG durante la H 523137“)
. . . Figura 19. Efecto de la reacción acrosomal sobre

capamtacmn- Por Otro lado' Se 1aactividadde BNAG.Se midióactividadde BNAG
. . . . en espermatozoides capacitados (-) y luego de

deternnno la aCtIVlda-d de los tratadosconionóforode calcioA23187(+).Cada

espermatozoides luego de cum representaunamuestra(“sama

incubados con ionóforo de calcio. Se observó una disminución (40% :i:8

vs. control) en la actividad de BNAGcon la reacción acrosomal (Fig. 19).

La disminución es proporcional al porcentaje de células reaccionadas (38

:l:5 sobre control), medidas por tinción con PSA-FITC[65], probablemente

relacionada con la pérdida de contenido acrosomal.

5. LOCALIZACION

El estudio de la localización de la enzima se llevó a cabo por

microscopía de fluorescencia usando la neoglicoproteína p-aminofenil-B

N-acetilglucosamina-BSA marcada con fluoresceína (BSA-GlcNAc-FITC).

También se utilizó la neoglicoproteína marcada con biotina (BSA-GlcNAc

biot), y luego se detectó con avidina-fluoresceína. Por ambos

procedimientos, una marcación débil de fluorescencia pudo ser detectada

en la cabeza de espermatozoides eyaculados (Fig.20 A). La intensidad de

la marca es similar en espermatozoides capacitados (Fig.20 C).
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Figura 20. ¡Cspel‘malozoidvs Pyavulndos (A), capacitados (C). o tratados mm imlóforo (IC)incubados (ton BSA
GXCNACJPI’I‘C,como se ha (lnsrl‘ipto nn Matcrinles y Métodos. (G) Eswrnnmrmmios capacitados inmihados con
exceso (lo. IiSA-GlCNAc ¡1o fluorcsurinmla. (B,D,F,H) (‘xmtrasle de fase (la (A,(‘,IC,<}]I‘l‘Sp(‘(‘fÍVíllnCnLC.
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Finalmente, la localización de la enzima en espermatozoides tratados

con ionóforo de calcio para inducir la reacción acrosomal, revela mayor

intensidad en la región del capuchón acrosomal (Fig. 20 E). En

experimentos control, la co-incubación con BSA-GlcNAcno marcada, en

un exceso de 100 veces la de la marcada, elimina completamente la

fluorescencia (Fig. 20 G).

Para validar este ensayo, estudiamos si la molécula que une

BSA-GlcNAces la BNAG.Extractos de espermatozoides fueron sometidos

a cromatografia de afinidad en Concanavalina-A Sepharosa y Blue

Sepharosa y a las fracciones de cada columna se ensayó actividad de

BNAGy unión a BSA-GlcNAc,como se describió en la sección Materiales

y Métodos. En ambos casos, las fracciones con de actividad enzimática

fueron los que exhibieron unión de BSA-GlcNAc(Fig. 21), indicando que

esta neoglicoproteína realmente se une a BNAG.

¡anA“ li ii
¡zoo- 5m- soc

:¡m‘ l:
É E E¿oo- 4oo E
N C 5 C
g uoo- m E m
. 3 :300' nos
-3 ‘°°’ 3 'o 3E < Emo- m<n.
a 400- n v

i 5 + !
mor ‘°°' 1°.

Frleclón Fneclón

Figura 21. Ensayo de unión a BSA-GlcNAc.Extractos de espermatozoides fiieron sometidos a cromatografia
liquida en Concanavalina-A Sepharose (A)o Cibacron Blue Sepharose (B). Las fracciones fueron ensayadas
para actividad de BNAGy unión a BSA-GlcNAccomo se ha descripto en Materiales y Métodos.
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6. DISCUSION

Se ha descripto que los órganos reproductivos presentan alta

actividad de glicosidasas, ej. B-N-acetilglucosaminidasay a-manosidasa

en epídídimo y B-glucuronidasa en glándulas preputiales [57, 124]. La

BNAGha sido descripta en espermatozoides de varias especies y en

general presenta la mayor actividad específica entre las glicosidasas de

este tipo celular [5, 160, 196, 286]. Nuestros estudios muestran que en

espermatozoides humanos esta enzima está presente como dos isoformas

principales, identificadas por cromatografia de intercambio iónico, geles

de poliacrilamida no desnaturali'zantes y cromatografia de interacción

hidrofóbica. Estos datos en conjunto con los obtenidos por filtración

molecular indican que las isoenzimas presentan peso molecular similar y

difieren en su carga neta, de acuerdo con lo generalmente descripto en

otros tejidos [254, 287].

El tratamiento de espermatozoides humanos con Tritón

X100 resultó en le identificación de un "pool"de BNAGque esta asociada

al residuo insoluble en detergente. Métodoscomúnmente empleados para

distinguir entre proteínas periféricas y integrales de membrana, tales

como tratamiento con alta fuerza iónica o pH extremos fueron usados. El

efecto de agentes caotrópicos que han sido descriptos para disociación o

solubilización de complejos proteicos [304] fue también investigado.

Buffers con alta sal y agentes caotrópicos fueron capaces de disociar la
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enzima insoluble en detergente, sugiriendo que esta porción de BNAG

estaría periféricamente asociada a estructuras celulares resistentes al

tratamiento con Tritón. Esta enzima también ha sido descripta en formas

soluble y insoluble en espermatozoides de búfalo y camero [5].

La acrosina, la serina-prosteasa específica del

espermatozoide, ocurre en formas soluble y resistente a detergente [218].

Esta proteína ha sido descripta como asociada a las membranas

acrosomales por componente(s) de la matriz acrosomal [134]. Resultados

similares fueron reportados para la proteína acrosomal SP-lO [107],

donde el pool resistente a detergente no es solubilizado por alta fuerza

iónica y si por pH extremos o agentes caotrópicos. La BNAG de

espermatozoides humanos es disociable por alta fuerza iónica pero no

por pH extremos.

Por otro lado, la localización acrosomal de la BNAG fue

detectada por fluorescencia en espermatozoides tratados con ionóforo.

Esto muestra que existiría una fracción importante de la enzima que

permanece unida al espermatozoide luego de la reacción acrosomal

probablemente asociada a la matriz acrosomal o a la membrana

acrosomal interna.

La malla insoluble que resiste al tratamiento con Triton X100

consiste principalmente de citoesqueleto celular [221]. Un criterio

comúnmente usado para determinar la posible asociación de un
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determinado componente con el citoesqueleto es el uso de agentes que lo

modifiquen [90, 173, 252]. Entre estos, las citocalasinas 'bIOquean

especificamente la polimerización de los filamentos de actina, pero la

depolimerización no es afectada. El espermatozoide es una célula

altamente diferenciada, por lo tanto mecanismos celulares distintos a los

que ocurren en células somáticas pueden tener lugar. Posibles

modificaciones en el citoesqueleto pueden requerir un largo período de

tiempo. Los espermatozoides de mamíferos luego de eyaculados deben

residir en el tracto femenino (o incubados en medio adecuado) por

determinado tiempo para sufrir el proceso de capacitación [6,50] donde

adquieren la capacidad de fertilizar ovocitos. Los efectos de citocalasina

B y colchicina en la disociación no fueron significativos, tanto para

espermatozoides eyaculados como para capacitados, sugiriendo q'ue las

asociación de la BNAGcon el pellet insoluble en detergente involucra un

mecanismo distinto.

Se encontró BNAG anclada por glicosilfosfatidil-inositol en la

membrana plasmática de ovocitos de acidia [174]. Cuando las

membranas de espermatozoides fueron sometidas a partición de fases en

Tritón X114, se encontró que la BNAGasociada a membranas es de

naturaleza hidrofilicay no sería una proteína estructural de membrana.

La interacción de la BNAG con la membrana debe corresponder a

asociación con componentes estructurales de la membrana. También se

encontró actividad en el pellet insoluble en detergente, que podría

representar una pequeña cantidad de enzima anclada por GPI. Sin
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embargo, esta posibilidad debe ser confirmada por estudios con

fosfoÍipasas específicas.

Los resultados del fraccionamiento subcelular indican que la

BNAGdel espermatozoide presenta la mayor actividad específica relativa

en membranas, opuesto a lo previamente descripto por otros

investigadores [317]. Se encontró elevada actividad especifica de la BNAG

en membranas purificadas de espermatozoides de rata [127], indicando

que por lo menos una forma de esta glicosidasa está unida a membrana.

Enzimas, entre ellas glicosidasas, han sido sugeridas como mediadores

importantes de la interacción entre gametas [59, 119, 209]. La presencia

de alta actividad específica de BNAGen membranas de espermatozoides,

sugiere un papel para esta enzima en el mecanismo de fertilización.



PARTICIPACION DE LA B-N-ACETILGLUCOSAMINIDASA EN LA

REACCION ACROSOMAL DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS

1. INDUCCION DE LA REACCION ACROSOMAL POR

NEOGLICOPROTEINAS.

Se estudió la capacidad de varias neoglicoproteínas para inducir

la reacción acrosomal en espermatozoides humanos. Concentraciones de

10 a 3000 ng/ m1 fueron usadas. BSA-GlcNAc y BSA-Man fueron

efectivas para inducir la reacción acrosomal, alcanzando su máximo

efecto a 1 pg/ml (Fig. 22). Estas dos neoglicoproteínas muestran

diferentes curvas dosis-respuesta. BSA-GlcNAces efectiva a partir de 30

pg/ m1y llega a la mitad de su máximo efecto a 100 ug/ m1. Por otro lado,

cuando las células fueron m

incubadas con BSA-Manse observa

muy poco efecto a esta última

concentración. A 300 ug/ml BSA
kRAN

Man presenta cerca de 40% de su

máxima estimulación, mientras que l n m m m

BSA-GlcNAc alcanza casi su N”GM“ ("g/"1"
Figura 22. Inducción de la reacción acrosomal por

máximo efecto. Sin embargo, en el neoglicoproteínas.Espermatozoidescapacitados
fueron incubados con neoglicoproteínas como se

rango de ug/ m1 afilbaS ha descriptoanteriormente.Losresultadosestán
. expresados como % RAN (% reacción acrosomal

neoglicoproteínas pOSCCn el mlsmo normalizada,ver Materialesy Métodos)versus
concentración de neoglicoproteína. Los resultados

CfCCtO estimulatorio. son representativosde cuatro experimentos.Cada
punto representa la media de duplicados.
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La BSA-Fuc indujo la reacción acrosomal (10 % sobre el control)

solo en la mayor concentración testeada (Fig. ¿2). Incubación con otras

neoglícoproteínas, como BSA-Gal, BSA-Glc, BSA-GalNAc y BSA-Lac no

aumentaron el porcentaje de reacción acrosomal con respecto a los

controles.

Varios monosacáridos componentes de las neoglícoproteínas

usadas fueron testeados por su posible capacidad de inducir la reacción

acrosomal. La incubación con 30 mM glucosa, galactosa, N

acetilglucosamina, fucosa, o N-acetilgalactosamina, no resultó en el

incremento del porcentaje de reacción acrosomal con relación a los

controles.

Para probar se BSA-GlcNAcy BSA-Man presentaban sinergismo

so en capacidad de inducir la reacción

I . acrosomal, se incubó

simultáneamente con ambas

neoglícoproteínas en una

concentración sub-optima (0,3

xespermatozoidesreaccionadas

¡ig/ml). No se observó un

incremento en el porcentaje de

células reaccionadas en
Figure 23. Inducción de la reacción acmsomal por

neoglícoproteínas. Porcentaje de reacción comparación Con los efecto S
acrosomal en espermatozoides capacxtados

incubados60 mincon 10pMA23187,300ng/ml independientes de cada una
BSA-GlcNAc,300 ng/ml ESA-Man o 300 ng/ml de

cadaNGP.Losresultadosson representativosde
tres experimentos independientes. Las barras de
error representan el rango de duplicados.



2. ESPECIFICIDAD DE LIGANDO

La especificidad de la inducción por BSA-GlcNAcy BSA-Man fue

testeada por la adición de diferentes monosacáridos a1medio juntamente

con las neoglicoproteínas. La reacción acrosomal inducida por BSA

GlcNAc fue inhibida tanto por 30 mM N-acetilglucosamina (90%) como

por p-nitrofenil-N-acetilglucosamina, el derivado acoplado

covalentemente a BSA (81%) (Fig. 24 A). Mientras que no se observó

inhibición con manosa o fucosa, N-acetilgalactosamina parece inhibir

parcialmente (38% a 30 mM). Dos ligandos específicos para BNAG, 2

acetamido-N-(e_-aminocaproil)-2-deoxi-B-D-glucopiranosilamina y p

aminofenil 2-acetamido-2-deoxi-B-D-glucopiranosido, fueron testeados a

una concentración de 30 mM. Estos dos ligandos fueron capaces de

inhibir la inducción de la reacción acrosomal por BSA-GlcNAcen 90

95%.(Fig. 24 B)

100 \'
l .

\/v 
eo— \ o MP-GIeNAe

o o AmlneCaprell-OIQNAo
. .

IRAN

3

Z
É so — v ' o ‘ ‘.°

ngondo (MM)

¿e Figura 24. Inhibición de la reacción

40 - o GICNAC o - acrosomal inducida por BSA-GlcNAc por
. pNp _ G|c NAc monosacáridos. los espermatozoides
v puc capacitados fueron incubados 60 min con 1

20 - v GaiNAc ' ¡ug/mi BSA-GlcNAc en presencia de
El Man diferentes monosacáridos (a) o derivados

A l l l t A_“HI _ _ _ glicosilados (b). los resultados están
o 1 1° expresados como % RAN (ver Materiales y

_ Métodos), y son representativos de tres
MonOSOCór'do (mM) experimentosindependientes.



Un efecto inhibitorio de 85% fue producido por la presencia de 30

mM manosa en la reacción acrosomal inducida por BSA-Man, mientras

N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina no causaron ningún efecto

(Fig. 25).

Para estudiar la posible participación de enzimas en el

mecanismo de inducción por neoglicoproteínas, se realizaron ensayos de

inhibición. Para ello, el efecto de enzimas solubles sobre la exocitosis

acrosomal inducida por neoglicoproteínas fue evaluado. Cuando las

células fueron incubadas con 3 ug/ml de BNAG, se observó una

inhibición de 96% en la reacción acrosomal inducida por BSA-GlcNAc

(Fig. 26). a-manosidasa soluble no produjo efecto inhibitorio. La adición

de galactosiltransferasa produjo una inhibición de 27%, sin embargo,

con mayores concentraciones de la enzima no se logró una mayor

inhibición (Fig. 26). Tanto BNAG como a-manosidasa inhibieron

parcialmente (34% y 55% respectivamente) la reacción acrosomal

inducida por 1 ug/ ml BSA-Man (Fig. 27).

Figura 25. Inhibición de le reacción acrosomal Ioo 
inducida por ESA-Man por monosacáridos. Los o
espermatozoides capacitados fueron incubados 60 go — ; _

min con 1 pg/ml ESA-Man en presencia de z °
diferentes monosacáridos. Los resultados están É ¡o - _
expresados como en la figura 24, y son De
representativos de tres experimentos .0 _ _
independientes.
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Figura 26. Inhibición de la reacción acrosomal
inducida por BSA-GlcNAc por enzimas. Los
espermatozoides capacitados fueron incubados 60
min con l ¡ig/mi BSA-GlcNAc en presencia de
diferentes enzimas. Los resultados están

expresados como en la figtu'a 24, y son
representativos de tres experimentos
independientes.
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¡o - o fi-NAG 
o a-Man
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Figura 27. Inhibición de la reacción acrosomal
inducida por BSA-Man por enzimas. Los
espermatozoides capacitados fueron incubados 60
min con 1 pg/ml ESA-Man en presencia de
diferentes enzimas. Los resultados están

expresados como en la figura 24, y son
representativos de tres expen'mentos
independientes.

3. CARACTERIZACION DE LA INDUCCION DE LA RA POR

NEOGLICOPROTEINAS

La cinética de inducción por BSA-GlcNAcestá representada en la

figura 28. A los 10 minutos se observa la mitad del efecto máximo, que

se alcanza a los 20 minutos.

Cuando los espermatozoides no capacitados fueron incubados

con 1 ug/ml BSA-GlcNAc, se observó un aumento de 9% a 13% en el

porcentaje de reacción acrosomal (Fig. 29). Para espermatozoides

capacitados, incubados bajo las mismas condiciones con NGP, el

porcentaje de reacción acrosomal fue tres veces mayor que para los
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ÜlSO — Control
A23187

5° ' 7/4 BSA-GlcNAc

xespermatozoidesreaccionarios

xespermatozoidesreaccionados
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Figura 28. Cinética de inducción de la reacción Figura 29. Dependencia de la capacitación en la
acrosomal por BSA-GlcNAc. Espermatozoides reacción acrosomal inducida por BSA-GlcNAc.
capacitados fueron incubados con 1 pg/ml BSA- Porcentaje de reacción acrosomal en
GlcNAcpor diferentes tiempos. Los resultados son espermatozoides capacitados o no capacitados
representativos de tres experimentos incubados 60 min con 10 uM A23l87 o 1 ¡ig/ml
independientes. BSA-GlcNAc,Los resultados son representativos

de tres experimentos similares.

controles. La inducción de la reacción acrosomal por ionóforo de calcio

alcanzo 45% en ambos los casos.

Como la reacción acrosomal requiere la presencia de calcio,

estudiamos su participación en el efecto desencadenado por BSA

GlcNAc. Para ello, seguimos dos estrategias distintas. Cuando los

espermatozoides fueron capacitados en medio libre de calcio, la adición

de BSA-GlcNAcno resultó en la inducción de la reacción acrosomal (Fig.

30 A). La subsecuente adición de calcio junto con la neoglicoproteína

resultó en un aumento de dos veces en el porcentaje de reacción

acrosomal. Por otro lado, cuando los espermatozoides fueron capacitados

en medio completo (con calcio), la adición de EGTAbloqueó la inducción

de 1a reacción acrosomal por BSA-GlcNAc (Fig. BOB).
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Los espermatozoides de mamíferos poseen proteínas regulatorias

de unión a nucleótidosde guanina de tipoinhibitorioo Gi,que son

ribosiladas por acción de la toxina de Pertussis [19,168], y

aparentemente juegan un importante papel en la reacción acrosomal

inducida por zona pellucida [94,167]. Se demostró que el tratamiento con

esta toxina es capaz de inhibir la exocitosis acrosomal inducida por ZP

en ratón [94], bovino [105] y humanos [82]. Por otro lado, esta toxina no

afecta la reacción acrosomal inducida por progesterona en

espermatozoides humanos [300]. El efecto de toxina de Pertussis, así

como de toxina colérica, sobre la reacción acrosomal inducida por

neoglicoproteínas fue investigado. Cuando los espermatozoides fueron

capacitados en presencia de toxina Pertussis, la exocitosis inducida por

neoglicoproteínas fue totalmente inhibida, tanto para BSA-GlcNAccomo

para BSA-Man (Fig. 31). La inducción por ionóforo de calcio A23187, así

como por progesterona no fueron afectadas por el tratamiento con esta

toxina.
so l

so — _- Control
7/4 A23157 A B - Control

50 — [3 BSA-GIcNAc - A23187
I: BSA-GlcNAc

Xespermatozoidesreaccionados Xespermatozoidesreaccionados

Figura 30. Dependencia de calcio en la reacción acrosomal inducida por BSA-GlcNAc.(a) Porcentaje de
reacción acrosomal en espermatozoides capacitados en medio sin calcio y luego incubados 10 HMA23187 o 1
pg/ ml BSA-GlcNAc en presencia o ausencia de calcio. (b) Porcentaje de reacción acrosomal en
espermatozoides capacitados en medio completo y luego incubados con los inductores e presencia o ausencia
de 2 mM EG’I‘A.Los resultados son representativos de tres experimentos similares. Las barras representan la
media i errores de duplicados.



En la figura 32 se

muestran las curvas dosis-respuesta

para 1a inhibición por toxina

Pertussis de la reacción acrosomal

inducida por neoglicoproteínas. La

inhibición del efecto de las

neoglicoproteínas se observó con 125

¿ig/ml de toxina. No se observaron

diferencias en las células inducidas

con ionóforo, o en las células

control.

Componentes del fluido

folicular están descriptos como

inductores de la reacción acrosomal

[268,303]. El efecto de la toxina de
Pertussis sobre la exocitosis

inducida por fluido folicular fue

estudiada, y se observa una

disminución del 20% en el

porcentaje de células reaccionadas

(Fig. 31). El fluido folicular, en la

dilución usada en el ensayo

presentaba 45 ng/ ml de

progesterona, determinado por

radioinmunoensayo. Esta
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Xespermatozoidesreaccionadas

Figura 31. Efecto de la toxina de Pertussis en la
reacción acrosomal inducida por NGP‘ Los
espermatozoides fueron capacitados en presencia o
ausencia de 0,5 ug/ml P'I‘x,antes de la adición de
diferentes inductores como se ha descripto en
Materiales y Métodos. Los resultados son
representativos de tres experimentos similares.
Las barras representan la media i error de
ensayos duplicados.
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Figura 32. Efecto dosis-respuesta de la toxina de
Pertussis en la reacción acrosomal inducida por
NGP. Los espermatozoides fueron capacitados con
la concentraciones indicadas de P'I‘x, y luego
incubados con 10 pM A23187 ( ), 1 ug/ml BSA
GlcNAc ( ), 1 ¡Lg/ml ESA-Man ( ), o BWW como

control ( ). Los resultados son representativos de
tres experimentos similares. Cada punto
representa la media de ensayos duplicados.
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concentración de progesterona no es suficiente para inducir la reacción
acrosomal.

La ausencia de un sustrato para ADP-ribos'ilaciónpor toxina

de cólera ha sido reportada [138,168] tanto para espermatozoides de

vertebrados como invertebrados. Esta toxina, generalmente asociada con

la presencia de subunidades regulatorias estimulatorias o Gs, también es

incapaz de alterar la inducción de la reacción acrosomal por zona

pellucida en humanos [182]. El efecto de la toxina de cólera sobre la

reacción acrosomal inducida por los agentes usados anteriormente fue

estudiada. El pretratamiento de los espermatozoides con toxina de cólera

no alteró la inducción de la reacción acrosomal por BSA-GlcNAc,BSA

Man, A23187, progesterona, o fluido folicular (Fig. 33), ni la reacción

acrosomal espontanea (control).

Evidencias electroñsiológicas y farmacológicas sugieren que

los espermatozoides de mamíferos poseen canales de calcio voltaje

dependiente (VDCC) [11,63]. La exocitosis acrosomal puede ser

estimulada por depolarización de la membrana inducida por altas

concentraciones de potasio. Ambas reacciones, inducidas por zona

pellucida o por depolarización de membranas, presentan similar

sensibilidad a varios antagonistas de VDCC.[103l. La participación de

estos mecanismos en la reacción acrosomal inducida por

neoglicoproteínas fue estudiado. En primer lugar, se determinó el efecto

de la depolarización de membrana sobre la reacción acrosomal. Cuando

los espermatozoides fueron incubados con concentraciones crecientes de
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Figura 33. Efecto de la toxina de cólera en la Figura 34. Inducción de la reacción acrosomal por
reacción acrosomal inducida por NGP. Los depolarización de membranas. Los
espermatozoides fueron capacitados en presencia o espermatozoidescapacitados fueron transferidos al
ausencia de 1 ng/ml C’I‘x,antes de la adición de medio BWW modificado con distintas
diferentes inductores como se ha descripto en concentraciones de K+, pH 8,5 o pH 7,4; y luego
Materiales y Métodos. Los resultados son incubados 30 minutos a 37 C. Los resultados son
representativos de tres experimentos similares. representativos de tres experimentos similares.
Las barras representan la media i error de Cada punto representa la media de ensayos
ensayos duplicados. duplicados.

potasio en medio control (pH 7,4), no se observaron cambios en el

porcentaje de células reaccionadas (Fig. 34). Sin embargo, a pH 8.5 se

observa un aumento en la reacción acrosomal correlacionada con el

incremento en 1a concentración de potasio. El máximo efecto (38% de

espermatozoides reaccionados) fue observado a 90 mM KCl.

E1 efecto de antagonistas de canales de calcio en la reacción

acrosomal inducida por depolarización de membrana se muestra en la

figura 35. Nitrendipina y verapamil, que bloquean especificamente

canales de calcio de tipo L [141,284], fueron mas eficientes que W

conotoxina a una concentración de 10 pM. Estos antagonistas

alcanzaron su EC50 en el rango de nM (60, 100 y 400 nM

respectivamente). Se necesito mayor concentración de níquel, lantano o

cadmio para inhibir 1areacción acrosomal inducida por depolarización de
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Table 4. Efecto de antagonistas de canales de calcio en la reacción acrosomel inducida por NGP.

BWW BSA-GlcNAc ESA-Man

Control lltl 2511 2512
Nitrendipina 13 t 2 14 :t 3 12 i 4
Verapamil 10 t 2 14 :t 3 18 :i: 1
m-conotoxina 9 :t 5 12 :t 3 11 :t 4
Lantano 1013 1013 lltl
Niquel 8 t 3 lO :t 3 lO t l
Cadmio lltl 11:6 13:4

Los espermatozoides capacitados fueron transferidos al medio BWW modificado (80 mM K+, pH 6,5)
conteniendo 1 pM nitrendipina, verapamíl, o w-conotoxina; o l mM níquel, lantano, o cadmio. Células
incubadas en BWWfueron usadas como control. Luego de ajustar el pH a 7,4, se agregó BSA-GlcNAco BSA
Man para una concentración final de l pg/ ml. Luegode 30 min a 37 C se tomaron alicuotas para determinar
el porcentaje de reacción acrosomal. Los resultados son representativos de tres experimentos similares.

membrana y sus CE50fueron de 80 uM para Ni2+ y La3+ y de 400 uM

para Cd2+.

Los antagonistas de calcio fueron testeados en la reacción

acrosomal inducida por neoglicoproteínas. Nitrendipina, verapamil y w

conotoxina fueron usados a una concentración de 1 uM; mientras que

níquel, cadmio y lantano a 1 mM. Todos estos agentes fueron capaces de

inhibir la reacción acrosomal inducida por neoglicoproteínas (Tabla 4).

Finalmente, se investigó el efecto de la toxina de Pertussis en la

reacción acrosomal inducida por depolarización de membrana. El

pretratamiento con toxina de Pertussis no modifica el porcentaje de

espermatozoides reaccionados inducido por el aumento de pH y

concentración de potasio (Fig.36).
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l Materiales y Métodos)y son representativos de tres
El10 -a -e —4 —2 o experimentos. Cada punto representa la media de

[antagonista] (log M) ensayos duplicados.

4. DISCUSION

En base a la hipótesis de que los oligosacáridos presentes en la

zona pellucida inducen la reacción acrosomal por agregamiento de

receptores específicos en la superficie del espermatozoide, se estudió la

participación de varios residuos glicosilados en la reacción acrosomal de

espermatozoides humanos.

Los monosacáridos no fueron capaces de inducir la reacción

acrosomal, mientras que, cuando están covalentemente unidos a una

macromolécula, estímularon este proceso. De las siete neoglicoproteínas

testeadas, solo BSA-GlcNAcy BSA-Man fueron capaces de inducir la

reacción acrosomal a una concentración de 1 ¡ig/ml. Estos resultados

sugieren la participación de residuos manosa y N-acetilglucosamina en la

inducción de la exocitosis acrosomal en humanos.
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Figura 36. Efecto de la toxina de Pertussis en la 45 ' r '
reacción acrosomal inducida por depolarización. 4° CMV!" _- PTxLos espermatozoides fueron capacitados en
presencia o ausencia de 0,5 pg/ml P’I‘xy luego
transferidos a BWWpH 8,5 (8,5); BWWmodificado
(80 mM K+, pH 8,5) (K+); o BWW (control). Las
células fueron incubadas por 30 min a 37 C y
luego se tomaron alícuotas para determinar el
porcentaje de reacción acrosomal. Los resultados
son representativos de tres experimentos
similares. Las barras representan la media i error

96espermatozoidesreoccíonadosde ensayos por duplicado.

Existen evidencias que sugieren que los residuos manosa son

esenciales o estan estrictamente relacionados con el sitio receptor del

espermatozoide para zona pellucida humana [216,301]. La expresión de

estos sitios receptores para manosa en la superficie del espermatozoide

fue detectada con una neoglicoproteína manosilada y marcada con

fluoresceína, y está asociada con la capacidad de unión a zona humana

en fertilización in vitro [18]. Por 10tanto, sitios receptores para residuos

D—manosaserian posibles determinantes del reconocimiento de gametas

y fertilización en humanos. Los resultados obtenidos con BSA-Man

induciendo 1a reacción acrosomal estarían de acuerdo con estas

observaciones.

La unión de espermatozoides humanos a 1a zona pellucida, así

como la'reacción acrosomal inducida por zona son significativamente

inhibidas por fucoidin, un polímero de fucosa [199,227,228], sugiriendo

que estos residuos están involucrados en la interacción entre los

gametas. Sin embargo, nuestros resultados con BSA-Fuc muestran que

se necesitan altas concentraciones de esta neoglicoproteína para



estimular la reacción acrosomal. Otras neoglícoproteínas, como ESA-Gal,

BSA-Glc, BSAïGalNAcy BSA-Lac no presentaron capacidad de inducir la

reacción acrosomal.

La inducción de la reacción acrosomal por BSA-GlcNAc fue

eficientemente inhibida por N-acetilglucosamina. Resultados similares

fueron obtenidos con manosa en respecto a la inducción por BSA-Man.

Los ensayos de inhibición usando monosacáridos indican que BSA

GlcNAcy BSA-Manactúan especificamente a través de sus propios sitios

de unión, y no se observó un efecto sinérgico entre las dos

neoglícoproteínas, Estos resultados tienen dos explicaciones posibles: A)

ambos agentes poseen sitios de unión independientes en el

espermatozoide, o B) un único receptor posee sitios de unión tanto para

N-acetilglucosamina como para manosa. Por lo tanto, los

espermatozoides humanos presentan sitios de unión para N

acetilglucosamina y manosa, los cuales están involucrados en el

mecanismo de inducción de la exocitosis acrosomal.

Los estudios de inhibición usando enzimas proveen mas

información tanto sobre especificidad de los ligandos como sobre su

posible participación en la reacción acrosomal inducida por

neoglícoproteínas. BNAG soluble, así como algunos de sus ligandos

específicos, inhibieron la inducción por BSA-GlcNAc,mientras que no se

logró efecto con otras enzimas como a-manosidasa y

galactosiltransferasa.
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La a-Manosidasa pudo inhibir parcialmente el efecto de BSA-Man

sobre la reacción acrosomal, sugiriendo una posible participación de esta

enzima. Bajo las mismas condiciones, BNAG presentó un efecto

inhibitorio similar a a-manosidasa. Sin embargo, la a-manosidasa

"neutra" que ha sido descripta en membranas de espermatozoides

[315,317] y que podria estar involucrada en estos mecanismos, presenta

distintas características que la típica a-manosidasa lisosomal empleada

en estos ensayos, como por ejemplo, distinta especificidad por

oligosacáridos de alto contenido en manosa [3].

Se requiere capacitación in vivo o in vitro para la inducción

fisiológica de la reacción acrosomal. El ionóforo de calcio desencadena la

reacción acrosomal a través de un efecto farmacológico de

permeabilización de la célula al calcio, independiente del proceso de

capacitación, y sin involucrar receptores de membrana. En este caso la

respuesta máxima se alcanza casi instantáneamente (aproximadamente

2 min). La inducción por BSA-GlcNAc,mientras tanto, es efectiva solo en

espermatozoides capacitados, y presenta cinética similar a lo reportado

para inducción por zona, es decir entre 20 e 30 minutos [66]. Si los

espermatozoides son capacitados en presencia de calcio, y este ion es

quelado cuando se adiciona BSA-GlcNAc,no se observa inducción de la

reacción acrosomal. Esto muestra que la inducción por neoglicoproteína
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requiere influjo de calcio extracelular similar al descripto para la

inducción fisiológica.

Los espermatozoides de mamíferos poseen proteínas G que están

involucradas en la vía de transducción de señales de la inducción de la

reacción acrosomal por zona pellucida [94,167]. Espermatozoides

incubados con zona pellucida muestran aumentada la actividad de

GTPasa y unión a GTPyS,efectos que son inhibidos por tratamiento con

toxina de Pertussis [322,329]. El tratamiento con esta toxina también

inhibe la inducción de la reacción acrosomal por zona pellucida

[94,105,182].

Los resultados expuestos indican que la exocitosis acrosomal

inducida por neoglicoproteinas ocurre por la misma vía de transducción

de señales que la inducida por zona pellucida. Tanto el efecto de BSA

GlcNAc como de ESA-Man, fueron bloqueados cuando los

espermatozoides fueron pretratados con toxina de Pertussis, lo que

sugiere la presencia de una proteína regulatória de tipo Gi. Además, la

reacción acrosomal inducida por neoglicoproteinas es inhibida por dosis

de esta toxina similares a las concentraciones usadas para inhibir el

efecto de la zona [182]. El hecho de que la toxina de Pertussis no inhiba

la inducción de la reacción acrosomal por ionóforo descarta una acción

inhibitoria sobre los eventos post transduccionales como captación de

Ca2+o 1a fusión de membranas. Por otro lado, el tratamiento con toxina

de cólera no afecta la inducción de la reacción acrosomal por los agentes

testeados, de acuerdo con la ausencia de proteínas G que pueden servir
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como sustrato para ADP-ribosilaciónpor esta toxina en espermatozoides

de mamíferos [19,138,168].

Estudios utilizando antagonistas para canales de calcio voltaje

dependiente dan evidencias de que este tipo de canal tendría un

importante papel en espermatozoides de mamíferos. Estos canales

estarían involucrados en la maduración [229], capacitación [11,232] y

reacción acrosomal [103] de espermatozoides. E1 tratamiento de

espermatozoides humanos con los antagonistas diltiazem o verapamil no

bloquean el influjo de calcio [153], indicando que canales de calcio

voltaje dependiente no estarian involucrados en el mecanismo de control

del calcio intracelular en condiciones basales. Se han purificado canales

iónicos voltaje dependiente de espermatozoides humanos [343] que

presentan mayor selectividad para cationes monovalentes, sin embargo

también son permeables a aniones y iones divalentes. Se presentan aquí

evidencias que respaldan la presencia de este tipo de canales en

espermatozoides humanos. Se demostró que se puede inducir reacción

acrosomal por depolarización de membrana, y que el pretratamiento con

antagonistas de calcio puede inhibir este efecto. Nuestros resultados

también muestran que la vía entre activación de estos canales y la

reacción acrosomal no es sensible a toxina de Pertussis, de acuerdo con

lo establecido en otras especies [103]. Estos resultados sugieren que la

activación de VDCC por depolarización evitan el paso regulatorio

modulado por proteina G que estaría acoplada a los sitios de unión a N

acetilglucosamina y manosa, o en otras palabras la proteína G estaría

"upstream" a VDCC en esta vía. En la figura 37, se muestra posible



modelo para este mecanismo, basado en [94,103,137] y resultados

presentados aquí.

¡e

ESTIMULO

Flgura 37. Modelopara el mecanismo de transducción de señales de la reacción acrosomal. (a) La proteina G
esta como hetemtrimero; el receptor para oligosacáridosesta desocupado. (b)la unión de oligosacáridos a los
receptores causaría el agregamiento de estos, que interactuarlan con la proteina G, causando la disociación
de las subunidades a y [31(c) La subunidad a interactuaria con un efector que provocaría la activación de
canales de calcio voltaje dependiente, resultando en el influjo de calcio. En este mismo sistema, el complejo
subunidad Bylibre también podría interactuar directamente con el elector, o actuar independientemente
sobre un distinto efecto, y de esta manera participar en la regulación de este proceso.



Los canales iónicos son modulados por proteínas G [43,258], y

tanto subunidades ot [201] como By[190,243] han sido descriptas en su

regulación. Canales de calcio son activados durante la reacción

acrosomal, inducida por la cubierta vítelina en erizos de mar [123], así

como inducida por zona en mamíferos [103]. Sin embargo, los

mecanismos de regulación de canales de calcio por proteínas G no está

totalmente elucidado, y la inducción fisiológicade la reacción acrosomal

puede estar mediada por activación indirecta de canales de calcio por

proteínas G.

Como se discutió previamente, la inducción por BSA-GlcNAc

requiere calcio, es efectiva solo en espermatozoides capacitados y

presenta cinética similar a 1a reportada para inducción por zona. Estos

resultados, en conjunto con los de inhibición de la reacción acrosomal

inducida por neoglicoproteínas por toxina de Pertussis y antagonistas de

canales de calcio indican el significado fisiológicode este proceso.
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Final



DISCUSION FINAL

Los complejos entre proteínas y carbohidratos complementarios

están involucrados en el reconocimiento celular [248, 273, 274, 283,

328]. El agregamiento de receptores en respuesta a estímulos

extracelulares causa la activación de vías de señales intracelulares,

similar a los cambios asociados a la reacción acrosomal, como

incremento en el pl-Iintracelular y incorporación de calcio [11, 105, 150,

152]. La exocitosis acrosomal en respuesta a neoglicoproteínas estaría

mediada por el agrupamiento de los sitios de unión en la superficie del

espermatozoide, dado que los monosacáridos solo son efectivos cuando

están asociados a una macromolécula. El efecto de BSA-GlcNAcen‘ la

reacción acrosomal, y 1ainhibición de este efecto por ligandos específicos

de la BNAGasí como por BNAGsoluble, permiten considerar que esta

enzima puede estar involucrada en la inducción de la reacción acrosomal

en humanos.

El agregamiento de receptores para oligosacán'dos de la zona

pellucida ha sido propuesto como mecanismo de inducción de la reacción

acrosomal. Se ha demostrado que cuando espermatozoides capacitados

de ratón son tratados sucesivamente con (a) glicopéptidos de ZP3, (b)

fragmentos Fab anti-ZP3, y (c)anti-IgG, se observa que la mayoría de las

células sufren la reacción acrosomal después de la adición del segundo

anticuerpo, que agregaría los sitios de unión [187]. También en el ratón,

se demostró que el tratamiento de los espermatozoides con anti



galactosiltransferasa bloquea la interacción entre gametas y induce la

reacción acrosomal (194). Se mostró que otros inhibidores de la unión

espermatozoide-ovocito que perturban la actividad de

gaJactosiltransferasa como UDP-galactosa, N-acetilglucosamina o Fab

anti-galactosiltransferasa no inducen la exocitosis acrosomal. Estos

datos, juntamente con el hecho de que el tratamiento con Fab mas anti

IgG induce la reacción acrosomal [194], estarian reforzando el

agregamiento de receptores como mecanismo de inducción. Por otro lado,

se ha caracterizado un polipéptido de vesícula seminal (SVI)que actúa

como inhibidor de proteasa y bloquea interacción espematozoide-ovocito

y la reacción acrosomal inducida por zona pellucida [33]; tratando los

espermatozoides con SVI mas anti-SVI se logra inducir la reacción

acrosomal. En espermatozoides humanos, nuestros resultados indican

que el mecanismo de inducción de la reacción acrosomal por

neoglicoproteinas también seria por agregamiento de receptores visto que

se necesita que los azucares estén unidos a una macromolécula para

inducir este efecto.

Enzimas como la a-manosidasa en rata [316], ratón [59] y

humanos [317]; fucosiltransferasa en ratón [49]; acrosina en porcino

[307, 308]; y B-galactosidasa en conejo [222] han sido propuestas como

sitio complementario para las glicoproteína de la zona pellucida en la

superficie del espermatozoide. Más especificamente, en el ratón, B-1,4—

galactosiltrasferasa fue identificada como sitio complementario para la

glicoproteína ZP3 y su agregamiento en la superficie del esperrnatozoide

desencadenaría la reacción acrosomal [209]. Por otro lado, las



glic0proteína ZP3 y ZP2 de la zona pellucida de ratón presentan alto

contenido de residuos manosa en sus cadenas de oligosacáridos [313].

Se ha demostrado que la inhibición de la a-manosidasa presente en la

superficie de espermatozoides de ratón lleva al bloqueo de 1a unión entre

las gametas [59], sugiriendo que esta enzima también participaría en el

reconocimiento espermatozoide-ovocito en esta especie. En un trabajo

previo [17], Benau 8:,Storey obtienen evidencias de que por lo menos dos

sitios de unión para la zona pellucida de ratón en espermatozoides

homólogos son independientes en la unión a ligandos específicos de la

zona. Estos sitios son: un sitio con actividad de galactosiltrasferasa, y un

sitio sensible a inhibidores de tripsina. Estos datos estarian indicando

que distintos sitios participan el reconocimiento entre las gametas, y

posiblemente la "combinación" de estos daría mayor especificidad.

La importancia de los residuos N-acetilglucosamina en

fertilización deriva de las siguientes observaciones. Se ha detectado un

incremento en los residuos N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina y

galactosa en la zona pellucida durante la maduración de ovocitos de

hamster [161, 257]. El tratamiento de espermatozoides con este azúcar

causa la completa inhibición de la unión espermatozoide-ovocito en esta

especie [1, 172]. Finalmente, la cubierta vitelina de ovocitos de ascidias

(equivalente a la zona pellucida de mamíferos) está‘ compuesta por dos

glic0proteína principales que presentan 86% N-acetilglucosamina/N

acetilgalactosamina en su composición de carbohidratos [188]. La BNAG

del espermatozoide ha sido descripta como indispensable para la



fertilización en ascidias [119] por mediar la interacción con la cubierta
a

vitelina.

Considerando los resultados presentados, y que varias

enzimas han sido propuestas como agentes esenciales en el

reconocimiento entre gametas, es posible considerar la participación de

la BNAGen la interacción espermatozoide-ovocito en humanos.
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