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RESUMEN EN CASTELLANO 

 
N-ACETILGLUCOSAMINIDASA Y SU PARTICIPACIÓN DURANTE  LA 

INTERACCION DE GAMETAS EN EL HÁMSTER 

 

La interacción entre gametas está mediada por los oligosacáridos de la 

cubierta del ovocito (la zona pelúcida, ZP) y proteínas complementarias del 

espermatozoide. En este trabajo se estudió la participación de los carbohidratos en las 

distintas etapas del proceso de interacción entre el espermatozoide de hámster y ZP. 

La presencia de GlcNAc fue capaz de inhibir la unión del espermatozoide a la ZP, 

revelando que es el azúcar mas relevante en este proceso de interacción. El 

monosacárido también inhibió la reacción acrosomal (RA) espontánea e inducida por 

ZP. Usando un modelo que nos permitió tener capacitación y unión a ZP sin RA, 

pudimos verificar que la GlcNAc está involucrada en la unión primaria a través de sitios 

de unión para el azúcar en el espermatozoide. Utilizando ensayos de fertilización in vitro 

(FIV), analizamos la participación de GlcNAc en los diferentes pasos de la interacción 

espermatozoide-ovocito, pero no hallamos evidencias de su participación más allá de la 

unión primaria. La ZP fue reconocida como un ligando por la β-N-acetilglucosaminidasa 

(NAG) de espermatozoides de hámster. Esta enzima estaría distribuida en dos 

poblaciones: una acrosomal y otra débilmente asociada a la membrana plasmática. La 

actividad total de NAG disminuyó como consecuencia de la activación y liberación de un 

modulador luego de la capacitación y RA. Ligandos de NAG fueron capaces de inhibir la 

unión primaria del espermatozoide a la ZP. En ensayos de FIV, no se detectó efecto 

alguno cuando un inhibidor de NAG fue agregado luego de que la unión primaria tuviera 

lugar. Por otro lado, el agregado de NAG exógena fue capaz de inhibir la interacción 

entre gametas. En conclusión, los resultados presentados en este trabajo indican que 

una NAG de membrana del espermatozoide actuaría como proteína de unión para los 

residuos GlcNAc terminales de la ZP, mediando de esta manera la unión primaria entre 

ambas gametas. 
 

Palabras clave: espermatozoide, reacción acrosomal, carbohidratos, lectinas, N-

acetilglucosamina, N-acetilglucosaminidasa, zona pelúcida, unión primaria, unión 

espermatozoide - zona pelúcida, fertilización.        



 

 



RESUMEN EN INGLES 
 

N-ACETYLGLUCOSAMINIDASE PARTICIPATION DURING THE HAMSTER 
GAMETES INTERACTION 

 
Gamete interaction is mediated by the oligosaccharides of the egg extracellular 

coat (the zona pellucida, ZP) and complementary proteins in the spermatozoa. In this 

study, the participation of carbohydrates in the different steps of hamster sperm 

interaction with the ZP was analyzed. The presence of GlcNAc inhibited sperm binding 

to the ZP, revealing that it is the most relevant sugar in this interaction process. The 

monosaccharide also inhibited the spontaneous and ZP-induced acrosome reaction 

(AR). Taken advantage of a method that allowed capacitation and ZP binding without 

AR, the involvement of sperm GlcNAc binding sites in primary binding to the ZP was 

verified. Carrying out in vitro fertilization (IVF) assays, the participation of GlcNAc in the 

different steps involved in sperm-oocyte interaction was analyzed, but no evidences for 

its involvement beyond primary binding was found. Soluble ZP was recognized as a 

ligand by the hamster sperm β-N-acetylglucosaminidase (NAG). This enzyme seems to 

be distributed in two populations in sperm: one within the acrosome and another one 

weakly associated to the plasma membrane. Total NAG activity diminished as a 

consequence of the activation and release of a regulatory molecule after capacitation 

and AR. NAG ligands were able to inhibit sperm primary binding to ZP. During IVF 

assays, no effect was detected when a NAG inhibitor was added after primary binding 

took place. Additionally, exogenous NAG was able to inhibit gamete interaction. In 

conclusion, results suggest that a membrane sperm NAG would be acting as a binding 

protein for the ZP terminal GlcNAc residues during primary binding between gametes. 

 

Keywords: sperm, acrosome reaction, carbohydrates, lectin, N-acetylglucosamine, N-

acetylglucosaminidase, zona pellucida, primary binding, zona binding, fertilization. 
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AMPc   3´,5´fosfato cíclico de adenosina 
At   Actividad Total de NAG 
BSA   Albúmina sérica bovina 
Con A    Concanavalina A 
CTC    Clortetracilina 
FIV   Fertilización in vitro 
GalNAc   N-Acetilgalactosamina 
GalTasa   Galactosiltransferasa 
GlcNAc   N-Acetilglucosamina 
hCG   Gonadotropina coriónica humana 
HEPES    1-Piperazineethane sulfonic acid, 4-(2-hydroxyethyl)-  

monosodium salt 
hrNAG   N-Acetilglucosaminidasa recombinante humana 
ES   Error standard 
kD   Kilodaltons    
Lacta   Alfa-lactalbúmina 
Lactona   2-acetamido-2-deoxy-D-glucono-1,5-Lactona 
MU   4-methylumbelliferona 
MUG   4-methylumbelliferyl-N-acetyl-ß-D-glucosaminide 
NAG   N-Acetilglucosaminidasa 
P   Pellet 
PBS   Buffer fosfato salino 
PNP-GlcNAc  p-nitro-phenyl-N-acetilglucosaminide 
PMSG   Gonadotropina sérica de yegua preñada  
PVA   Polivinilalcohol 
PVDF   Polivinilideno difluride 
RA   Reacción acrosomal 
SN   Sobrenadante 
SWM   Medio para el lavado de espermatozoides 
TALP   Medio Tyrode 
Tiazolina   N-acetilglucosamina-tiazolina 
UDP-Gal   Di fosfouridina-galactosa 
UDP-Glu   Di fosfouridina-glucosa  
UF   Unidades de fluorescencia 
UI   Unidades internacionales 
ZP    Zona pelúcida 
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La fertilización es un proceso por el cual una gameta femenina y una 

masculina se unen para crear un descendiente genéticamente diferente de los 

progenitores. Este tipo de reproducción surgió durante la evolución y se 

mantuvo en diversos grupos de animales, incluídos los mamíferos, por ser un 

mecanismo más eficiente para que los organismos puedan adaptarse a los 

diversos cambios del medio ambiente.  

La fertilización es el punto donde potencialmente comienza una nueva 

vida. El conocimiento mas detallado de este proceso permitiría desarrollar 

nuevas técnicas y terapias que regulen la fertilidad y ayuden a solucionar los 

casos de infertilidad.  

 

LA GAMETA FEMENINA 

 
Morfología del ovocito  

 

En el ovario, el ovocito madura y crece. Luego es ovulado y transportado 

al oviducto donde se produce la fertilización (Harper, 1982). En la mayoría de las 

especies de mamífero el ovocito se encuentra arrestado en la metafase II de la 

meiosis al momento de la ovulación. Este proceso se reanuda con la fertilización 

(Figura 1).  

 

 

 



K.  Zitta                                                                                                                  INTRODUCCION    

 21

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Cuando es ovulado, el ovocito está rodeado por una capa de células de la 

granulosa, el cúmulus oophorus, y por la zona pelúcida (ZP). Las células del 

cúmulus están inmersas en una matriz extracelular de ácido hialurónico 

polimerizado conjugado a proteínas (Yanagimachi, 1994). Se cree que una de 

las funciones principales de esta gran masa de células y proteínas es la de 

Implantación

Blastocisto
Ovulación 

OVARIO 

Fertilización

Mórula 

Ovocito II 

Clivaje

 

                               Decidua parietal 
 

                                         Miometrio 
UTERO 

Figura 1. Esquema del recorrido del ovocito y del embrión en el aparato genital femenino 
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aumentar la superficie del ovocito para hacerlo mas fácil de capturar por las 

fimbrias, así como también para que el espermatozoide encuentre a la gameta 

femenina con mayor facilidad (Bedford and Kim, 1993). Otra de las funciones 

que se le pueden atribuir al cúmulus  es la de reducir variaciones individuales en 

la capacidad de fertilizar ovocitos entre machos de una misma especie. Sin 

embargo, ninguna de estas funciones parecería esencial para el proceso de 

fertilización ya que en algunas especies el cúmulus no está presente durante la 

interacción entre gametas. 

 

 Zona pelúcida 

 

La zona pelúcida (ZP) es una malla de glicoproteínas que rodea a los 

ovocitos de todas las especies de mamíferos. Las cadenas de oligosacáridos de 

la ZP y proteínas complementarias unidoras de carbohidratos en el 

espermatozoide median el reconocimiento e interacción entre ambas gametas 

(Bedford, 1977; Setchell, 1982; Töpfer-Petersen et al., 1993; Yanagimachi, 

1994; Nixon et al., 2001; Diekman, 2003). Además, la ZP participa en el bloqueo 

de la polispermia y acompaña al embrión hasta el momento de la implantación 

en la cavidad uterina (Wassarman, 1989). Aunque la composición de la ZP varía 

entre las distintas especies, la mayoría comprende 3 glicoproteínas: ZP1, ZP2 y 

ZP3. Esta es la denominación original atribuida de acuerdo a la ubicación 

después de una corrida electroforética. Las moléculas de ZP2 y ZP3 se unen 

para formar filamentos que se conectan a través de ZP1 constituyendo una 
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estructura tridimensional. Cada una de las glicoproteínas de la ZP muestra un 

amplio rango de peso molecular debido a una extensiva glicosilación. Aunque la 

anterior es la denominación mas conocida y sigue siendo las mas utilizada, una 

clasificación posterior basada en los genes que codifican para estas proteínas 

las rebautizó ZP A, B y C (Harris et al., 1994). Recientemente, se ha descripto 

que son 4 las glicoproteínas que forman la ZP, por lo que a ésta última lista se 

agregó la ZP D (Rodeheffer and Shur, 2004a; Hoodbhoy et al., 2005).  

La composición de la ZP varía a lo largo de la vida del ovocito (Fowler 

and Grainge, 1985; Kimura et al., 1991; Kalab et al., 1993; Suzuki et al., 1994). 

Incluso después de la ovulación se incorporan proteínas oviductales que alteran 

sus características glicosídicas y funcionales (Schmidt et al., 1997; Rufas and 

Shalgi, 1990; Shalgi et al., 1991; El-Mestrah and Kan, 2001). 

En algunas especies se ha descripto que la ZP no es homogénea, sino 

que su composición varía a lo ancho de su estructura al ser analizada con 

lectinas y anticuerpos (Phillips and Shalgi, 1980; Maymon et al., 1994; Avilés et 

al., 2000). Existen diferencias entre las distintas especies de mamíferos con 

respecto a la composición glicosídica de las ZP. Los distintos patrones de 

distribución de azúcares podrían servir como determinantes en la interacción 

especie-específica entre gametas (Skutelsky et al., 1994; Avilés et al., 2000). 
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LA GAMETA MASCULINA 

 

Morfología del espermatozoide 

 
El espermatozoide es una célula polarizada y especializada en la cual se 

distinguen dos regiones principales altamente conservadas entre las distintas 

especies: la cabeza, que contiene el núcleo con el ADN y toda la maquinaria 

para la interacción con el ovocito, y la cola, relacionada con la producción de 

energía y motilidad (Figura 2). Ambas regiones pueden además ser subdivididas 

en compartimientos que se correlacionan con una función especifica. La 

organización básica de los espermatozoides es común en todos los mamíferos, 

variando principalmente en la forma y el tamaño (Figura 3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Vaina 

Mitocondrial

Pieza 
media

Anulus 

Acrosoma 

Pieza final 

Vaina 

Pieza 
principal Pieza principal 

Pieza 
conectora 

Figura 2. Esquema representativo del espermatozoide de mamíferos. 
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La interacción con el ovocito está restringida a la cabeza del 

espermatozoide, cuya membrana plasmática puede ser dividida en tres 

dominios: acrosomal, post acrosomal y segmento ecuatorial. Inmediatamente 

por debajo de la membrana plasmática de la zona anterior de la cabeza, se 

encuentra el acrosoma. Esta es una organela ubicada por encima del núcleo, lo 

cual diferencia la membrana que la rodea en acrosomal interna (la que queda 

yuxtapuesta al núcleo) y externa (la que queda más cerca de la membrana 

plasmática). En el acrosoma se almacena material particulado (la matriz 

acrosomal) y un amplio número de enzimas hidrolíticas como la manosidasa, 

acrosina, hialuronidasa, sialiltransferasa, fosfatasa acida, fosfolipasas, N-

acetilglucosaminidasa, colagenasa y galactosiltransferasa entre otras. Estas 

Figura 3. Diagrama de diversos 
espermatozoides de mamíferos euterios 
(7-13) y marsupiales 1-6). 

1- Money possum: Tarsipes rostratus 
2- Rata marsupial: Dsyuroides byrney 
3- Brindled bandicoot de nariz corta: 

Isoodon macrourus 
4- Tammar wallaby: Macropus eugenii 
5- Possum de cola de cepillo: Trichosurus 

vulpecula 
6- Koala: Pahascolarctos cinereus 
7- Hipopótamo: Hippopotamus amphibius 
8- Hombre: Homo sapiens. 
9- Conejo: Oryctolagus cuniculus 
10- Raam: Ovis aries 
11- Hámster dorado: Mesocricetus auratus. 
12- Rata: Rattus novergicus 

Hámster chino: Cicetulus griseus 
      13- Chinese hamster Crisetulus griseus.  
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enzimas son liberadas con la reacción acrosomal, un evento exocitótico que se 

produce como consecuencia de la interacción con la ZP.  

 

Maduración epididimaria del espermatozoide 

 

Los espermatozoides de mamífero están altamente diferenciados al  

abandonar el testículo (Figura 4), sin embargo aun no poseen la capacidad de 

moverse progresivamente, ni de fertilizar un ovocito. 

 

. 

Ep
id

id
im

o 

Vejiga 

Pene 

Cuerpo cavernoso 

Uretra 

Cuerpo esponjoso 

Prepucio 
Glande 

Cabeza 

   Cuerpo 

Cola o 
cauda 

Figura 4. Esquema del aparato genital masculino 
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La capacidad fertilizante y la motilidad progresiva se obtienen durante el 

pasaje de los espermatozoides a través del epidídimo, en un proceso 

denominado maduración (Bedford, 1979; Dacheux et al., 1991; Cooper, 1992; 

Amann et al., 1993). Aunque no todos los espermatozoides adquieren estas 

características al mismo tiempo, cuando alcanzan la zona del cauda 

epididimario (el sitio de almacenamiento de los espermatozoides) ya casi todos 

poseen motilidad y una capacidad fertilizante potencial. El epidídimo provee las 

secreciones y el tiempo necesario para que los espermatozoides testiculares 

(inmaduros) se transformen en maduros. Durante este proceso, se producen 

cambios metabólicos  y morfológicos o estructurales (Cooper, 1992; 

Yanagimachi, 1994). Es importante destacar los diversos cambios que sufren los 

componentes de la membrana plasmática del espermatozoide:  

- Modificación y/o desenmascaramiento de componentes existentes 

debido a glicosilación, fosforilación, proteólisis o hidrólisis de 

glicoconjugados (Cuasnicú et al., 2002; Yeung and Cooper, 2003; 

Tulsiani, 2003). 

- Redistribución de componentes existentes (Lin and Kan, 1996; Myles 

and Primakoff, 1984; Rochwerger and Cuasnicu, 1992; Spungin et al., 

1995; Cuasnicú et al., 2002; Gatti et al., 2004). 

- Unión de nuevos componentes de origen epididimario a la superficie del 

espermatozoide (Hunnicutt et al., 1997; Agrawal et al., 1989; Boue et al., 

1992; Boué et al., 1995; Jin et al., 1997; Cuasnicú et al., 2002; Gatti et al., 

2004). 
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Se han determinado varias proteínas secretadas por el epidídimo que 

se asocian al espermatozoide durante la maduración y participan en la 

adquisición de la capacidad fertilizante (Cuasnicu et al., 1984; Gatti et al., 2004). 

Su papel como mediadoras de la maduración epididimaria ha sido sustentado 

por estudios en animales de experimentación. En varias especies se ha 

demostrado que el agregado de proteínas epididimarias a espermatozoides 

inmaduros aumentan su capacidad de unión a ZP (Orgebin-Crist and Fournier 

Delpech, 1982; Sanjurjo et al., 1990; Cooper, 1992; Boué et al., 1995) .  

 

Capacitación  

 

El espermatozoide maduro es almacenado en el segmento más distal 

del epidídimo (la cola o cauda) hasta el momento de la eyaculación (Figura 4). A 

pesar de ser una célula madura, el espermatozoide eyaculado no está 

preparado para lograr una fertilización efectiva. Para poder expresar su 

capacidad fertilizante, la gameta masculina debe sufrir una serie de eventos 

moleculares que ocurren en el tracto genital femenino y que se conocen en 

conjunto como capacitación (Austin, 1951; Chang, 1951; Iwamatsu and Chang, 

1969). Este proceso puede llevarse a cabo in vitro por incubación en medios 

definidos (Bavister, 1989; Fraser, 1993). Estos medios deben contener 

básicamente: sustratos energéticos, un aceptor de colesterol, concentraciones 

fisiológicas de sodio y bicarbonato de sodio. Actualmente, el mecanismo 

completo del proceso de capacitación no está del todo definido. Sin embargo 
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algunos eventos han sido identificados, como por ejemplo, el eflujo de colesterol 

de la membrana plasmática (Davis, 1981; Langlais et al., 1988; Ehrenwald et al., 

1988; Ehrenwald et al., 1990; Hoshi et al., 1990; Hamamah et al., 1993; Cross, 

1998), el influjo de calcio a la célula (Emiliozzi et al., 1996; Minami et al., 1995), 

la activación de la adenilato ciclasa (lo cual causa un aumento del AMPc), la 

actividad de fosfolipasas, (que modifican las características de las membranas), 

la remoción, alteración y redistribución de componentes de superficie (Matson, 

1995), la modificación de la concentración intracelular de iones (Fraser and 

Ahuja, 1988; Breitbart, 2002), la hiperpolarización de la membrana plasmática 

(Zeng et al., 1995) y el incremento en la fosforilación en tirosina de varias 

proteínas (Visconti et al., 1995a). 

Como consecuencia de la capacitación, el espermatozoide cambia 

notoriamente su patrón de movimiento, que se vuelve más enérgico y menos 

progresivo a causa de una mayor amplitud en el movimiento del flagelo y la 

cabeza (Yanagimachi, 1970; Burkman, 1990). Los espermatozoides 

“hiperactivados” se mueven muy rápidamente y aunque en solución este patrón 

de motilidad parezca poco progresivo, provee la propulsión necesaria para 

avanzar en medios más viscosos y penetrar las envolturas del ovocito (Suarez 

and Dai, 1992). 

Los cambios sufridos por el espermatozoide durante la capacitación  

provocan la exposición de los receptores para la ZP y/o la capacidad de 

responder a estos sufriendo la reacción acrosomal (RA). 
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INTERACCION ENTRE GAMETAS 

 

Fertilización 

 

La fertilización representa una compleja interacción entre células 

altamente especializadas. Está comprendida por una serie de eventos 

coordinados que comienzan con la penetración del espermatozoide a través de 

las envolturas del ovocito, seguido por la incorporación del espermatozoide al 

citoplasma de la gameta femenina, y la consiguiente activación de la misma. 

Luego de una transformación del material nuclear de ambas gametas, tiene 

lugar la formación de los pronúcleos masculino y femenino y la unión del 

material genético de los mismos, proceso denominado singamia. Cada uno 

aporta el set haploide de material genético necesario para la formación del 

nuevo individuo. 

 

Durante muchos años fue difícil aceptar el hecho de que un ovocito de 

mamífero sea fertilizado en condiciones de cultivo. Los primeros experimentos 

exitosos fueron llevados a cabo por Charles Thibault y Louis Dauzier en 1954 

con gametas de conejo, pero evidencias irrefutables fueron aportadas por M. C. 

Chang en 1959, quien cultivó ovocitos in vitro hasta el estadio de 4 células, los 

transplantó al oviducto de una hembra, y luego obtuvo descendientes vivos y de 

ambos sexos. En 1979 este tipo de experimentos permitieron llevar a cabo el 

nacimiento del primer bebe humano producto de una fertilización in vitro.   
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En la actualidad la utilización de gametas de animales de laboratorio en 

ensayos de fertilización in vitro (FIV) permite, entre otras cosas, dilucidar los 

mecanismos involucrados en el proceso de fertilización.  

 

El espermatozoide debe estar capacitado e hiperactivado para ser capaz 

de atravesar el cúmulus oophorus y llegar hasta la ZP. La unión del 

espermatozoide a la ZP desencadena la RA con la consecuente liberación de 

las enzimas que hacen posible la penetración de la zona. Una vez en el espacio 

perivitelino, el espermatozoide puede fusionarse con el ovocito y finalizar el 

proceso de fertilización. 

 

Interacción espermatozoide-zona pelúcida 

 

La interacción entre el espermatozoide y la ZP comprende varios pasos (Figura 

5): 

- Asociación débil y reversible (attachment) 

- Unión primaria, caracterizada por ser fuerte y resistente al pipeteo 

-  Reacción acrosomal 

- Unión secundaria/penetración 

 

 

 

 



INTRODUCCION                                                                                                                  K.  Zitta                                   
 

 32

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Unión primaria 

 

Una asociación inicial rápida y débil entre el espermatozoide y la ZP, 

fácilmente disuelta por pipeteo, permite que tenga lugar el posterior 

acoplamiento fuerte y estable que se denomina unión primaria. El 

reconocimiento entre el espermatozoide y la ZP es altamente específico. Para 

garantizar esta especificidad, el espermatozoide presenta receptores que se 

unen principalmente a una proteína de la ZP, la ZP3. Sin embargo existen 

Zona Pelúcida                    Gránulo  
Membrana plasmática   cortical 

Espacio perivitelino 
  Unión 

 Iniciación de la RA 

 
Cola  

Espermatozoide 
reaccionado 
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media 

Reacción de 
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Espermato- 
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excluído 
Acrosoma  
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Núcleo 

Membrana plasmática 
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 Membrana acrosomal interna 
 Membrana acrosomal externa 
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    Vesiculización           Espermatozoide  
                                         reaccionado 

Figura 5: Pasos del proceso de Fertilización. 
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evidencias de  que esta molécula no es la única responsable de la unión 

primaria (Yurewicz et al., 1998; Rodeheffer and Shur, 2004a). 

La identidad del receptor para ZP3 es, hoy en día, muy controvertida 

(Bleil and Wassarman, 1990; Wassarman, 1990; Miller et al., 1992). En los 

últimos años se han propuesto una variedad de proteínas espermáticas capaces 

de unirse a la ZP (Tabla 1). Sin embargo, a pesar del sustento experimental de 

los resultados reportados, ninguno de los candidatos propuestos parece tener la 

exclusividad absoluta para establecer la unión primaria entre las gametas.  

 

Tabla 1: Proteínas propuestas como receptores para la ZP en distintas especies. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Especie Receptor de zona propuesto 

Ratón 
 
 
 
 
 
 
Hámster 
 
 
Cobayo 
 
 
Conejo 
 
Cerdo 
 
 
 
 
Caballo y toro  
 
Humano 
 

Galactosiltransferasa (60kDa) 
Manosidasa  
Sialiltransferasa 
Proteína de 95kDa 
Proteína de 56kDa  
Proteína de 15kDa 
 
Proteína de 26kDa 
Acrosina 
  
Proteína de 60 - 64 kDa 
Acrosina 
 
Proteína de 87kDa 
 
Proteína de 15kDa 
Proacrosina (53 - 55kDa) 
Proteína de 55kDa no Proacrosina 
Proteína de 18kDa 
 
Galactosiltransferasa 
 
Proteína tipo lectina de 54kDa 
Acrosina 
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Reacción acrosomal  

 

La asociación de varias proteínas receptoras del espermatozoide con 

una única molécula de ZP3 (Litscher et al., 1995) induce la agregación de los 

receptores en la gameta masculina y, como consecuencia, dispara la RA 

(Wassarman, 1987; Leyton and Saling, 1989; Saling et al., 1991). Este evento 

exocitótico está precedido de una entrada masiva de calcio (Lee and Storey, 

1989), y caracterizado por la vesiculización del acrosoma por fusión de las 

membranas plasmática y acrosomal externa (Figura 6), generando vesículas 

híbridas. Como consecuencia de la RA, se libera el contenido del acrosoma, 

queda expuesta la membrana acrosomal interna y se modifica el segmento 

ecuatorial adquiriendo capacidad fusogénica (Yanagimachi, 1981; Yanagimachi, 

1988).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Puntos 
de fusiónAcrosoma

Membrana 

plasmática

Núcleo 

 

Progresión de la reacción acrosomal 

Segmento  

Ecuatorial

Membrana acrosomal 
Interna 

 Vesículas 
 híbridas 

Figura 6. Progresión de la reacción acrosomal. 

Membrana acrosomal externa
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Carbohidratos e interacción del espermatozoide con la ZP 

 

Los oligosacáridos de las glicoproteínas de la ZP son los encargados de 

efectuar el primer contacto con receptores específicos del espermatozoide. A 

pesar de que diversos experimentos han demostrado que los carbohidratos 

juegan un rol fundamental en el reconocimiento entre gametas (Ahuja, 1982; 

Yanagimachi, 1988; Kumar et al., 1990; Chapman and Barratt, 1996; Miranda et 

al., 1997; Benoff, 1997; Oehninger et al., 1998; Loeser et al., 1999; Diekman, 

2003), el conocimiento de las estructuras oligosacarídicas de la ZP de 

mamíferos es limitada (Litscher and Wassarman, 1996; Avilés et al., 2000). La 

manosa y la N-Acetilglucosamina terminales fueron encontradas en la ZP de 

todos los ovocitos examinados con lectinas (Konami et al., 1995). Por lo tanto, 

las diferencias parecen encontrarse principalmente en la distribución que estos 

monosacáridos tienen en los oligosacáridos asociados a las glicoproteínas.  

  

En el caso de la ZP3 de ratón y de hámster, aunque los polipéptidos 

tienen tamaños similares, están glicosilados de manera diferente, a notar por el 

tamaño de la glicoproteína madura. A pesar de que las gametas de hámster y 

ratón pueden unirse in vitro (sugiriendo que sus receptores reconocen ciertos 

determinantes oligosacáridicos compartidos (Moller et al., 1990)), la ZP de ratón 

induce la RA en espermatozoides homólogos, pero no en los de hámster (Cherr 

et al., 1986; Uto et al., 1988). 
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El patrón de unión a lectinas es distinto en ovocitos provenientes de 

diferentes especies animales, y las variaciones aumentan con la distancia 

evolutiva de las mismas (Skutelsky et al., 1994).  

Dado que la ZP es una matriz glicoproteica, moléculas del 

espermatozoide que  sean capaces de unir azúcares se podrían relacionar con 

el reconocimiento de la zona. Las enzimas glicosídicas (glicosidasas y 

glicosiltransferasas) representan una posibilidad atractiva para esta hipótesis, ya 

que son abundantes en el espermatozoide y antes de ejercer su función 

enzimática deben reconocer al azúcar y unirlo (Conchie and Mann, 1957; Hoshi 

et al., 1985; Hall and Killian, 1987; Sada et al., 1992; Focarelli et al., 1997; Pasini 

et al., 1999; Martinez et al., 2000; Hutchinson et al., 2002b). Diversos reportes 

mencionan a estas enzimas del espermatozoide como elementos clave en el 

proceso de fertilización. Al principio habían sido relacionadas solo con la 

penetración del cúmulus y la ZP (Farooqui and Srivastava, 1980; Rodger and 

Young, 1981; Sada et al., 1992), pero posteriormente se las relacionó con la 

unión primaria a la ZP (Durr et al., 1977; Hoshi et al., 1985; Shur, 1993; Nixon et 

al., 2001). 

 

Enzimas unidoras de ZP 

 

α-D-manosidasa 

La α-D-manosidasa es una de las enzimas más fuertemente postuladas 

como participante en la unión del espermatozoide a la ZP (Tulsiani et al., 1989). 
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Los espermatozoides presentan dos isoformas de α-manosidasa que difieren, 

entre otras cosas, en su especificidad de sustrato. Una es la típica hidrolasa 

ácida y está dentro del acrosoma. La otra es una isoforma de membrana 

plasmática que hidroliza sustratos naturales (oligosacáridos) con un pH óptimo 

cercano al valor fisiológico (Tulsiani et al., 1989).  

 

β-1,4-galactosiltransferasa 

La β-1,4-galactosiltransferasa (GalTasa) es una glicosiltransferasa que 

transfiere galactosa de su co-factor, el UDP-Gal, a residuos terminales de N-

acetilglucosamina (GlcNAc) (Shur and Hall, 1982a). 

Esta es una de las enzimas más estudiadas en el proceso de unión de 

gametas por Shur y colaboradores (Shur, 1993). Inicialmente se observó que 

diversos ligandos y/o co-factores de la GalTasa (UDP-Gal, GlcNAc, 

lactosaminoglicano, α-lactalbúmina) podían inhibir la adhesión entre las gametas 

de ratón (Shur and Hall, 1982a; Lopez et al., 1985). El mismo efecto tenía la 

presencia de anticuerpos específicos o de GalTasa soluble (Lopez et al., 1985; 

Fayrer-Hosken et al., 1991; Miller et al., 1991b). Posteriormente se comprobó 

que esta enzima reconoce los residuos terminales GlcNAc de la ZP3 (Bleil and 

Wassarman, 1980; Miller et al., 1992) e induce la RA por activación de una 

proteína G (Gong et al., 1995). Más aún, espermatozoides de ratones knock out 

para la GalTasa se unen muy poco a ZP3 y presentan una marcada reducción 

en la RA inducida por ZP (Rodeheffer and Shur, 2004a). Sin embargo estos 

espermatozoides aún son capaces de unirse a los ovocitos in vitro (Rodeheffer 
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and Shur, 2004a; Rodeheffer and Shur, 2004b), indicando que existiría un 

mecanismo independiente de GalTasa para la unión primaria entre las gametas. 

 

β-N-Acetilglucosaminidasa  

La β-N-Acetilglucosaminidasa (NAG), es una glicosidasa ácida que 

hidroliza los residuos terminales GlcNAc de diversos glicoconjugados. Es una 

enzima ubicua, usualmente ubicada en los lisosomas, sin embargo en el tracto 

reproductivo de mamíferos presenta características muy peculiares.  

La NAG es la glicosidasa más activa en el epidídimo (Skudlarek and 

Orgebin-Crist, 1986; Kapur and Gupta, 1988; Miranda et al., 1995; Adamali et 

al., 1999a), donde es secretada de manera andrógeno dependiente y ha sido 

asociada con la maduración epididimaria (Chapman and Killian, 1984; Hall and 

Killian, 1987; Miranda et al., 1995). 

En el espermatozoide, fue reportada como una de las enzimas 

acrosomales y la glicosidasa con mayor actividad (Miller et al., 1993b; Takada et 

al., 1994).  

Muchas evidencias apoyan su participación durante la fertilización en 

diversos grupos de animales como mosca, ascidia, erizo de mar, sapo, y varios 

mamíferos (Khar and Anand, 1977; Sada et al., 1991; Miller et al., 1993b; 

Matsuura et al., 1995; Pasini et al., 1999; Martinez et al., 2000). Sin embargo, ha 

sido involucrada en distintos eventos incluídos en el proceso de fertilización, 

como la penetración del cúmulus (Farooqui and Srivastava, 1980; Rodger and 
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Young, 1981), la ZP (Miller et al., 1993b) y el bloqueo de la polispermia (Miller et 

al., 1993a; Miller et al., 1993b; Takada et al., 1994; Chen et al., 1995). 

Los ratones knock out para la NAG presentan anormalidades 

epidídimarias e infertilidad tardía (Adamali et al., 1999a; Adamali et al., 1999b; 

Juneja, 2002).  

A pesar de que la NAG es conocida como una de las enzimas 

acrosomales, evidencias de diversos laboratorios apoyan su presencia en la 

membrana plasmática de espermatozoides de distintas especies (Hall and 

Killian, 1987; Downey and Lambert, 1994; Schmid et al., 1994; Pasini et al., 

1999). En nuestro laboratorio también hemos encontrado una población de NAG 

en la membrana plasmática de espermatozoides humanos (resultados no 

publicados) que estaría involucrada en la unión a la ZP (Miranda et al., 2000) y 

la inducción de RA (Brandelli et al., 1994).  

 

Otros posibles receptores enzimáticos de ZP 

 

Otra enzima que también ha sido implicada en el reconocimiento de la ZP 

por el espermatozoide es la Fucosiltransferasa (FucTasa), aunque las 

evidencias presentadas no son contundentes. Esta enzima se localiza en la 

superficie del espermatozoide durante la espermatogénesis y permanece solo 

en la zona de la cabeza en la célula madura (Cardullo et al., 1989). Por otro 

lado, ligandos de la FucTasa (GDP-fucosa y asialofetuína) inhiben la unión a ZP 

en ensayos de fertilización in vitro  (Huang, Jr. et al., 1982). 
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La α-Glucosidasa ha sido desde hace tiempo utilizada como marcador 

epididimario (Tremblay, 1986). Se ha propuesto su participación en la unión del 

espermatozoide a la ZP ya que el nivel de actividad de glucosidasa en semen 

pudo ser relacionado con el número de espermatozoides unidos a la ZP (Ali et 

al., 1994).  

 

Otra enzima con capacidad de unirse a la ZP es la Hialuronidasa. 

Aunque se la considera principalmente como disgregadora del cúmulus, existen 

varias formas de Hialuronidasa. Una de ellas, conocida como PH-20, fue 

relacionada con la unión a ZP en macacos (Yudin et al., 1998; Yudin et al., 

1999). 

 

La P68/arilsulfatasa (AS-A) fue localizada en la superficie de 

espermatozoides de ratón y cerdo. Su función en la interacción de gametas, fue 

demostrada por el efecto inhibitorio dosis dependiente producido por anticuerpos 

específicos anti-AS-A (Tantibhedhyangkul et al., 2002). 

 

Otros unidores de ZP no enzimáticos  

 

SED1 es una proteína que contiene secuencias Notch de tipo EGF y 

dominios discoidina expresada en una variedad de tejidos epiteliales donde 

funciona como proteína de adhesión. Fue recientemente implicada en la 
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adhesión entre el espermatozoide y la ZP (Ensslin and Shur, 2003; Shur et al., 

2004). 

 
Las espermadhesinas son proteínas multifuncionales que fueron 

encontradas en la superficie de espermatozoides de algunas especies de 

mamíferos como el cerdo, el toro y el caballo (Haase et al., 2005). En el cerdo, 

la unión del espermatozoide con la ZP parece estar mediado por estas proteínas 

(Calvete et al., 1995; Calvete et al., 1996).  

 

P-47 es una proteína de 47 kDa que se encontró por cromatografía en 

la fracción de proteínas de membrana plasmática de espermatozoides porcinos 

que unen glicoproteínas de la ZP. Se la relaciona con el remodelamiento de la 

membrana y/o la unión a ZP (Ensslin et al., 1998). 

 

Unión secundaria y penetración de la ZP 

 

Una vez liberado el contenido acrosomal, comienza la segunda fase de 

la interacción entre la ZP y el espermatozoide: la penetración. Las enzimas 

hidrolíticas le permiten al espermatozoide, junto a la hiperactivación, penetrar la 

ZP (Honda et al., 2002). Una vez reaccionado, el espermatozoide permanece 

asociado a la zona por la denominada unión secundaria, que se da entre la ZP2 

y nuevos componentes de superficie expuestos luego de la exocitosis 

acrosomal. Por otro lado, la acción de las enzimas acrosomales va hidrolizando 

la ZP destruyendo los sitios de unión. El resultado de estos dos fenómenos 
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contrapuestos es un continuo proceso de asociación-disociación que da lugar a 

la penetración. Existe un modelo propuesto por Shur y colaboradores (Miller et 

al., 1993b) que, aunque no destaca la unión secundaria, resulta muy ilustrativo. 

En el espermatozoide de ratón, la GalTasa, establece la unión primaria por 

asociación a los residuos GlcNAc de la ZP3. Esto desencadena la RA, la NAG 

acrosomal se libera e hidroliza los residuos terminales GlcNAc causando la 

disociación del espermatozoide. Este se mueve hacia otro residuo GlcNAc y el 

proceso se repite. La existencia de otras moléculas que medien la unión del 

espermatozoide reaccionado a la ZP, proveería mayor estabilidad al 

espermatozoide penetrante. 

Para la unión secundaria, el candidato más estudiado es la acrosina, una 

proteasa tipo tripsina que ha sido postulada como unidora de ZP (Saling, 1981; 

Benau and Storey, 1987). Actualmente se considera a su precursor, la 

proacrosina, como una proteína multifuncional  que, además de dar lugar a la 

enzima activa, está involucrada en la disgregación de la matriz acrosomal 

(Yamagata et al., 1998) y en la unión de los espermatozoides reaccionados a la 

superficie de la ZP (Howes et al., 2001; Tantibhedhyangkul et al., 2002; Howes 

and Jones, 2002; Furlong et al., 2005a), probablemente a traves de un dominio 

de unión a manosa (Topfer-Petersen and Henschen, 1987; Furlong et al., 

2005a). Durante la reacción acrosomal, la alcalinización del acrosoma permite la 

autoactivación de proacrosina para generar acrosina (Fock-Nüzel et al., 1984; 

Topfer-Petersen et al., 1989; Topfer-Petersen and Cechova, 1990; Mortillo and 

Wassarman, 1991). Dentro del acrosoma existe además una proteína de matriz, 
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la SP32, que regula la activación de la acrosina (Baba et al., 1989; Baba et al., 

1994b).Se cree que la acrosina utiliza el mecanismo de unión y corte a través de 

su actividad de proteasa, permitiéndole al espermatozoide atravesar la ZP. 

A pesar de las evidencias a favor de la participación de la acrosina en la 

penetración de la ZP, ratones portadores de una acrosina mutante resultaron ser 

fértiles (Baba et al., 1994a). Sin embargo, los ratones knock out de acrosina 

muestran un retardo en el proceso de fertilización (Adham et al., 1997). 

 

Existen otras moléculas que también facilitan y/o modulan la 

penetración, como los polisulfatos (Moreno et al., 2001) y la acrina 3 (Saxena et 

al., 2000). 

 



 

HIPOTESIS 

 

Durante los últimos años el laboratorio en el que se desarrolló esta tesis ha 

estudiado la participación de la GlcNAc y la NAG en la reproducción humana. Se 

ha comprobado que este azúcar y la enzima que lo une/hidroliza estarían 

involucrados en la unión espermatozoide-ZP (Miranda et al., 1997; Miranda et 

al., 2000), la inducción de la RA (Brandelli et al., 1994) y que esta capacidad 

está relacionada con el éxito reproductivo in vitro (Brandelli et al., 1995). Sin 

embargo, la interacción espermatozoide-ZP es un proceso que consta de varias 

etapas. Incluso el evento individual de unión puede ser reflejo de interacciones 

diversas: unión primaria (espermatozoide intacto) o secundaria (espermatozoide 

reaccionado). 

La disección de los distintos eventos involucrados en el proceso de 

fertilización está restringida en humanos. La escasez de material y la limitación 

ética de ciertos diseños experimentales nos llevaron a desarrollar un modelo 

animal para estudiar la participación de la GlcNAc y la NAG en los distintos 

pasos del proceso de fertilización. 

 

Por lo tanto, utilizando un modelo animal como el caso del hámster, 

quisimos investigar si una NAG de membrana plasmática del espermatozoide 

media la unión primaria a la ZP. 

 



 

OBJETIVOS 

 
 
 
 

Tomando como modelo de trabajo al hámster, los objetivos de este trabajo 

fueron: 

 

1- Analizar el rol de la GlcNAc en la interacción espermatozoide-ZP. 

 

2-  Caracterizar a la NAG del espermatozoide de hámster. 

 

3- Determinar si la NAG está involucrada en la interacción de gametas de 

hámster y, de ser así, estudiar en cual de los pasos del proceso de 

fertilización 
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Animales  

 

Los animales utilizados para los experimentos de esta tesis fueron 

hámsters de la especie Mesocricetus auratus (Hámster Dorado). Estos fueron 

criados bajo un régimen estricto de 14 hs. de luz y 10 hs. de oscuridad, a una 

temperatura de 22-24°C recibiendo agua y alimento balanceado “ad libitum”. Se 

utilizaron machos adultos (3-5 meses) para la obtención de los 

espermatozoides, y hembras prepúberes (4-6 semanas) para la obtención de 

ovocitos. Los animales  fueron anestesiados y/o sacrificados con éter.  

 

Obtención y purificación de espermatozoides 

 

Los epidídimos de hámster fueron expuestos a través de un corte 

efectuado en la región escrotal. La zona del cauda fue disecada y, luego de 

practicar varios cortes transversales, colocada en una cápsula de Petri (Falcon, 

60 mm) con 10 ml de medio SWM (3mM KCl; 144mM NaCl; 1mM CaCl2; 

0.83mM MgCl2; 300mM Sacarosa; 1mg/ml PVA; 6.4mM Na2HPO4; 1.17mM 

KH2PO4) (Bavister, 1989). Luego de incubar en una placa termostatizada a 37°C 

por 3-4 minutos para permitir la salida de los espermatozoides, la suspensión se 

centrifugó a 600xg durante 5 minutos. El pellet fue resuspendido en 1ml de 

SWM y sembrado en una columna (4 ml de lecho) de esferas de vidrio (diámetro 

212-300 µm, Sigma), para seleccionar los espermatozoides mótiles. La elución 

se llevó a cabo con medio SWM, recogiéndose alícuotas de 500 µl y analizando 
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la presencia y motilidad de los espermatozoides en cada fracción por 

microscopía óptica (100X). Se juntaron las fracciones con mayor cantidad de 

células mótiles, y se determinó la concentración con hemocitómetro.  

 

Capacitación “in vitro” de espermatozoides 

 

Para la capacitación, se utilizó medio TL (2.68mM KCl; 101.02mM NaCl; 

1.8mM CaCl2.H2O; 0.49mM MgCl2; 4.5mM glucosa; 1mg/ml PVA; 0.36mM 

NaH2PO4; 35.7mM NaHCO3; 9mM lactato de sodio), (Bavister, 1989) 

suplementado con: 3 mg/ml de BSA libre de ácidos grasos (Pentex), 20ug/ml 

piruvato de sodio y factores de motilidad (2mM D-penicillamina, 10mM 

hypotaurina y 100uM epinefrina) (TALP). Estos últimos fueron adicionados al 

medio poco antes del agregado de los espermatozoides. Alternativamente, se 

utilizó un TALP modificado, en el cual el CaCl2 fue reemplazado por SrCl2 

(TALP-Sr2+). Los espermatozoides (5 x 105 células/ml) fueron incubados por un 

período total de 6 horas en pocillos de 15 mm de diámetro (placas de 24 wells 

Corning-Costar) conteniendo 500ul de medio cubierto por vaselina líquida. 

 

Medición de reacción acrosomal y motilidad de los espermatozoides 

 

La determinación del estado acrosomal de los espermatozoides se realizó 

por microscopía óptica (campo oscuro, 200X) teniendo en cuenta la clasificación 

descripta para hámster (Yanagimachi and Phillips, 1984). Se consideraron 
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“intactos” aquellos espermatozoides sin alteraciones morfológicas del acrosoma 

(Figura 7a) y “reaccionados” los que presentaron modificaciones del mismo 

(hinchado, colapsado, con rugosidades o cambios de forma) (Figura 7b) o que 

perdieron el capuchón acrosomal en forma completa (Figura 7c). El porcentaje 

de RA se evaluó en una alícuota de muestra, contando 100 o más 

espermatozoides mótiles.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 7. Morfología del espermatozoide de hámster y reacción acrosomal.  

El estado acrosomal del espermatozoide de hámster se evaluó por microscopía óptica (campo 

oscuro): acrosoma intacto (a), acrosoma modificado (b), ausencia de acrosoma (c). 

 

 

Para evaluar la motilidad de los espermatozoides, una pequeña alícuota 

de la suspensión se colocó sobre un portaobjetos mantenido a 37°C. El 

porcentaje de espermatozoides mótiles se evaluó por microscopía óptica 

(campo oscuro, 200X) en cien o más células. Se contabilizaron indistintamente 

los espermatozoides que presentaran hiperactivación, motilidad in situ o 

progresiva. 
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Electroforesis e inmunoblot 

 
Para la determinación del patrón de proteínas fosforiladas en tirosina, 

alícuotas conteniendo 200.000 espermatozoides frescos o incubados por 90 

minutos (en TALP ó TALP-Sr2+), fueron centrifugadas a 600xg durante 1min. 

Luego de un lavado con 1 ml de PBS se extrajeron las proteínas por 

calentamiento en buffer de lisis (50mM Tris, 1% dodecilsulfato de sodio (SDS), 

pH=6.8). Luego de suplementar el sobrenadante con ß-mercaptoetanol (5%), las 

muestras se hirvieron por 5 minutos, y se sometieron a electroforesis en geles 

con 10% de poliacrilamida (20mA/gel). Una vez finalizada la electroforesis, las 

proteínas se transfirieron a membranas de PVDF (2 horas a 50V). La membrana 

fue bloqueada con 10% gelatina en PBS/0.1% Tween 20 (PBS-T) durante 1 hora 

a temperatura ambiente e incubada toda la noche con un anticuerpo monoclonal 

anti-fosfotirosina (Clon 4G10, Upstate Biotechnology) diluido 1/10.000 en PBS-T 

con 1% de gelatina. Luego de lavar las membranas 5 veces por 5 minutos con 

PBS-T, se incubó con anti-IgG de ratón acoplado a peroxidasa (diluído 1/10.000 

en PBS/BSA 1mg/ml) durante 1 hora a temperatura ambiente. Después del 

lavado, se revelaron los complejos inmunes utilizando sustrato 

quimioluminiscente (ECL plus, Amersham). 

 

Tinción de espermatozoides con clortetraciclina  

 

Alícuotas de  espermatozoides fueron incubadas con un volumen de 

solución de clortetraciclina (CTC) (750uM CTC, 5mM Cisteína disueltas en 
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20mM Tris, 130mM NaCl, pH=7.4). Luego de 5 minutos, se agregó formaldehído 

(4% concentración final) y se fijó por 15 min. La señal se observó en 

microscopio de fluorescencia utilizando un filtro para Hoechst (330nm–380nm). 

Se determinó la proporción de células que mostraban señal en todo el 

espermatozoide exceptuando la región post acrosomal (patrón B, característico 

de espermatozoides capacitados) (Ward and Storey, 1984; Fraser and Herod, 

1990; Furlong et al., 2005b). 

 

Obtención de ovocitos 

 

Hembras prepúberes fueron estimuladas por administración subcutánea 

de 40 UI de PMSG (Novormon de Sintex), seguida (50–65 horas mas tarde) de 

40 UI de gonadotrofína coriónica humana (hCG, Sigma). Quince a 17 horas 

post-hCG se sacrificaron las hembras y se extrajeron los oviductos. Los cúmulos 

se obtuvieron por punción de la ampula, y fueron disgregados por tratamiento 

con 0.1% Hialuronidasa durante 5 minutos para liberar a los ovocitos. Luego de  

lavarlos con TALP suplementado con 5 mM HEPES (TALP-HEPES), los 

ovocitos se mantuvieron en estufa para ser utilizados posteriormente en 

ensayos de fertilización, o guardados a 4ºC en solución salina concentrada 

(0.5M (NH4)2SO4, 0.75M MgCl2, 0.2mM ZnCl2, 0.1mg/ml PVA, pH=7.4), hasta su 

utilización. Este tratamiento induce la contracción y consecuente destrucción del 

oolema conservando las propiedades de la zona pellucida (Yanagimachi et al., 

1979).  
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Todos estos procedimientos fueron realizados bajo lupa estereoscópica 

con un aumento de 60x. 

 

Medición de la actividad enzimática  

 

Para la medición de la actividad enzimática de NAG se utilizó un sustrato 

fluorométrico específico, la 4-metilumbelliferl-N-acetil-ß-D-glucosamina (MUG, 4 

mg/ml) (Leaback and Walker, 1961). El producto de reacción, la 

metilumbeliferona (MU), fue detectado utilizando un fluorímetro Hoeffer TKO 100 

(emisión 380 nm, absorción 460 nm). La determinación del pH óptimo se hizo 

incubando a la enzima en buffer 0.25M citrato o fosfato con diferentes valores de 

pH entre 2.5 a 6 y 6 a 8 respectivamente. Una vez comprobado el pH óptimo, el 

resto de las incubaciones se hicieron utilizando 0.25 M citrato, pH=4.5. A 100ul 

de las muestras a analizar se les agregaron 100ul de buffer y 100ul de sustrato y 

se las incubó a 37ºC por un tiempo adecuado. La reacción enzimática fue 

detenida por agregado de 1 ml de 0.5M NaHCO3, pH=11.3. Luego de medir la 

fluorescencia emitida, se determinó la cantidad de producto liberado por 

interpolación en una curva patrón de MU. Para la expresión de la actividad en 

unidades internacionales (UI), una unidad fue definida como la cantidad de 

enzima necesaria para catalizar la producción de 1 nmol de MU por minuto a 

37°C.  

Para determinar la concentración saturante de sustrato colorimétrico, el p-

nitro-fenil-N-acetil-glucosaminide (PNP-GlcNAc, Sigma), cantidades crecientes 
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(0,01-10 mM), fueron agregadas a espermatozoides de hámster e incubadas a 

37ºC durante 3 hs. Luego de parar la reacción, la  actividad enzimática fue 

determinada por medición de la absorbancia a 405nm.  

 

Curvas de inhibición de NAG de espermatozoides 

 

Para trazar las curvas dosis-respuesta de inhibición de NAG, cantidades 

crecientes de diversos compuestos fueron agregadas al ensayo de medición de 

actividad enzimática. Se utilizaron dos inhibidores específicos de la NAG: la 2-

acetamido-2-deoxy-D-glucono-1,5-lactona (0-10mM de Lactona, Toronto 

Chemicals Inc.) (Godknecht and Honegger, 1995) y la N-acetylglucosamina-

tiazolina (0-10mM de Tiazolina). Esta última fue gentilmente donada por el Dr. 

Spencer Knapp. También se realizaron curvas de inhibición con el 

monosacárido sustrato de la NAG: GlcNAc (0-50 mM) y con ZP soluble (0-33 

ZP/ml). 

 

Obtención de enzima recombinante humana 

 

Células CHO con expresión estable de NAG humana y células CHO no 

transfectadas (controles), fueron retiradas del N2 líquido y descongeladas por 

incubación a 37°C durante 5 minutos. Fueron sembradas en placas de 60 mm 

(Corning, COSTAR) con medio α-MEM (GIBCO) suplementado con 20% de 

suero fetal bovino (SFB). Una vez que las células se adhirieron a la placa, se 
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cambió el medio a α-MEM con 10% SFB suplementado con antibióticos y 

antimicóticos (Gentamicina y Anfotericina B) hasta que llegar a confluencia (2 -3 

días). Luego de dos lavados con PBS, las células fueron despegadas por 

tratamiento con una solución de tripsina (0.25% 10mM EDTA, GIBCO) durante 

3-5 minutos. Luego del agregado de un volumen de α-MEM con 10% SFB, la 

suspensión fue homogeneizada para obtener células aisladas y se utilizó para 

sembrar placas de 100 mm para su propagación. Una vez que las células 

llegaron aproximadamente al 50% de confluencia, se lavaron 2 veces con PBS y 

se les agregó un medio libre de suero (CHO-S-SFM-II, GIBCO). Se recogió el 

medio cada dos días en 3 oportunidades. La enzima se purificó del medio de 

cultivo siguiendo el procedimiento descripto (Miranda et al., 2000). Brevemente, 

el medio fue centrifugado 20 minutos a 450xg para remover las células que 

pudiera contener y fue sembrado en una columna de 5 ml de Concanavalina A-

Sefarosa (Con A, Pharmacia) equilibrada con buffer 10 mM Tris, 1M NaCl 

pH=7.5. Luego de la siembra, la NAG se eluyó con este mismo buffer 

conteniendo 0.1 y 0.4M α-metil-manopiranosido y se seleccionaron las 

fracciones de mayor actividad. Esta solución fue dializada contra buffer 20 mM 

NaH2PO4, 0.5 M NaCl, pH=7.1, y sembrada en una columna de Affi Gel Blue 

(AGB) de 5 ml de lecho, previamente equilibrada en el mismo buffer. La elución 

se hizo con concentraciones crecientes de NaCl (0-2M) en el mismo buffer. Se 

midió la actividad en cada fracción y se seleccionó aquella que contenía la 

mayor actividad. Esta solución fue concentrada utilizando un concentrador CX-

10 (Amicon). Por último, el concentrado se sometió a una cromatografía en una 
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columna de afinidad por sustrato (GlcNAc acoplada a Sepharosa), de la que fue 

eluída con 10 mM Tris 0.1M NaCl, pH=8.5. El medio de cultivo proveniente de 

las células CHO control fue sometido a los mismos procedimientos. 

En esta preparación final de enzima recombinante se determinó la 

concentración de proteínas (Bradford, 1976) y la actividad específica 

(AE=0.17mU/ug de proteína).  

 

Ensayos de unión a zona pelúcida 

 

Ovocitos conservados en solución salina fueron lavados 5 veces (durante 

1 hora) en medio TALP-HEPES para eliminar los restos de sal (Boatman et al., 

1988). Gotas de 50 µl de TALP (Sr2+ ó Ca2+) conteniendo 10-15 ovocitos fueron 

inseminadas con espermatozoides previamente capacitados por 3 horas (en 

TALP ó TALP-Sr2+, concentración final 100.000 espermatozoides/ml). Luego de 

co-incubar a las gametas por 45 minutos a 37°C en 5% CO2, se agregó azida 

sódica (concentración final 1%) para inmovilizar a los espermatozoides. Los 

ovocitos se pipetearon repetidamente en gotas de medio fresco para remover 

los espermatozoides que no estaban unidos. Luego de fijarlos durante 5 minutos 

en TALP-HEPES conteniendo 0.1% formaldehído, se lavaron con medio fresco y 

luego en 2.3% citrato:etanol (3:1) conteniendo PVA (0.75mg/ml). Los ovocitos se 

examinaron en microscopio invertido (200X) para determinar la presencia y el 

número de espermatozoides por ovocito.  
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Efecto de distintos compuestos sobre la reacción acrosomal / unión a zona 
pelúcida 
 

Para analizar el efecto de distintos inhibidores ó sustratos de NAG sobre 

la RA espontánea, los mismos fueron agregados a espermatozoides 

capacitados y la proporción de células reaccionadas fue evaluada 3 horas 

después. Para aquellos compuestos que afectaban este parámetro, los ensayos 

de unión se llevaron a cabo en TALP-Sr2+.  

En el caso de estudiar el efecto sobre la unión a la ZP, los compuestos se 

agregaron a la gota de co-incubación. Los compuestos que se utilizaron fueron: 

1mM de GlcNAc, 1mM de Lactona, 1mM de Tiazolina, 3mM de p-nitro-fenil-N-

Acetilglucosaminide (PNP-GlcNAc), 0.011UI de NAG recombinante humana 

(hrNAG), 20uM de manganeso (Mn2+) y 2mM de UDP-Glucosa y UDP-

Galactosa. En el caso de UDPs, y debido a la labilidad de estos compuestos, los 

ensayos se realizaron con mayor concentración de espermatozoides (500.000 

células/ml) y se detuvieron a tiempos mas cortos (15 min.) para proceder al 

montado y fijado de los ovocitos. En todos los casos, los controles utilizados 

consistieron en el agregado del solvente de cada compuesto en la gota de co-

incubación.  

Para determinar la cantidad de hrNAG a utilizar en los ensayos biológicos se 

trazó una curva dosis respuesta. Esta indicó un EC50 de 0.011 UI, cantidad 

utilizada posteriormente en los ensayos (Figura 8).  
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Preincubación de espermatozoides con GlcNAc ó hrNAG 

 

Espermatozoides fueron pre-incubados con GlcNAc (1mM ó 10mM) ó con 

hrNAG (0.011 UI). Estos compuestos fueron agregados al pocillo de 

capacitación a las 2 hs. 15 min. después del comienzo de la incubación. Luego 

de 30 min., 2.5ml de suspensión de espermatozoides fueron centrifugados a 

600xg durante 5 min. El pellet fue resuspendido en 10ml de medio fresco y 

centrifugado nuevamente. Este último pellet fue resuspendido en un volumen 

final de 1ml. Como control, la suspensión fue sometida a una manipulación 

similar, pero sin el agregado de ningún compuesto. Este procedimiento de 
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Figura 8. Curva dosis-respuesta del efecto de la hrNAG en la unión de gametas.  
Ovocitos y espermatozoides capacitados fueron co-incubados en ausencia (control) o presencia de

distintas concentraciones de hrNAG. Luego de 45 minutos los ovocitos fueron lavados, fijados y

montados para determinar el porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos. *:p<0.05 vs.

control. 
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lavado fue diseñado para garantizar que la concentración final de GlcNAc ó 

hrNAG remanente estuviera por debajo de la dosis mínima efectiva. Finalmente, 

los espermatozoides preincubados se agregaron a gotas conteniendo ovocitos 

sin pre-incubar y el ensayo de unión se continuó como se describió previamente. 

 

Preincubación de ovocitos con GlcNAc o con hrNAG 

 

Los ovocitos, mantenidos en sal y lavados, fueron colocados en gotas 

conteniendo GlcNAc (10 mM) ó hrNAG (0.011 UI) por 30 min. Luego de lavarlos 

durante 15 min. por pasaje a través de 5 gotas de medio, se agregaron los 

espermatozoides y se completó el ensayo de unión siguiendo el procedimiento 

ya descripto. 

 

Determinación de reacción acrosomal sobre zona pelúcida  

 

Ovocitos mantenidos en solución salina fueron lavados e incubados con 

espermatozoides capacitados (500.000 células/ ml) durante 5 min. Luego se 

pasaron a gotas de medio sin espermatozoides y se incubaron por 2 horas más. 

A distintos tiempos se tomaron algunos ovocitos, se colocaron en portaobjetos 

con gotas de parafina/vaselina (7:3) en los extremos (para evitar el 

aplastamiento al colocar el cubreojetos), y se observaron al microscopio óptico 

(200X). Se determinó el estado acrosomal de los espermatozoides motiles 

unidos a la ZP (Uto et al., 1988). 
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En los experimentos controles y el análisis del medio modificado con Sr2+, 

tanto la capacitación como la co-incubación fueron realizadas en el mismo 

medio (TALP ó TALP-Sr2+ respectivamente). Para determinar si los 

espermatozoides incubados en medio con Sr2+ podían sufrir la RA sobre la ZP 

cuando se les proveía Ca2+ en el momento, la capacitación de los 

espermatozoides se hizo utilizando TALP-Sr2+ y la co-incubación se realizó en 

medio completo (TALP). Para el análisis del efecto de GlcNAc sobre la RA sobre 

la ZP, este monosacárido (1mM GlcNAc) estuvo presente durante la co-

incubación en medio TALP.  

 

Ensayos de fertilización in vitro (FIV) 

 

En gotas de 50µl de medio TALP-conteniendo 10-15 ovocitos frescos se 

agregaron espermatozoides previamente capacitados por 3 hs. (concentración 

final 70.000 espermatozoides/ml) (Bavister, 1989). Luego de una co-incubación 

de 3 horas a 37ºC en 5% CO2, los ovocitos fueron pasados por gotas con 1% 

azida sódica, TALP y TALP-formaldehído 0,1%. Después de la fijación, los 

ovocitos fueron lavados y teñidos con Hoechst 33342 (Sigma), para facilitar la 

visualización de los espermatozoides. Para esto, los ovocitos se colocaron en 

una gota de colorante Hoechst (30 µg/ml en 2.3% citrato: etanol 3:1) por 6-8 

min, luego fueron lavados en citrato:etanol y colocados sobre portaobjetos con 

gotas de vaselina:parafina (7:3) en cada esquina. Después de aspirar el líquido 

transferido junto con los ovocitos, se agregaron 25 µl de solución de montado 
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(glicerol 9:1 en 2.3% citrato de sodio) conteniendo 20 mg/ml de N-propilgalato, 

Sigma). Por observación (aumento 200X) bajo microscopio equipado con óptica 

para epifluorescencia (Nikon Optiphot, filtro: 330nm–380nm) se determinó tanto 

la presencia como el número de espermatozoides penetrados por ovocito. Se 

clasificaron como "penetrados” aquellos ovocitos que presentaban cabezas 

decondensadas en el ooplasma (Figura 9).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

Para comparar el efecto de distintos compuestos en la unión y en la 

penetración en el mismo ensayo, se registró también en estos ovocitos, el 

número total de espermatozoides, es decir los penetrados (decondensados) 

más los unidos (totales). 

Para disecar en cual de las etapas del proceso de interacción 

espermatozoide-ZP estaba involucrada la NAG, distintos compuestos fueron 

A B 

Figura 9. Fertilización in vitro.  
Ovocitos y espermatozoides de hámster fueron co-incubados durante 3 hs., lavados y teñidos con

Hoechst. Panel A: ovocito con 2 espermatozoides, campo claro. Panel B: la imagen fluorescente

permite observar la cabeza decondensada de uno de los espermatozoides (flecha). 



MATERIALES Y METODOS                                                                                                  K. Zitta   

 62

agregados en diferentes momentos de la incubación. Por un lado, estuvieron 

presentes durante todo el período de co-incubación de gametas (3hs., 

constante). Para diferenciar la penetración de la unión primaria, el agente se 

agregó 45 min. después del comienzo de la co-incubación de las gametas 

(adición), momento en que la unión primaria tuvo lugar. Alternativamente, a los 

45 min. los ovocitos fueron transferidos a gotas sin espermatozoides con el 

agente (transferencia) o sin el mismo (control de transferencia).  

Los compuestos utilizados en los ensayos de FIV fueron inhibidores y 

ligandos de NAG (1mM Lactona, 1mM GlcNAc) y NAG recombinante humana 

(0.011 UI). 

 
Activación de ovocitos 

 
Ovocitos frescos fueron activados utilizando dos estrategias diferentes. 

Por un lado se realizó una incubación previa en medio TALP-Sr2+, ya que este 

ión es capaz de inducir la activación (Fraser, 1987b). Como alternativa, los 

ovocitos fueron  tratados con ionóforo de Calcio A23187 (10uM) en TALP común 

(Miller et al., 1993b). Estos tratamientos fueron hechos en presencia o ausencia 

de GlcNAc ó Lactona 1mM. En ambos casos, los ovocitos fueron incubados por 

30 min. a 37°C en estufa gaseada, lavados en TALP (3 veces por 5 minutos) y 

utilizados para ensayos de FIV en condiciones control. Una vez finalizado el 

ensayo, se realizó la tinción con Hoechst para determinar la activación de los 

ovocitos por visualización de 2 pronúcleos en el oolema. 
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Efecto de la zona pelúcida soluble sobre la actividad de NAG  

 

Ovocitos guardados en solución salina fueron lavados durante 1 hora por 

pasaje a gotas con medio TALP-HEPES. Luego se colocaron en un volumen 

muy pequeño (10ul) de ácido acético 10% con observación contínua bajo lupa. 

Cuando las ZP ya no fueron visibles (aproximadamente después de 5 min.) se 

removieron los oolemas. El líquido conteniendo la ZP soluble fue diluido 30 

veces con TALP (concentración final 300 ZP/ ml) y esta solución se mantuvo a  

–20°C hasta su uso. Cantidades crecientes de ZP soluble (0-33 ZP/ml) fueron 

incluídas en ensayos de actividad utilizando espermatozoides como fuente de 

enzima. El buffer utilizado para la solubilización de las ZP y diluído de igual 

manera en TALP fue usado como control.  

 

Actividad de NAG de espermatozoides durante la capacitación, ruptura 

acrosomal inducida y reacción acrosomal espontánea 

 

Alícuotas de espermatozoides fueron tomadas a diferentes tiempos de 

incubación en condiciones capacitantes. Luego de centrifugar a 600xg durante 5 

min. se separó el medio de capacitación (sobrenadante, SN) y el pellet de 

espermatozoides (P) que fue resuspendido en un volumen igual de medio. Se 

midió la actividad de NAG en cada uno de estos extractos. En cada caso se 

tomó una alícuota de la suspensión original para medir la RA.  
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Por otro lado, espermatozoides frescos o incubados por 1.5 hs en 

condiciones capacitantes fueron sometidos a distintos tratamientos para 

producirles la ruptura del acrosoma. La suspensión fue congelada a -20ºC ó 

tratada con ionóforo de Calcio (A23187, 10uM final) por 90 min. ó sin tratamiento 

(control). Luego de los tratamientos se midió la actividad de NAG en la 

suspensión.  

 

Obtención de extractos de espermatozoides  
 
 

Los espermatozoides fueron resuspendidos en distintos medios de 

extracción: hipotónico (10 mM Tris, pH=7.4), isotónico (SWM ó 10mM Tris, 

0.15M NaCl) ó hipertónico (SWM ó 10mM Tris, 0.5M NaCl). Además se 

utilizaron estos mismos medios con al agregado de 0.1 % Triton X100. Los 

espermatozoides fueron incubados a temperatura ambiente durante 30 min. ó 

congelados. Luego de una centrifugación a 600xg durante 5 min. se separó el 

extracto (SN) de las células (P) y se midió la actividad de NAG en ambas 

fracciones. El efecto de los distintos tratamientos en la integridad celular fue 

verificado determinando el porcentaje de reacción acrosomal en cada caso. En 

todos los casos los buffers fueron suplementados con un cóctel de inhibidores 

de proteasas (5mM Benzamidina, 5ug/ml Pepstatina A, 1ug/ml Leupeptina y 

1ug/ml Bestatina). 

 

 

 



 K. Zitta                                                                                                 MATERIALES Y METODOS   

 65

Análisis de la presencia de un modulador de NAG 
 

Para analizar la presencia de un modulador de NAG en las células o en el 

medio luego de la reacción acrosomal, el P o SN obtenido luego de incubar a los 

espermatozoides por 5 hs. fue agregado a espermatozoides frescos (EF, 

utilizados como fuente de enzima). Alícuotas de P o SN equivalentes a la misma 

cantidad de espermatozoides (15-20ul) fueron utilizadas. Luego, se midió la 

actividad en las muestras individuales (EF, P y SN) y en las muestras 

combinadas (EF + P y EF + SN). Los resultados se expresaron como la 

actividad relativa al control (actividades individuales sumadas). 

Para analizar la naturaleza química del modulador de NAG, el extracto 

activo fue calentado a 100°C por 15 min. o dializado utilizando una membrana 

con valor de corte de 12 kD. Tanto el extracto original como los tratados fueron 

agregados a espermatozoides frescos. La actividad de NAG fue medida en las 

muestras individuales y combinadas, y expresada en relación al control (suma 

de actividades individuales). 

 

Expresión de los resultados 

 

En las curvas de pH y dosis respuesta, los extractos de espermatozoides 

y los experimentos de ruptura acrosomal, la actividad enzimática se expresó en 

unidades arbitrarias (unidades de fluorescencia, UF) asignadas por la señal del 

fluorímetro. La actividad total luego de la centrifugación de muestras de 
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espermatozoides, fue considerada como las UF del P mas el SN. En los 

experimentos donde se analizó la actividad de NAG en el transcurso de la 

incubación de los espermatozoides, los resultados fueron expresados como 

UF/106 espermatozoides/hs. Otros resultados fueron expresados como el 

porcentaje de espermatozoides reaccionados (%RA); el porcentaje de ovocitos 

con espermatozoides unidos y el porcentaje de ovocitos activados ó penetrados. 

En algunos casos, los resultados fueron normalizados respecto a los valores 

control, considerando estos últimos como 100%. El porcentaje de inhibición se 

calculó como: ((control-tratado)x100)/control. Los resultados presentados en los 

gráficos representan el promedio ± error estándar (ES) de 3-12 experimentos 

individuales. Para asumir distribución normal de las muestras, los datos fueron 

transformados según el arcoseno de la raíz cuadrada. Los análisis estadísticos 

se realizaron utilizando el test t para las comparaciones simples y los tests de 

Tukey o Dunnett´s para las comparaciones múltiples. Los análisis de correlación 

fueron realizados con el test de Pearson, luego de verificar la distribución normal 

de los datos. Todos los análisis estadísticos fueron realizados utilizando el 

programa Graph Pad. 
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CAPITULO I 

Participación de la GlcNAc en la interacción 

de gametas de hámster 
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La GlcNAc participa en la interacción entre el espermatozoide y la zona 

pelúcida  

 
Con el objeto de analizar que azúcares estaban involucrados en la 

interacción del espermatozoide de hámster con la ZP, se llevaron a cabo 

ensayos de unión in vitro. Ovocitos de hámster mantenidos en solución salina 

fueron incubados en presencia de diferentes monosacáridos (1mM) con 

espermatozoides previamente capacitados. De todos los monosacáridos 

evaluados solo la GlcNAc fue capaz de afectar significativamente la unión 

espermatozoide-ZP (Figura 9).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

0

25

50

75

100

125

Gal Glc
L-F

uc
D-F

uc Man
GalN

Ac
GlcN

Ac

O
vo

ci
to

s 
co

n 
es

pe
rm

at
oz

oi
de

s 
un

id
os

 
(%

 d
el

 c
on

tr
ol

)

* 

 

Figura 9. Efecto de distintos monosacáridos en la unión entre el espermatozoide y la ZP.  
Ovocitos y espermatozoides fueron co-incubados en presencia de 1mM de: galactosa (Gal), glucosa

(Glc), D-fucosa (D-Fuc), L-fucosa (L-Fuc), manosa (Man), N-acetilgalactosamina (GalNAc) o N-

acetilglucosamina (GlcNAc). Luego se determinó el número de espermatozoides unidos por ovocito.

Los resultados fueron relativizados al control, considerado como 100%, y los valores representan la

media ± ES de 3-12 experimentos. *: p<0.05 vs. 100. 
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El número de espermatozoides por ovocito se redujo en un 67±5% 

respecto del control, y el porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos un 

38±6%. La especificidad de la inhibición producida por la GlcNAc fue 

comprobada por la falta de efecto de los otros azúcares. 

Para verificar la especificidad del efecto observado sobre el evento en 

estudio (unión del espermatozoide a la ZP), se analizó si la GlcNAc estaba 

afectando algún parámetro funcional de los espermatozoides. La motilidad no se 

vio afectada aún utilizando concentraciones mayores de éste monosacárido 

(50mM) ó tiempos de incubación más largos. La reacción acrosomal, en cambio, 

se encontró inhibida tanto a los 30 min. como 3hs. después del agregado de 

GlcNAc a espermatozoides capacitados (Tabla 2) (57±5% y 80±3% de inhibición, 

respectivamente). Este efecto también demostró ser específico de la GlcNAc, ya 

que los otros monosacáridos dieron resultados similares al control. 
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Tabla 2. Efecto de distintos monosacáridos sobre la RA espontánea.  

 
 

Reacción acrosomal 
(% del control) 

 

Monosacárido 30 min. 3 hs. 

Galactosa  96 ± 6  95 ± 2 

Glucosa 105 ± 7  93 ± 3 

D-Fucosa  92 ± 8  96 ± 2 

L-Fucosa  96 ± 14 99 ± 3 

Manosa 107 ± 3  98 ± 2 

GalNAc  92 ± 9  91± 3 

GlcNAc  35 ± 4  * 47± 7 * 

 

Luego de la incubación de los espermatozoides durante 3 hs. en condiciones capacitantes, se 

agregaron los distintos monosacáridos en concentración 1mM. La RA se cuantificó 30min. y 3hs. 

más tarde. Los resultados fueron normalizados respecto del control, considerado como 100%, y 

representan la media de 3 a 11 experimentos. *: p< 0.05 vs. 100. 

 

 

El estroncio puede reemplazar al calcio en la capacitación 

 
La inhibición de la RA espontánea por GlcNAc introdujo un factor que 

podría interferir o enmascarar el resultado del ensayo. Con el fin de 

independizarnos de este efecto secundario del azúcar, buscamos condiciones 

donde la RA no se produjera. Para ello, probamos un sistema previamente 

utilizado por nosotros en humanos, donde al reemplazar al calcio (Ca2+) del 

medio (ión absolutamente necesario para que se produzca la RA) por estroncio 

(Sr2+), los espermatozoides son capaces de capacitarse y de unirse a la ZP, pero 

no de sufrir la reacción acrosomal (Marín-Briggiler et al., 1999). Analizamos 
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entonces si los espermatozoides de hámster podían capacitarse en un medio 

donde el Ca2+ fuera reemplazado por Sr2+. Una vez verificado que esta 

modificación no afectó la motilidad de los espermatozoides ni la aparición del 

patrón hiperactivado, evaluamos la RA en función del tiempo. Al incubar a los 

espermatozoides en medio con Ca2+ (control), el porcentaje de espermatozoides 

reaccionados comenzó a aumentar luego de 2.5 hs., momento en que los 

espermatozoides se consideran capacitados. A partir de entonces los 

espermatozoides comienzan a sufrir la RA de manera asincrónica, hasta llegar a 

un máximo de 80-90% a las 5-6 hs. (Figura 10).  
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Figura 10. Capacitación y reacción acrosomal: requerimiento de iones divalentes. 
La RA fue evaluada a distintos tiempos en espermatozoides incubados durante un período total de

6hs. en: TALP control (Ca: -●-), TALP modificado con Sr2+ (Sr: -▲-), o TALP-Sr suplementado con

Ca2+ a las 3hs. (Sr+Ca, -∆-). La flecha indica el momento del agregado de Ca2+ en este último

tratamiento. Los resultados representan el porcentaje de RA promedio ± ES de 6 a 30

experimentos. 
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Cuando el Ca2+ del medio fue reemplazado por Sr2+, el porcentaje de RA 

no se diferenció de los valores basales en ningún momento. Sin embargo, hasta 

aquí no podíamos saber si los espermatozoides incubados en medio con Sr2+ no 

estaban capacitados, o lo estaban pero no podían reaccionar en este medio. 

Para diferenciar entre estas dos posibilidades, a espermatozoides incubados en 

Sr2+ les agregamos Ca2+ a las 2.5 hs, de manera que si estos espermatozoides 

estuvieran capacitados, el agregado de Ca2+ les permitiría reaccionar. En estas 

condiciones, los espermatozoides fueron capaces de sufrir la RA espontánea 

llegando a valores similares al control y con la misma cinética. Este efecto no fue 

debido a la mayor concentración total de iones, ya que el agregado de Sr2+ en 

lugar de Ca2+ a estos mismos espermatozoides no fue capaz de producir ningún 

efecto. 

Para confirmar que los espermatozoides incubados en Sr2+ estaban 

capacitados, decidimos analizar otros parámetros usualmente asociados con 

este evento. 

 

La fosforilación en tirosina es similar en espermatozoides incubados en 

calcio o estroncio  

 

En el hámster, así como en todos los mamíferos analizados hasta la 

fecha, la capacitación de los espermatozoides está relacionada con un aumento 

en la fosforilación en tirosina de un grupo de proteínas (Galantino-Homer et al., 

1997; Duncan and Fraser, 1993; Visconti et al., 1995a; Visconti et al., 1995b; 
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Luconi et al., 1996; Naz, 1999; Jha and Shivaji, 2002; Marquez and Suarez, 

2004; Mitra and Shivaji, 2004; Naz and Rajesh, 2004; Dube et al., 2005). Aunque 

esto no es sinónimo de capacitación, es un requisito para que la misma ocurra. 

Por lo tanto, si el Sr2+ puede reemplazar al Ca2+ durante la capacitación, debería 

ser capaz de sostener el aumento de fosforilación en tirosina que acompaña este 

proceso. Para analizar este punto, se incubaron los espermatozoides en medio 

con Ca2+ ó Sr2+ y se tomaron alícuotas de los mismos a tiempo cero y a los 

noventa minutos. Extractos proteicos de estas células fueron analizados por 

inmunoblot con anti-fosfotirosina. Como puede verse en la figura 11, los 

espermatozoides de hámster incubados en medio con Ca2+ ó Sr2+ presentaron 

un patrón similar de fosforilación. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 11. Fosforilación en tirosina en
espermatozoides incubados con Ca2+ ó Sr 2+ . 
Proteínas de espermatozoides de hámster sin capacitar

(T0) ó incubados durante 90 min. en medio con Ca2+ (Ca) ó

con Sr2+ (Sr), fueron analizadas por inmunoblot con anti-

fosfotirosina. 

SrT0 Ca 
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El patrón de tinción con Clortetraciclina es similar en espermatozoides 

capacitados en calcio ó estroncio  

 

La clortetraciclina (CTC) es un quelante fluorescente de cationes 

divalentes que aumenta su emisión cuando se une a estos iones. Es utilizado 

para determinar la presencia de Ca2+ unido a la membrana (Smolen et al., 1983), 

y en espermatozoides se pueden distinguir diferentes patrones de tinción. 

Inicialmente se observa una marca uniforme en toda la célula, característica de 

espermatozoides no capacitados. La incubación de los espermatozoides en 

condiciones capacitantes ha sido correlacionada con la aparición de una señal 

diferente, el patrón de tinción B, caracterizado por la desaparición de la señal en 

la región post-acrosomal. 

Considerando que el CTC también puede unir Sr2+ (Heffner et al., 1980), 

quisimos analizar si este ión era capaz de producir esta modificación asociada 

con la capacitación. Los espermatozoides fueron incubados en medios con Ca2+ 

ó Sr2+ y teñidos con CTC al comienzo y después de 3hs. de incubación. Como se 

puede observar en la figura 12, la proporción de células con patrón B fue similar 

en medio con Ca2+ ó Sr2+. 
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El estroncio es capaz de sostener la unión entre gametas 

 

Entre los cambios que tienen lugar durante la capacitación, se asume que 

los que ocurren a nivel de membrana permiten que se expongan y/o se vuelvan 

funcionales las moléculas que median la unión a la ZP (Medeiros and Parrish, 

1996; Kinsey and Koehler, 1978; Schwarz and Koehler, 1979; Focarelli et al., 

1995; Vázquez et al., 1996).  

Además, la unión a la ZP per sé requiere de la presencia de Ca2+ en el 

medio. Por este motivo, analizamos si los espermatozoides incubados en Sr2+ 

podían unirse a la ZP y, mas aún, si este ión era capaz de sostener la unión. Los 

resultados obtenidos se muestran en la figura 13 e indican que la unión a la ZP 

en medio con Sr2+ y utilizando espermatozoides capacitados en Sr2+ es 

Figura 12. Aparición de patrón B de tinción con CTC en espermatozoides capacitados en
distintos medios. 
Espermatozoides de hámster fueron teñidos con CTC antes (0) o después (3) de la incubación en

medio de capacitación control (Ca) o reemplazado con estroncio (Sr). Los resultados se 

expresaron como la proporción de células con patrón de tinción tipo B.  
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indistinguible de la que ocurre en condiciones control (cuando se utiliza Ca2+ en 

ambos procesos).  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reacción acrosomal sobre la zona pelúcida 

 

Aunque en el hámster la RA espontánea puede ser considerada un evento 

fisiológico, a diferencia de lo que ocurre en otras especies, aquella que tiene 

lugar en la ZP es la mejor indicadora del evento real que sufre un 

espermatozoide fertilizante. Por lo tanto, si el Sr2+ puede reemplazar al Ca2+ 

durante la capacitación, un espermatozoide capacitado en este medio debería 

poder sufrir la RA al entrar en contacto con la ZP. Para analizar esto,  

0

25

50

75

100

Ca Sr%
 O

vo
ci

to
s 

co
n 

es
pe

rm
at

oz
oi

de
s 

un
id

os

Figura 13. Unión a ZP en medio reemplazado con Sr2+. 
Los espermatozoides fueron capacitados en TALP (Ca) o TALP modificado con Sr2+ (Sr) y

luego utilizados en ensayos de unión a ZP en el mismo medio. Luego de 45 min. los ovocitos

fueron lavados y fijados. Los resultados muestran el porcentaje de ovocitos con

espermatozoides unidos a la ZP como promedio ± ES de 5-6 experimentos.  
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observamos la ocurrencia de la RA en los espermatozoides unidos a la ZP. 

Como puede verse en la figura 14, en condiciones control (Ca), la RA sobre la ZP 

aumenta significativamente a los 60 min. de co-incubación. Por el contrario, 

cuando todos los procedimientos se llevaron a cabo en medio con Sr2+, la RA se 

mantuvo en los niveles basales aun después de 2 hs. de co-incubación (Figura 

14, Sr). En cambio, cuando a los espermatozoides capacitados en Sr2+ se los co-

incubó con los ovocitos en presencia de Ca2+, la reacción acrosomal sobre la ZP 

llegó a los mismos valores del control (Figura 14, Sr/Ca). 
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Figura 14. Reacción acrosomal sobre la ZP: requerimiento de iones divalentes. 
Espermatozoides capacitados en medio TALP control (Ca) o TALP reemplazado con Sr2+ (Sr), 

fueron incubados en el mismo medio con ovocitos (mantenidos en solución salina). Luego de 5 

min., se removieron los espermatozoides débilmente unidos por pipeteo y los ovocitos fueron

colocados en medio sin espermatozoides por 2 hs. más. A distintos tiempos se tomaron

algunos ovocitos, se montaron, y se observó el estado acrosomal de los espermatozoides

motiles unidos a la ZP. La barra gris representa a los espermatozoides capacitados en Sr2+ y 

colocados en medio con Ca2+ para la co-incubación (Sr/Ca). Los resultados representan la 

media ± ES de 3 experimentos. *: p< 0.05 vs. 15 min.
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La GlcNAc afecta la unión espermatozoide-zona pelúcida en ausencia de 

reacción acrosomal 

 

Una vez que comprobamos que el reemplazo del Ca2+ por Sr2+ en el 

medio nos permitía separar los eventos de unión y RA, reevaluamos el efecto de 

la GlcNAc. Al llevar a cabo los ensayos de unión a ZP en medio con Sr2+ y en 

presencia de este monosacárido (1mM), volvimos a observar el efecto inhibitorio 

en el porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos (67±13% de inhibición), 

figura 15.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al hacer este mismo ensayo en presencia de cantidades crecientes de 

monosacárido, determinamos que la dosis mínima de GlcNAc necesaria para 
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Figura 15. Inhibición de la unión espermatozoide-ZP por GlcNAc en medio reemplazado
con Sr2+. 
Espermatozoides capacitados en TALP-Sr fueron incubados con ovocitos en el mismo medio

en presencia (GlcNAc) o ausencia (Control) de GlcNAc 1mM. Luego de 45 min., los ovocitos

fueron lavados, fijados y montados. Los resultados fueron expresados como el porcentaje

promedio ± ES de  4-5 experimentos *: p<0.05 vs. control. 
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producir el efecto inhibitorio en la unión era 1mM (Figura 16).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

La pre-incubación de los espermatozoides con GlcNAc reproduce el efecto 

inhibitorio  

 

El efecto inhibitorio de la GlcNAc en la unión espermatozoide-ZP se 

debería a la interacción del azúcar con los receptores de una de las gametas 

impidiendo la unión con la otra. Para determinar sobre cual de las gametas 

estaba actuando la GlcNAc, pre-incubamos a cada una con el azúcar, las 

lavamos y las utilizamos en ensayos de unión en condiciones control. 

Únicamente la pre-incubación de los espermatozoides con GlcNAc fue capaz de 
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Figura 16. Curva dosis respuesta del efecto de GlcNAc en la unión espermatozoide-ZP. 
Espermatozoides capacitados en TALP-Sr fueron utilizados para ensayos de unión en el mismo

medio en presencia de distintas concentraciones de GlcNAc. Los resultados representan el

promedio ± ES de 3 experimentos. *: p< 0.05 vs. control sin azúcar. 
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reproducir el efecto inhibitorio (Figura 17). Es interesante notar que en este caso 

debimos utilizar una mayor concentración de azúcar (10mM) para obtener un 

efecto significativo. El procedimiento de lavado se diseñó para que la 

concentración de GlcNAc remanente durante la co-incubación estuviera por 

debajo de 0,03mM, condiciones en las que el azúcar no produce un efecto 

inhibitorio por si mismo (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Efecto de la GlcNAc en la fertilización in vitro  

 

Hasta aquí sabemos entonces que la GlcNAc participa en la unión 

primaria. Sin embargo, en ratón se ha descripto que este azúcar está relacionado 
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Figura 17. Pre-incubación de gametas con GlcNAc. 
Espermatozoides capacitados u ovocitos fueron pre-incubados con GlcNAc 10mM durante 30

min. Luego del lavado, fueron co-incubados en condiciones control con la gameta contraria sin

tratamiento previo. Los resultados muestran el promedio ± ES de 3 a 6 experimentos. *: p< 0.05

vs. 100.  
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con la penetración de la ZP. Para analizar si la GlcNAc estaba involucrada en 

más de uno de los varios eventos comprendidos en la fertilización, se realizaron 

ensayos de fertilización in vitro (FIV). Para ello, ovocitos frescos se incubaron 

con espermatozoides capacitados en presencia o no de GlcNAc. Al cabo de 3 hs. 

de co-incubación, se determinó la proporción de ovocitos que habían sido 

penetrados (presencia de espermatozoides fusionados).  

Cuando la GlcNAc estuvo presente durante el ensayo de co-incubación, 

se observó una inhibición especifica y significativa en la proporción de ovocitos 

penetrados (92±8%, Figura 18).  
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Figura 18. Efecto de GlcNAc en la fertilización in vitro.  
Espermatozoides capacitados fueron incubados con ovocitos frescos en condiciones normales

(control) o en presencia de 1 mM GlcNAc o Manosa. Luego de 3 hs. de co-incubación los

ovocitos fueron lavados, fijados y teñidos con Hoechst 33342, según se describió en materiales

y métodos. Los resultados se expresaron como el porcentaje de ovocitos penetrados y fueron

normalizados con respecto el control (considerado como 100%). Los números representan la

media ± ES de 3 a 5 experimentos. *: p < 0.05. vs 100.  
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La magnitud del efecto producido por la GlcNAc en la FIV parecía mayor 

que el observado en los ensayos de unión. Para confirmarlo, comparamos la 

inhibición producida por GlcNAc en ambos eventos (unión y penetración) en los 

mismos ovocitos. Para ello, luego de la FIV registramos el número total de 

espermatozoides asociados a los ovocitos (unión) o solo los fusionados 

(penetración). Como se puede observar de la tabla 3, la inhibición producida por 

GlcNAc es significativamente mayor en la penetración que en la unión. Esto 

estaría indicando que la GlcNAc participa en algún otro evento del proceso de 

fertilización además de la unión primaria.  

 

Tabla 3. Comparación del efecto de la GlcNAc en unión y penetración. 
 

  
% Inhibición por GlcNAc 

 
  

Unión 
 

 
Penetración 

 
% Ovocitos con 

espermatozoides 
 

 
36 ± 11 

 
66 ± 11 * 

 
Número de espermatozoides 

por ovocito 
 

 
58 ± 11 

 
75 ± 9 * 

 
Luego del ensayo de FIV en ausencia o presencia de GlcNAc se cuantificó la unión y la 

penetración según se describe en materiales y métodos. Los resultados representan el promedio 

± ES de 13 experimentos. *: p< 0.05 vs. unión. 
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Considerando que este azúcar no inhibe la fusión entre gametas (Ahuja, 

1982; Ponce et al., 1994), algún otro paso relacionado específicamente con la 

interacción entre el espermatozoide y la ZP debería estar siendo afectado.  

 

Para analizar la interacción más allá de la unión primaria, agregamos la 

GlcNAc luego de 45 minutos de co-incubación, tiempo en el que los 

espermatozoides ya están unidos a la ZP. Además, utilizamos dos variantes: en 

la primera, la GlcNAc se agregó a la gota de co-incubación (adición). En la otra, 

los ovocitos fueron pasados a una gota sin espermatozoides pero con azúcar 

(transferencia). Para este último tratamiento se incluyó un control adicional en el 

que los ovocitos fueron transferidos a una gota sin espermatozoides ni azúcar 

(control transferencia, Figura 19).  
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Figura 19. Esquema representativo de las estrategias utilizadas para analizar el efecto de la
GlcNAc en los distintos pasos de la FIV. 
- Constante: los espermatozoides fueron co-incubados con los ovocitos en presencia de GlcNAc

1mM durante todo el ensayo. 

- Adición: luego de 45 min. de co-incubación sin azúcar, se agregó 1mM de GlcNAc a la gota. 

- Transferencia: Luego de 45 min. de co-incubación en ausencia del azúcar, los ovocitos fueron

transferidos a una gota sin espermatozoides conteniendo o no GlcNAc 1mM. 
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Solo la presencia de GlcNAc durante todo el ensayo de fertilización fue 

capaz de producir un efecto significativo (Figura 20, panel A). Estos resultados 

sugieren que la GlcNAc no estaría afectando la penetración de la ZP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La GlcNAc no afecta la reacción de zona  

 

Cuando el primer espermatozoide se fusiona con la membrana plasmática 

del ovocito, se desencadenan una serie de procesos que en conjunto se 

denominan activación. Entre los primeros eventos que tienen lugar, se exocitan 

los gránulos corticales (reacción cortical) y su contenido es liberado al espacio 

perivitelino, modificando las características de la ZP en lo que se ha denominado 
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Figura 20. Efecto de GlcNAc en los distintos pasos de la interacción espermatozoide-ZP.  
Se realizaron ensayos de FIV en distintas condiciones (Figura 19): Panel A: Ausencia (Control) o

presencia de GlcNAc durante todo el período de co-incubación (Constante) o luego de 45 min.

de comenzada la co-incubación (Adición). Panel B: Luego de 45 min. de incubación en

condiciones control, los ovocitos fueron pasados a gotas de medio sin espermatozoides en

ausencia (Control) o presencia de GlcNAc (Transferencia). Los resultados se expresaron como

el porcentaje de ovocitos penetrados y representan el promedio ± ES de 4 experimentos.  

*: p <0.05 vs. control.  
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reacción de zona (Yanagimachi, 1994). 

En ratón se ha propuesto que una N-acetilglucosaminidasa (NAG) liberada 

con la reacción cortical, modifica los residuos GlcNAc de la ZP y de esta manera 

la hace impenetrable por otros espermatozoides (Miller et al., 1993b). La 

presencia de la GlcNAc durante todo el ensayo de FIV podría estar inhibiendo a 

esta enzima y con ello la reacción de zona. Si esto fuera así, un efecto del azúcar 

en la penetración podría estar enmascarado. Es decir, aunque la GlcNAc 

redujera el número de espermatozoides capaces de penetrar la ZP, la ausencia 

de reacción de zona permitiría que más espermatozoides sigan penetrando. 

Como resultado, podría no notarse diferencia con el control. Para descartar esta 

posibilidad, decidimos analizar si la GlcNAc afectaba la reacción de zona.  

Ovocitos frescos fueron activados, por incubación en medio con Sr2+, en 

presencia o ausencia de GlcNAc, y luego se utilizaron en ensayos de FIV bajo 

condiciones control. El método utilizado fue eficiente para producir activación, 

como pudo observarse por la presencia de dos pronúcleos femeninos 

(característicos de ovocitos activados). Además, el porcentaje de ovocitos 

activados fue similar en presencia del monosacárido (Ca: 8±2%; Sr: 79±9% y 

Sr+GlcNAc: 79±21% de activación). Por otro lado, el bloqueo de la penetración 

también demostró que los ovocitos fueron eficientemente activados, como se 

puede observar en la figura 21. La presencia de GlcNAc durante la activación no 

modificó el porcentaje de penetración, con lo cual puede descartarse un efecto 

del monosacárido en la reacción de zona.  
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La GlcNAc inhibe la reacción acrosomal inducida por la zona pelúcida 

  

Hasta aquí entonces, vimos que el efecto de la GlcNAc en la penetración 

de los ovocitos es mayor que el producido en la unión, pero esto no se debe a la 

participación de este azúcar en la penetración de la ZP. El otro evento que podría 

estar afectado por la GlcNAc es la RA inducida por ZP. Para analizar esta 

posibilidad se realizaron ensayos de RA sobre ZP en presencia de GlcNAc. 

Como se muestra en la figura 22, aquellos espermatozoides que pudieron unirse 

a la ZP en presencia de este monosacárido, no fueron capaces de sufrir la RA .  

*
* 

Figura 21. Presencia de GlcNAc durante la activación de ovocitos. 
Ovocitos frescos fueron incubados durante 30 min. en TALP-Sr para su activación, en presencia

(Sr+GlcNAc) o ausencia (Sr) de GlcNAc 1mM. Los controles (Ca) fueron incubados el mismo

tiempo en TALP. Luego fueron lavados y sometidos a ensayos de FIV en condiciones control. Los

números representan el porcentaje promedio de ovocitos penetrados ± ES de 3 experimentos. 

 *: p< 0,05 vs. Ca. 
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Figura 22. Efecto de GlcNAc en la reacción acrosomal sobre la zona pelúcida. 
Espermatozoides capacitados fueron co-incubados con ovocitos en TALP conteniendo GlcNAc 1mM.

Luego de 5-10 min., los ovocitos fueron lavados y colocados en una gota sin espermatozoides

conteniendo (GlcNAc) o no (Control) de GlcNAc, e incubados 3 hs. más. A distintos tiempos, se

analizó la RA de los espermatozoides unidos a la ZP. Los resultados representan el promedio ± ES de

3 experimentos. *: p< 0.05 vs. control. 
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CAPITULO II 

Caracterización de la β-N-

Acetilglucosaminidasa de espermatozoides 

de hámster 
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La actividad de N-Acetilglucosaminidasa disminuye con la reacción 

acrosomal 

 

La β-N-Acetiglucosaminidasa (NAG) es la glicosidasa con mayor actividad 

en el fluído epididimario. También fue reportada como la más activa en el 

acrosoma del espermatozoide (Miller et al., 1993b), aunque algunas evidencias 

indican que también se encuentra en la membrana plasmática (Godknecht and 

Honegger, 1991; Godknecht and Honegger, 1995; Miranda et al., 2000; 

Hutchinson et al., 2002a). 

Los resultados presentados en el capítulo anterior sugieren que el azúcar 

hidrolizado por esta enzima, la GlcNAc, cumple un papel significativo en el 

proceso de fertilización. Por este motivo, decidimos estudiar las características 

de esta enzima en el espermatozoide de hámster. 

 

Dado que su localización y comportamiento están relacionados con la 

función que la NAG pudiera cumplir, comenzamos analizando que ocurría con la 

actividad de esta enzima durante la incubación de los espermatozoides de 

hámster en condiciones capacitantes. Para ello, se midió la actividad de NAG en 

el medio de incubación (sobrenadante: SN) y en los espermatozoides (pellet: P) 

a distintos tiempos. Como se observa en la figura 23, la actividad enzimática total 

(espermatozoides + medio de incubación) se mantuvo estable durante el período 

de capacitación (0-2.5 hs.). Sin embargo, a las 5 hs. de incubación la actividad 

total de NAG se redujo de manera significativa (44±10% de disminución) 
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Dado que esta disminución coincide con el aumento en la reacción 

acrosomal quisimos analizar si estos dos eventos estaban relacionados. Si la 

disminución de la actividad es concomitante con el aumento en la RA, algún 

componente acrosomal podría modular la actividad de NAG una vez liberado al 

medio. Para analizar esta posibilidad, produjimos la ruptura acrosomal en 

espermatozoides frescos utilizando dos tratamientos: congelamiento o 

tratamiento con ionóforo de calcio (A23187, 10uM). Ninguno de estos procesos 
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Figura 23. Actividad de NAG de espermatozoides durante la capacitación y RA.  
Espermatozoides de hámster fueron incubados en condiciones capacitantes. A distintos tiempos, 

se tomaron alícuotas, se centrifugaron y se determinó la actividad de NAG en el pellet (P) y el

sobrenadante (SN). Los resultados se expresan como unidades arbitrarias (UF/106

espermatozoides/hs.) y se representa el promedio ± ES de 4 experimentos. *: p<0.05 vs. 

actividad de NAG a tiempo cero.  
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fue capaz de reproducir la disminución en la actividad total de NAG, aunque sí 

desencadenaron la pérdida total del acrosoma (Figura 24).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Dado que la ruptura acrosomal en espermatozoides no capacitados no 

reprodujo la disminución en la actividad de NAG, una posibilidad interesante era 

que un proceso fisiológico fuera absolutamente necesario para que esto ocurra. 

Para analizar si la capacitación era responsable de que las gametas masculinas 

adquirieran esta capacidad, repetimos los experimentos de ruptura del acrosoma 

utilizando espermatozoides capacitados (incubados por 2.5 hs. en medio 

capacitante). En este caso, aunque el congelamiento produjo la ruptura de los 

acrosomas, no disminuyó la actividad total de NAG. Sin embargo, cuando los 
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Figura 24. Ruptura acrosomal y actividad de NAG en espermatozoides no capacitados.  
Espermatozoides frescos fueron incubados con ionóforo de Calcio (A23187,10uM) por 90

min., o congelados para inducir la ruptura del acrosoma. Luego se midió la actividad total de

NAG en la suspensión resultante. Los números representan la actividad de NAG (en unidades

arbitrarias) relativa al control (sin tratar).  
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espermatozoides capacitados fueron tratados con ionóforo de calcio, la actividad 

total se redujo significativamente (Figura 25).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 
Caracterización de la NAG de espermatozoides de hámster  

 
El resultado anterior indica que la actividad total de la NAG disminuye con 

la reacción acrosomal. Sin embargo, esto no sería coherente con la supuesta 

participación de esta enzima en la penetración de la ZP (Miller et al., 1993b). Una 

alternativa coherente con esta posibilidad era que la RA produjera una 

modificación en la NAG que se reflejara en una reducción de la actividad al ser 

medida de la manera usual, pero que en realidad fuera un cambio en sus 

características. Para tratar de analizar esta posibilidad, comparamos el pH 
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Figura 25. Ruptura acrosomal y actividad de NAG en espermatozoides capacitados.  
Espermatozoides capacitados fueron congelados o incubados con ionóforo de Ca2+ (A23187, 

10uM) y la actividad de NAG medida en la suspensión resultante. Los números representan la

actividad relativa al control (sin tratar), expresada en unidades arbitrarias. *: p<0.05 vs. 100. 
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óptimo y la especificidad de sustrato de la NAG de espermatozoides de hámster 

frescos y reaccionados.  

Para evaluar el primer parámetro, se midió la actividad de NAG a distintos 

valores de pH. Aunque, como era de esperar, la actividad fue mayor en 

espermatozoides frescos que en reaccionados, el pH óptimo en ambos casos fue 

el mismo (pH= 4.5, Figura 26). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para analizar una posible diferencia en la especificidad de sustrato en la 

NAG de espermatozoides frescos y reaccionados, trazamos curvas de inhibición 

por GlcNAc. Como puede verse en la figura 27, el efecto de éste azúcar en la 

actividad de NAG de espermatozoides frescos y reaccionados fue similar.  
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Figura 26. Curva de pH para la NAG de espermatozoides frescos y reaccionados. 
Alícuotas de espermatozoides (200.000 células/tubo) frescos (EF) o reaccionados (ER, 5hs. de

incubación) fueron incubadas en buffers con diferentes valores de pH con el sustrato específico

de NAG. Los valores representan la actividad de NAG en unidades arbitrarias (UF/106

espermatozoides/hs.). 
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La disminución en la actividad de NAG no sería por proteólisis 

 

Dado que no detectamos cambios en la afinidad por sustrato ó el pH 

óptimo de la NAG, asumimos que la actividad total de la enzima realmente 

disminuye con la RA. Como consecuencia de la exocitosis, muchas enzimas 

contenidas dentro del acrosoma son liberadas, entre las cuales hay proteasas 

que podrían clivar e inactivar a la NAG. 

Para analizar esta posibilidad, espermatozoides capacitados fueron 

incubados con ionóforo de calcio en presencia o ausencia de un cocktail de 
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Figura 27. Curvas de inhibición de NAG de espermatozoides frescos y reaccionados por
GlcNAc. 
Cantidades equivalentes de espermatozoides frescos (EF) o reaccionados (ER) fueron

utilizados para medir la actividad de NAG en presencia de distintas concentraciones de

GlcNAc. Los resultados representan la actividad (en unidades arbitrarias) respecto del control.

*:p<0.05 vs. 100. 
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inhibidores de proteasas. Como se observa en la tabla 4, la disminución en la 

actividad de NAG fue similar en ambos casos. La presencia de estos inhibidores 

en el medio de incubación no afectó la motilidad ni la reacción acrosomal. 

 
Tabla 4. Efecto de los inhibidores de proteasas en la disminución de la actividad total de 
NAG.  

 
% Disminución de la Actividad de NAG  

 

 
Ionóforo de Ca2+ 

 
Ionóforo de Ca2+ + 

Inhibidores de proteasas 

 
41 ± 2 

 
40 ± 1 

 
Espermatozoides capacitados fueron incubados con ionóforo de calcio (A23187, 10uM) en 

presencia o ausencia de un cóctel de inhibidores de proteasas (Benzamidina, Pepstatina A, 

Leupeptina y Bestatina). La actividad de NAG fue medida y expresada respeto al control (sin 

tratamiento). 
 

 

Presencia de un modulador de la actividad de NAG en espermatozoides 

 

Por último, decidimos determinar si existía un modulador de la actividad de 

NAG que se liberara y/o activara cuando los espermatozoides reaccionaban. De 

ser así, el medio de incubación ó el pellet de espermatozoides reaccionados 

debían ser capaces de disminuir la actividad de NAG. El agregado del medio de 

incubación de espermatozoides reaccionados a una suspensión de 

espermatozoides frescos redujo la actividad total de NAG en un 49±14%, p<0.05 

(Figura 28). Por el contrario, el agregado del pellet de espermatozoides 
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reaccionados no produjo ningún efecto. Este resultado sugiere que la RA libera al 

medio  algún agente que reduce la actividad de NAG. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Para tratar de determinar la naturaleza de este potencial inhibidor, el 

medio condicionado de espermatozoides reaccionados fue calentado o dializado. 

Al analizar el efecto de estos medios tratados sobre la NAG de espermatozoides 

frescos, observamos que solo el medio original produjo una disminución 

significativa de la actividad de NAG (Figura 29). Estos resultados sugieren que el 

inhibidor o modulador de la NAG es termosensible y de bajo peso molecular, o su 

función dependería de algún componente con estas características. 

 
 

Figura 28. Disminución de la actividad de NAG por el medio condicionado de
espermatozoides reaccionados. 
Espermatozoides frescos (EF) fueron incubados en presencia del pellet (P) o el sobrenadante 

(SN) de espermatozoides reaccionados. La actividad de NAG fue medida en las muestras

combinadas (EF+P y EF+SN) e individuales (EF, P y SN). Los resultados se expresaron como 

la actividad relativa al control (suma de las actividades individuales). *: p<0.05 vs. 100. 
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Localización subcelular de la NAG de espermatozoides de hámster 

 

Para analizar la localización subcelular de la NAG en los espermatozoides 

de hámster se llevaron a cabo diferentes procedimientos de extracción. 

Utilizamos medios con distinta concentración salina para analizar interacciones 

moleculares de tipo iónicas, y también detergente o congelamiento para romper 

el acrosoma. Luego de cada tratamiento, se separó el sobrenadante (SN) del 

pellet (P) por centrifugación, y se midió la RA y la actividad de NAG en cada 

fracción.  
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Figura 29. Sensibilidad del inhibidor de NAG al calentamiento y la diálisis. 
Espermatozoides frescos (EF) fueron incubados en presencia del sobrenadante (SN) de

espermatozoides reaccionados sin tratar (Original) o luego de la diálisis (Dializado) o

calentamiento (Calentado) del mismo. Se midió la actividad de NAG en las muestras

combinadas (EF + SN) e individuales (EF, SN de espermatozoides original, SN dializado y SN

calentado) y los resultados se expresaron como la actividad relativa al control (actividades

individuales sumadas). *: p<0.05 vs. 100. 
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La incubación de los espermatozoides en condiciones hipotónicas produjo 

la pérdida del acrosoma en la totalidad de las células, pero la actividad de NAG 

se encontró asociada mayormente al P (solo 22±2% de la actividad total fue 

extraída, Figura 30). Este resultado no varió cuando las suspensiones fueron 

congeladas o cuando se agregó detergente (23±2% y 22±2% en SN 

respectivamente, Figura 30). 
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Figura 30. Extracción de NAG de espermatozoides de hámster. 
Espermatozoides frescos fueron resuspendidos en medios hipotónico, isotónico ó hipertónico a

temperatura ambiente durante 30 min., ó se sometieron a ruptura acrosomal por agregado de

Tritón X100 ó congelamiento. Luego del tratamiento, se centrifugaron las muestras para separar

el extracto (SN) de las células (P) y se midió la actividad de NAG en ambas fracciones. El gráfico 

representa el porcentaje de actividad en el SN respecto de la actividad total. *: p<0.05 vs. cero y

**: p<0.001 vs. cero. El efecto de los distintos tratamientos en la integridad celular fue analizado

determinando el porcentaje de reacción acrosomal, que se presenta en la parte inferior del

gráfico (%RA). En todos los casos los buffers fueron suplementados con inhibidores de

proteasas. 
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Cuando las células fueron incubadas en condiciones fisiológicas (medio 

SWM, isotónico), 30±4% del total de la actividad enzimática fue liberada al medio 

de incubación (Figura 30, barras grises). Aunque este tratamiento fue capaz de 

producir la ruptura del acrosoma en una baja proporción de espermatozoides 

(RA:18±4%), no se encontró correlación entre la proporción de actividad 

encontrada en el SN y la cantidad de espermatozoides reaccionados (r=0.052). 

Cuando en este medio isotónico (SWM) se indujo la ruptura de los acrosomas, la 

mayor parte de la actividad enzimática pudo ser extraída (80±8% y 82±3% para 

células congeladas y tratadas con detergente respectivamente) (Figura 30, 

barras grises).  

Por último la extracción de los espermatozoides en condiciones 

hipertónicas (0,5M NaCl) demostró ser capaz de inducir ruptura del acrosoma 

(RA: 59±12%, p<0.001). En estas condiciones, se observó una correlación 

positiva entre la actividad extraída y el porcentaje de espermatozoides 

reaccionados (r2= 0.7, p<0.02). Sin embargo, como se muestra en la figura 30 

(barras negras) la actividad extraída (41±8%) no fue significativamente diferente 

del valor obtenido en condiciones isotónicas. 

Estos resultados sugieren que aunque la mayor parte de la NAG es 

acrosomal, una pequeña fracción estaría débilmente asociada a la membrana 

plasmática.  
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CAPITULO III 

Análisis de la participación de la  

β-N-Acetilglucosaminidasa en la interacción 

de gametas 
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Como hemos detallado previamente, varias enzimas han sido 

involucradas en la interacción del espermatozoide con los oligosacáridos de la 

ZP. El modelo mejor descripto es el de la galactosiltransferasa (GalTasa) en el 

espermatozoide de ratón (Miller et al., 1991a). Muchas evidencias involucran a 

la NAG en la fertilización en diversas especies (Farooqui and Srivastava, 1980; 

Godknecht and Honegger, 1991; Sada et al., 1991; Miller et al., 1993b; 

Godknecht and Honegger, 1995; Miranda et al., 2000; Martinez et al., 2000; 

Perotti et al., 2001b). Sin embargo, no está claro en cual de los pasos que 

conforman este complejo proceso cumple su función la NAG, ya que hay 

evidencias de su participación en la unión a la ZP (Miranda et al., 2000), la 

penetración de la ZP (Miller et al., 1993b) y el bloqueo de polispermia (Miller et 

al., 1993b; Lambert et al., 1997). 

 

Los resultados presentados en el primer capítulo sugieren que la GlcNAc 

cumple una función relevante durante la interacción del espermatozoide de 

hámster con la ZP. En el segundo capitulo, vimos que el espermatozoide 

contiene NAG no solo en el acrosoma, sino también en la membrana 

plasmática. Por lo tanto, quisimos analizar si la NAG participaba en la 

interacción entre las gametas de hámster y, de ser así, en cual de los eventos 

involucrados en este proceso.  

 

La zona pelúcida es sustrato de la NAG de espermatozoides 

 

Dado que según nuestra hipótesis la NAG estaría involucrada en la 
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interacción del espermatozoide con la ZP, determinamos si la ZP podía 

funcionar como ligando de la NAG. Para ello, se midió la actividad de NAG de 

espermatozoides de hámster en presencia de distintas cantidades de ZP 

soluble. 

Como se muestra en la figura 31, la ZP solubilizada fue capaz de inhibir 

de manera dosis dependiente la actividad de la NAG de espermatozoides 

(EC50: 7 ZP/ml).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inhibidores específicos de NAG afectan la unión espermatozoide-zona 

pelúcida  

 

Analizamos la efectividad de dos inhibidores específicos de NAG, la 
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Figura 31. Inhibición de la NAG de espermatozoides por ZP soluble. 
La actividad de NAG de espermatozoides fue medida en presencia de distintas cantidades de

ZP soluble. Los resultados representan la actividad respecto del control (en unidades

arbitrarias). 
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Lactona y la Tiazolina, sobre la enzima de espermatozoides de hámster 

trazando sus curvas dosis-respuesta. Como se puede observar en la figura 32, 

la Lactona resultó ser el inhibidor más potente (EC50: 0.02 y 5mM para Lactona 

y Tiazolina, respectivamente) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para comenzar a estudiar la participación de la NAG de espermatozoides 

en la interacción entre gametas, llevamos a cabo ensayos de unión en presencia 

de Lactona. Cuando los espermatozoides se co-incubaron con los ovocitos en 

presencia de Lactona, se produjo una disminución significativa en el porcentaje 

de ovocitos con espermatozoides unidos (49±13% y 68±6% del valor control 
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Figura 32. Curva dosis-respuesta de inhibición de la NAG de espermatozoides. 
Espermatozoides frescos fueron incubados con cantidades crecientes de dos inhibidores

específicos de NAG: Lactona (0-10mM) o Tiazolina (0-100mM). Las actividades fueron 

expresadas en unidades arbitrarias y normalizadas respecto al control. 



K. Zitta                                                                                                                       RESULTADOS                                  

 107

para 1 y 10mM de Lactona, respectivamente, Figura 33). Por otro lado, la RA 

espontánea se vió afectada por la presencia de este compuesto cuando fue 

utilizado a una concentración de 10mM (Tabla 5). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Un sustrato específico de NAG inhibe la unión a la ZP 

 

Para confirmar la identidad de la molécula responsable de la participación 

de los residuos GlcNAc en la unión espermatozoide-ZP, decidimos analizar el 

efecto de sustratos específicos de la NAG en los ensayos biológicos.  

El sustrato fluorométrico utilizado para medir la actividad, 4-

methylumbelliferyl-N-acetil-ß-D-glucosaminide, no produjo efecto a bajas 
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Figura 33. Efecto de la Lactona en la unión de gametas. 
Ovocitos mantenidos en sal fueron lavados e inseminados con espermatozoides capacitados

en medio reemplazado con estroncio, en presencia de Lactona 1 y 10mM. A los 45 min., los

ovocitos fueron lavados, fijados y montados para determinar la presencia de espermatozoides

en su superficie. *: p<0.001 vs. control. 
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concentraciones y no pudo ser utilizado en condiciones saturantes en el ensayo 

biológico por problemas de solubilidad. En su reemplazo, utilizamos una 

concentración saturante del sustrato colorimétrico, el p-nitro-fenil-N-

Acetilglucosaminide (PNP-GlcNAc), en los ensayos de unión (ver inserto en la 

figura 34).  

El agregado de PNP-GlcNAc 3mM en el medio de incubación de los 

espermatozoides no afectó la motilidad, pero la capacidad de sufrir la RA 

espontánea estaba inhibida (Tabla 5). Además como se puede ver en la figura 

34, el sustrato específico de NAG fue capaz de inhibir la unión del 

espermatozoide a la ZP (46±13% de inhibición).  
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Figura 34. Efecto de PNP-GlcNAc sobre la unión de gametas. 
Ensayos de unión fueron llevados a cabo en TALP-Sr en ausencia (Control) o presencia de 

3mM PNP-GlcNAc (PNP) o su vehículo como control (DMSO). Los resultados muestran el

promedio ± ES de 3 experimentos. *: p< 0.05 vs DMSO. En el inserto, se observa la actividad 

de NAG de espermatozoides vs. distintas concentraciones de PNP-GlcNAc. 
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Tabla 5. Efecto de ligandos de NAG sobre la RA espontánea. 
 

 
% Inhibición de la RA 

 
 

Lactona 1mM 
 

 
Lactona 10mM 

 
PNP-GlcNAc 3mM 

 
9±3 

 

 
39±4* 

 
29±9* 

 
Espermatozoides de hámster incubados en medio TALP por 3hs. fueron tratados con Lactona (1 

y 10 mM) ó PNP-GlcNAc (3mM) y la RA  fue cuantificada 3 hs. más tarde. *: p<0.05 vs. cero.  

 

 

Análisis de la participación de la NAG en los distintos pasos del proceso 

de fertilización  

 

Como la NAG ha sido involucrada en la penetración de la ZP en el ratón 

(Miller et al., 1993b), analizamos si participaba en algún otro paso durante la 

interacción de gametas de hámster. Al realizar ensayos de fertilización in vitro 

(FIV) en presencia de Lactona (1mM) se observó una disminución significativa 

en el porcentaje de ovocitos penetrados (48±8% de inhibición, p<0.05, Figura 

35).  

 

La magnitud del efecto producido por la Lactona en los ensayos de FIV  

resultó similar a la observada en los experimentos de unión a ZP (48±8% vs. 

49±13%, respectivamente). Este resultado sugería que el único paso afectado 

del proceso de fertilización sería la unión a la ZP.  
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Para determinar si la NAG estaba involucrada en algún evento posterior a 

la unión primaria, realizamos ensayos de FIV utilizando las mismas variantes 

descriptas para la GlcNAc en el capítulo 1. La Lactona estuvo presente durante 

todo el período de co-incubación ó 45 min. después, donde el inhibidor fue 

agregado directamente en la gota de fertilización o los ovocitos transferidos a 

una gota con inhibidor y sin espermatozoides. 

Como se observa en la figura 35, solo la presencia de Lactona durante 

todo el ensayo fue capaz de producir un efecto significativo en la FIV.  
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Figura 35. Efecto de Lactona en los distintos pasos del proceso de fertilización. 
Se realizaron ensayos de FIV en presencia de Lactona (1mM) durante todo el ensayo

(Constante) o después de 45 min. de co-incubación (Adición). Una gota sin Lactona fue utilizada 

como control. En otro procedimiento, luego de 45 min. en condiciones control, los ovocitos

fueron transferidos a gotas con Lactona y sin espermatozoides (Transferencia). Para este último

tratamiento, el control consistió en la transferencia de los ovocitos a una gota sin inhibidor ni

espermatozoides. Los resultados fueron normalizados con sus respectivos controles 

(considerados como 100%). Los números representan el promedio ± ES de 10 experimentos. 

*: p <0.05 vs. 100. 
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Dado que la presencia de Lactona 45 min. después del comienzo de la 

co-incubación no produjo efecto alguno, los procesos posteriores a la unión 

primaria no estarían afectados por este compuesto. Esto sugiere que la NAG no 

estaría involucrada en la penetración de la ZP ni en la fusión. Sin embargo, dado 

que otro inhibidor de NAG es capaz de bloquear la reacción de zona (Miller et 

al., 1993a), quisimos comprobar que nuestros resultados no se debieran a un 

efecto secundario de este tipo.  

Para analizar esta posibilidad, ovocitos frescos fueron activados por 

incubación en medio con estroncio o ionóforo de calcio, en presencia o ausencia 

de Lactona y luego utilizados en ensayos de FIV en condiciones control. Ambos 

métodos indujeron la activación de los ovocitos, a juzgar por la presencia de dos 

pronúcleos femeninos (Tabla 6) y el bloqueo de la penetración (Figura 36). La 

presencia de Lactona durante la activación no afectó este proceso (Tabla 6) ni 

produjo diferencias en el porcentaje de ovocitos penetrados (5±4% y 2.5±0.5% 

respectivamente, Figura 36). Estos resultados indicarían que la Lactona no 

interfiere con la reacción de zona. 
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Tabla 6. Activación de ovocitos en presencia de Lactona. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ovocitos frescos fueron activados por incubación en medio con estroncio (Sr) ó con Ionóforo de 

Calcio (10uM) durante 30 minutos, en presencia o ausencia de Lactona 1mM. Luego de la 

tinción con Hoescht se determinó la presencia de 2 pronúcleos en el oolema, característicos de 

ovocitos activados. Los valores representan el porcentaje promedio de ovocitos activados.  

*: p<0.001 vs. control (ovocitos pre-incubados en medio control). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
% de Activación 

 
 

 
Sin Lactona 

 
Con Lactona 

 
Control 

 
6 ± 1 

 
11 ± 4 

 
Ionóforo de Calcio 

 

 
70 ± 1 * 

 
80 ± 1 * 

 
Sr 
 

 
79 ± 1 * 

 

 
76 ± 16 * 

 

Figura 36. Efecto de Lactona sobre la reacción de zona. 
Ovocitos frescos fueron pre-incubados 30 min. en TALP-Sr (Sr) o con ionóforo de calcio (A 23187,

10mM) en ausencia o presencia de 1mM Lactona. Los controles fueron incubados por el mismo

período en medio TALP (control) en ausencia o presencia de Lactona 1mM. Todos los ovocitos

fueron lavados y utilizados en ensayos de FIV en condiciones control. *: p<0.001 vs. respectivo

control. 
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La presencia de NAG exógena afecta la unión/interacción entre gametas 

 
Como estrategia alternativa para verificar la participación de la NAG en la 

unión espermatozoide-ZP, agregamos enzima exógena a los ensayos 

funcionales. Para ello, purificamos NAG recombinante humana (hrNAG) del 

medio de cultivo de un clon de células CHO con expresión estable de la enzima 

(Miranda et al., 2000). El mismo procedimiento se siguió con el medio 

condicionado proveniente de células CHO control. Trazando una curva dosis-

respuesta para analizar el efecto de la hrNAG en ensayos de unión (según se 

describió en materiales y métodos), observamos un efecto inhibitorio dosis-

dependiente, con un EC50 de 0.011UI (equivalente a 1.6 ug de proteína). Por lo 

tanto, utilizamos esta cantidad de enzima en los siguientes ensayos biológicos.  

La presencia de hrNAG durante los ensayos fue capaz de disminuir 

específicamente la unión de los espermatozoides a la ZP (31±1% de inhibición, 

figura 37). La motilidad no se vio afectada por el agregado de hrNAG o su 

control, y la RA permaneció inalterada (84.0±0.3% vs. 79±1% para el control y 

hrNAG, respectivamente).  
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Aunque los resultados obtenidos con la Lactona no apoyaban la 

participación de la NAG en la penetración de la ZP, realizamos ensayos de FIV 

en presencia de hrNAG para confirmarlo y también obtener más información 

sobre el mecanismo de acción. 

Cuando la hrNAG estuvo presente durante las 3 hs. de co-incubación de 

las gametas, produjo una disminución significativa (55.5±0.6%) en la proporción 

de ovocitos penetrados (Figura 38).  
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Figura 37. Efecto de la hrNAG en la unión de gametas. 
NAG recombinante humana (hrNAG; 0.011 UI) expresada en celulas CHO e igual cantidad de 

proteína total de células CHO control (CHOc), fueron agregadas al medio  durante los ensayos

de unión. Se incluyó además una gota sin agregados (Control). Los resultados representan el

porcentaje de ovocitos con espermatozoides ± ES de 3 experimentos. *: p< 0.05 vs. CHOc. 
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Cuando los ovocitos frescos fueron pre-incubados con la enzima 

recombinante, disminuyó significativamente el grado de penetración (45±2%, 

Figura 39). Por el contrario no se observaron efectos cuando la hrNAG fue 

utilizada para pre-incubar a los espermatozoides (Figura 39), ni tampoco al usar 

enzima desnaturalizada por calentamiento (datos no presentados). 
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Figura 38. Efecto de hrNAG en ensayos de FIV. 
Espermatozoides capacitados fueron incubados con ovocitos frescos en presencia de 0.011UI

hrNAG. Luego de 3 hs. de co-incubación se determinó el porcentaje de ovocitos penetrados. Los 

números representan la media ± ES de 3 experimentos.*:p< 0.05. vs. control.  
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Análisis de la participación de la galactosiltransferasa en la unión del 

espermatozoide de hámster a la ZP 

 

En ninguno de los resultados presentados hasta aquí logramos bloquear 

por completo la unión del espermatozoide a la ZP. Aún utilizando inhibidores de 

NAG que disminuían un 90% su actividad, el efecto en los ensayos biológicos no 

superó el 50%. Esto podría estar relacionado con el requerimiento de mayores 

concentraciones de inhibidor en los ensayos biológicos, como ha sido reportado 

previamente (Miller et al., 1993b). Sin embargo, también es de esperar que 

existan mecanismos múltiples que garanticen la unión de las gametas. 
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Figura 39. Preincubación de gametas con hrNAG y su efecto sobre la FIV. 
Espermatozoides capacitados u ovocitos frescos fueron pre-incubados con 0.011UI hrNAG o

con proteínas de células CHO control durante 30 minutos. Luego las gametas fueron lavadas

y co-incubadas en condiciones control con la gameta contraria sin tratamiento previo. Los

resultados muestran el promedio de ovocitos penetrados ± ES de 3 experimentos,

relativizados con respecto al control (proteínas de CHOc). *: p< 0.05 vs. 100.  
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Considerando que la GalTasa protagoniza el modelo más comprobado de unión 

de gametas (Shur and Hall, 1982a; Shur and Hall, 1982b; Lopez et al., 1985; 

Cooke and Shur, 1994; Dubois and Shur, 1995) y que esta enzima reconoce el 

mismo residuo que la NAG, la GlcNAc, quisimos estudiar si la GalTasa estaba 

involucrada en la unión del espermatozoide de hámster a la ZP.  

Para determinar si la GalTasa participaba en la unión de gametas en el 

hámster, agregamos Mn2+ (20uM) a los ensayos de unión, ya que este ión es 

esencial para la actividad y conformación espacial de la GalTasa (Shur and Hall, 

1982a; Shur and Hall, 1982b; Lopez et al., 1985). Como se observa en la figura 

40, la presencia de Mn2+ no produjo diferencias significativas en el porcentaje de 

ovocitos con espermatozoides unidos (control: 75±5%, Mn2+: 62±9%). Este 

resultado sugiere que la GalTasa no está contribuyendo en la unión del 

espermatozoide de hamster a la ZP. Tampoco se observaron diferencias en la 

inhibición producida por la GlcNAc al agregar Mn2+, lo cual descartaría la 

participación de la GalTasa en la unión a ZP mediada por GlcNAc.  
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Figura 40. Efecto del Mn2+ en la unión a la ZP y su inhibición por GlcNAc.  
Ensayos de unión fueron llevados a cabo en TALP-Sr, con y sin Mn2+ 20uM, en presencia o

ausencia de GlcNAc 1mM. Los resultados muestran el porcentaje promedio de ovocitos con

espermatozoides unidos a la ZP ± ES de 3 experimentos.  
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La α-lactalbúmina es un compuesto capaz de cambiar la afinidad de la 

GalTasa haciendo que ésta se una a residuos glucosa en vez de GlcNAc. Por lo 

tanto, como otra manera de analizar la participación de la GalTasa en la unión a 

la ZP en el hámster, realizamos ensayos de unión en presencia de α-

lactalbúmina (3mg/ml). Como puede verse en la figura 41, en presencia de α-

lactalbúmina hay una disminución significativa de la unión espermatozoide-ZP 

(41±4%). Al comprobar si alguno de los compuestos usados afectaban a la 

NAG, comprobamos que la preparación comercial de α-lactalbúmina utilizada 

poseía actividad intrínseca de esta enzima. Por lo cual, la inhibición producida 

en el ensayo podría no tener relación con la GalTasa. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 41. Efecto de α-lactalbúmina sobre la unión de gametas. 

Espermatozoides capacitados fueron utilizados en los ensayos de unión en presencia o 

ausencia de α-lactalbúmina 3mg/ml (Lacta). Luego de 45 min. los ovocitos fueron lavados, 

fijados y montados. Los resultados muestran el porcentaje de ovocitos con espermatozoides 

unidos a la ZP como promedio ± ES de 3 experimentos. *: p<0.05. 

 

 

Como estrategia adicional para analizar la posible participación de la 
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unión en presencia de UDP-Gal. Este es el co-factor de la GalTasa, proveedor 

de los residuos Galactosa que son transferidos por la enzima a la GlcNAc a la 

que está unida. La GalTasa puede funcionar como proteína de unión a la ZP 

debido a la ausencia de este co-factor. En su presencia, la enzima ejerce su 

actividad catalítica, y como consecuencia, se disocia del sitio al que esta unida. 

Al llevar a cabo los ensayos en presencia de UDP-Gal (2mM), la unión entre 

gametas no fue afectada, al igual que con el UDP-Glu, compuesto análogo 

utilizado como control negativo (Figura 42).  

Estos resultados sugieren que la GalTasa no interviene en la unión del 

espermatozoide de hámster a la ZP. 
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Figura 42. Efecto de UDP-Gal sobre la unión de gametas.  
Ensayos de unión fueron llevados a cabo en presencia de UDP-Gal (2mM) o UDP-Glu (2mM).

Luego de 15 min. los ovocitos fueron lavados y fijados. Los resultados muestran el porcentaje

de ovocitos con espermatozoides unidos a la ZP relativo al control (sin tratar) ± ES de 3

experimentos.  
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La participación de residuos glicosídicos en la interacción del 

espermatozoide con el ovocito ha sido ampliamente estudiada en diversas 

especies. Sin embargo, no se ha profundizado en los diversos pasos del 

proceso de interacción del espermatozoide con la ZP y su relación con los 

azúcares.  

 

Nuestro laboratorio ha estado trabajando en este campo durante los 

últimos años y encontramos que en humanos la GlcNAc está relacionada con la 

unión a la ZP y la RA (Brandelli et al., 1993; Brandelli et al., 1994; Brandelli et 

al., 1995; Brandelli et al., 1996; Miranda et al., 1997; Miranda et al., 2000). Para 

poder estudiar en profundidad los diferentes pasos del proceso de fertilización, 

debimos desplazarnos a un modelo animal. 

Comenzamos analizando que monosacáridos podrían estar participando 

en la interacción del espermatozoide de hámster con la ZP y observamos que la 

GlcNAc se distinguía de los demás azúcares. Fue el único capaz de producir un 

efecto inhibitorio en la unión a bajas concentraciones, mientras que otros 

monosacáridos no fueron capaces de alterar el evento de interacción aún a 

concentraciones 50 veces más altas (datos no mostrados).  

 

A pesar de que otros grupos han reportado previamente la participación 

de la GlcNAc en la fertilización de hámster (Ahuja, 1982; Kumar et al., 1990), no 

se había analizado profundamente en cual de los eventos de este proceso 

estaba involucrado. Llamativamente, este azúcar también parece estar 

relacionado con la interacción entre el espermatozoide y el ovocito en Ascidias, 
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Xenopus, Drosophila, ratón y humanos entre otros (Oikawa et al., 1973; Shur 

and Hall, 1982a; Godknecht and Honegger, 1995; Matsuura et al., 1995; 

Miranda et al., 1997; Perotti et al., 2001a; Vo et al., 2003). Aunque esto podría 

entenderse como inespecificidad, también podría ser un requerimiento básico de 

la interacción entre gametas, ya que la presencia de residuos terminales GlcNAc 

en la cubierta extracelular de los ovocitos es una característica común en 

especies muy diversas. Por lo tanto, y dada la universalidad de los azúcares, la 

especificidad de especie no residiría en un único monosacárido, sino en un 

sistema más complejo que seguramente se extiende más allá del azúcar 

terminal y de una glicoproteína, como por ejemplo: diferentes arreglos de 

azúcares en los oligosacáridos de la cubierta extracelular del ovocito. 

 

En trabajos previos se sugirió que tanto el ovocito (Ahuja, 1982) como el 

espermatozoide (Kumar et al., 1990) eran afectados por la GlcNAc. En este 

estudio hemos observado que al pre-incubar ambas gametas por separado con 

el monosacárido, el efecto inhibitorio solo se reproducía al tratar a los 

espermatozoides. Además, para poder observar este efecto debimos aumentar 

diez veces la concentración de GlcNAc. Esto sugiere que el monosacárido 

afecta al espermatozoide y la asociación con el mismo es de baja afinidad.  

 

Cuando analizamos el estado de los espermatozoides tratados con 

GlcNAc, observamos que la reacción acrosomal espontánea estaba inhibida. 

Aunque es sabido que los monosacáridos deben estar asociados a una 

estructura molecular mas compleja para inducir la RA (Brandelli et al., 1995; 
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Benoff et al., 1997), estos azúcares son capaces de interferir con estas 

estructuras (Ahuja, 1985; Bleil and Wassarman, 1988; Tulsiani et al., 1989; Mori 

et al., 1989; Chiu et al., 2004). Sin embargo, no se había reportado que pudieran 

producir un efecto por si mismos. Éste no se debería a un efecto tóxico sobre el 

espermatozoide, ya que el lavado luego de la preincubación con GlcNAc permite 

que ocurra la RA (dato no mostrado). Sin embargo, no podemos descartar que 

la GlcNAc perturbe de manera reversible algún proceso metabólico en el 

espermatozoide. 

 

El efecto de la GlcNAc sobre la reacción acrosomal no sería el causante 

de la inhibición en los ensayos de unión, ya que sería de esperar que tener un 

mayor número de espermatozoides no reaccionados aumente la unión en vez 

de disminuirla. Sin embargo, la disponibilidad de una cantidad diferente de 

espermatozoides intactos introduciría una diferencia adicional para las 

condiciones control y tratado que podría enmascarar o alterar el resultado. Por 

esta razón, decidimos buscar condiciones experimentales que nos permitieran 

analizar la unión a la ZP en ausencia de RA. 

Los resultados obtenidos al sustituir al Ca2+ del medio sugieren que los 

espermatozoides capacitados en Sr2+ no pueden sufrir la RA espontánea ni la 

inducida por ZP cuando están en este medio, pero están listos para reaccionar 

si se les proporciona Ca2+ en el momento de la exocitosis. Además, los 

espermatozoides incubados en medio reemplazado con Sr2+ resultaron 

indistinguibles del control cuando se analizó el patrón de fosforilación en tirosina, 

la tinción con CTC y la habilidad de unirse a la ZP. Por lo tanto, pareciera que el 
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Sr2+ puede sustituir al Ca2+ en diversos eventos asociados a la capacitación de 

los espermatozoides de hámster. Estos resultados en conjunto nos permiten 

concluir que el Sr2+ puede reemplazar al Ca2+ en la capacitación y la unión a la 

ZP, pero no en la RA, tal como habíamos descripto en humanos (Marín-Briggiler 

et al., 1999).  

 

Aunque el medio que utilizamos no puede considerarse libre de Ca2+, la 

concentración residual de este ión en el medio (proveniente de contaminación 

de los otros componentes) sería mucho menor que la requerida para que se 

produzca la RA (Yanagimachi, 1982; Fraser, 1987a; Marín-Briggiler et al., 1999). 

Por otro lado, experimentos recientes incluyendo 0.1mM EGTA en el medio 

conteniendo Sr2+ confirmaron estos resultados, por lo que podemos concluir que 

el Sr2+ es capaz de sostener la capacitación. 

 Los resultados obtenidos concuerdan con reportes previos que sugieren 

que el Sr2+ es capaz de reemplazar al Ca2+ durante la capacitación (Fraser, 

1987b; Marín-Briggiler et al., 1999), pero parecen diferir con otros que concluyen 

que este ión es capaz de sostener la RA (Yanagimachi and Usui, 1974; Mortimer 

et al., 1986; Mortimer, 1986; Fraser, 1987b). El hámster tiene la particularidad de 

que casi la totalidad de los espermatozoides sufren la RA espontánea una vez 

completado el proceso de capacitación. La ocurrencia de la exocitosis se 

determina por microscopía óptica en células mótiles y se considera un evento 

fisiológico indicador de la compleción de la capacitación. Los estudios que 

sugieren que el Sr2+ puede sostener la exocitosis, analizaron la RA espontánea 

en espermatozoides de cobayo, ratón y humano (Yanagimachi and Usui, 1974; 
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Fraser, 1987b; Mortimer et al., 1988; Stock and Fraser, 1989). En estas 

especies, la RA espontánea ocurre en un bajo porcentaje de espermatozoides y 

suele ser un evento asociado a la muerte celular. En estos casos, el análisis de 

los mecanismos involucrados en la RA requiere el uso de un inductor, y aquí 

podría residir la discrepancia entre nuestros resultados y los de otros grupos. De 

acuerdo con esta posibilidad, mientras la RA espontánea en espermatozoides 

humanos es similar con ambos iones, la inducida por fluído folicular no tiene 

lugar si el Ca2+ es reemplazado por Sr2+ (Marín-Briggiler et al., 1999). Esto 

sugiere que la RA fisiológica se produce solo en presencia de Ca2+ en el medio 

de incubación. 

 

Al llevar a cabo los ensayos de unión a ZP en medios con Sr2+ 

observamos que los resultados fueron similares a los obtenidos en condiciones 

control. Recientemente comprobamos que esto también ocurre cuando 

incluimos 0.1mM EGTA en el ensayo (resultados no mostrados). Estos 

resultados sugieren que el Sr2+, además de capacitar, puede sostener la unión 

de los espermatozoides a la ZP. Aunque esto contradice un estudio que reporta 

una unión mayor en medio con Ca2+ (Mortimer et al., 1988), es consistente con 

nuestros reportes previos en humanos (Marín-Briggiler et al., 1999).  

 

Al re-analizar el efecto de la GlcNAc en la unión espermatozoide-ZP en 

medio con Sr2+, la inhibición producida por el azúcar en medio con calcio fue 

reproducible. Por lo tanto, la GlcNAc participa en la unión primaria del 

espermatozoide de hámster a la ZP. 
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Para analizar si la GlcNAc estaba involucrada en alguna otra etapa 

durante el proceso de fertilización, realizamos ensayos de fertilización in vitro. El 

monosacárido fue capaz de inhibir la penetración de los ovocitos, aunque sólo 

cuando estuvo presente desde el comienzo del ensayo y no luego de que 

tuviera lugar la unión primaria. Sin  embargo,  considerando la hipótesis de Shur 

y colaboradores (Miller et al., 1993b), la GlcNAc podía estar afectando la 

reacción de zona. Si este fuera el caso, el resultado final observado podía ser la 

sumatoria de dos efectos contrapuestos: la inhibición de la penetración por 

GlcNAc compensada por el mayor número de espermatozoides que pueden 

penetrar en ausencia de reacción de zona. En concreto, la existencia de estos 

dos eventos contrapuestos podía dar un resultado igual al control. Por este 

motivo, decidimos evaluar el efecto de la GlcNAc sobre la reacción de zona. Los 

experimentos de activación de ovocitos en presencia del monosacárido 

demostraron que la GlcNAc no afecta la reacción de zona ya que la penetración 

resultó ser similar que en el control. 

Por último, observamos que la RA inducida por la ZP se encontraba 

bloqueada en presencia de GlcNAc. Por lo tanto, la mayor inhibición obtenida en 

los ensayos de FIV es, al menos, la suma de los efectos encontrados en la 

unión primaria y la RA.  

Estos resultados sugieren que la GlcNAc no estaría involucrada en la 

penetración de la ZP en el hámster. Sin embargo, no se puede descartar que, 

por una cuestión de afinidad, exista una unión preferencial del espermatozoide a 

los residuos oligosacáridicos de la ZP. 
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En resumen, la GlcNAc participa en la unión primaria del espermatozoide 

de hámster a la ZP. Dado que la pre-incubación de los espermatozoides con 

GlcNAc inhibe la subsecuente asociación de los mismos a la zona, sitios de 

unión para este azúcar en el espermatozoide y residuos GlcNAc de la ZP 

estarían mediando el evento. La habilidad del monosacárido de inhibir la RA 

sobre la ZP sugiere además su participación en la exocitosis inducida por la 

zona, aunque no puede descartarse un bloqueo en la cascada de señales 

considerando la inhibición de la exocitosis espontánea. Por último, la GlcNAc no 

estaría involucrada en la penetración de la ZP.  
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La NAG es la enzima mas activa en epidídimo y espermatozoides (Hermo 

et al., 1997; Datti et al., 1993; Miranda et al., 1995; Adamali et al., 1999b) y está 

relacionada con el proceso de fertilización en diversas especies (Farooqui and 

Srivastava, 1980; Godknecht and Honegger, 1991; Sada et al., 1991; Miller et 

al., 1993b; Godknecht and Honegger, 1995; Miranda et al., 2000; Martinez et al., 

2000; Perotti et al., 2001a; Perotti et al., 2001b; Hayashi et al., 2004).  

Cuando analizamos la actividad la NAG durante la incubación de los 

espermatozoides de hámster en condiciones capacitantes, observamos una 

disminución que parecía estar asociada con la ocurrencia de la RA. Cuando 

tiene lugar la exocitosis es de esperar que la NAG acrosomal se libere causando 

la disminución de la actividad asociada al pellet. Esto implicaría solo un re-

ordenamiento en la distribución de la actividad entre las células (P) y el medio 

(SN). Sin embargo, observamos que la actividad total de la NAG (P + SN) 

disminuyó.  

Al romper el acrosoma de espermatozoides frescos por congelamiento o 

tratamiento con ionóforo de calcio, no pudimos reproducir este efecto. Lo mismo 

ocurrió cuando congelamos espermatozoides capacitados. Sin embargo, el 

tratamiento de espermatozoides capacitados con ionóforo de calcio fue capaz 

de disminuir la actividad total de NAG. Aunque el ionóforo es un inductor 

farmacológico de la reacción acrosomal, la entrada de Ca2+ induce la fusión de 

la membrana plasmática y acrosomal externa y una vesiculización organizada. 

Esta es una ruptura del acrosoma más parecida al evento fisiológico que la 

producida por congelamiento. En conjunto, los resultados obtenidos sugieren 
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que dos eventos fisiológicos son necesarios para que disminuya la actividad 

total de NAG: la capacitación y la RA. 

 

Evaluamos si lo que se evidenciaba como una disminución en la actividad 

catalítica era en realidad un cambio en otros parámetros funcionales de la 

enzima. Por ejemplo, que la ocurrencia de la RA modificara  el pH óptimo de la 

enzima o su afinidad por el sustrato. Sin embargo, las curvas de pH y de 

inhibición por GlcNAc de espermatozoides frescos y reaccionados fueron 

similares.  

  

Otra posibilidad era que alguna proteasa acrosomal digiriera a la NAG y 

de esta manera disminuyera su capacidad catalítica. Sin embargo, la inclusión 

de un cocktail de inhibidores de proteasas durante la RA espontánea o inducida 

con ionóforo no impidió la disminución en la actividad total de NAG. Aunque este 

resultado sugiere que la proteólisis no sería la causante de este fenómeno, no 

puede descartarse la acción de una proteasa que no sea afectada por los 

inhibidores usados (es decir, distinta de cathepsina B, papaina, plasmina, 

trypsina, carboxil proteasas y aminoexopeptidasas) (Jones et al., 1987). 

 

Una explicación posible para que la actividad de NAG baje con la RA era 

que exista un modulador de la enzima dentro del acrosoma. Para testear esta 

posibilidad, agregamos el medio de incubación o los espermatozoides 

reaccionados a espermatozoides frescos. El agregado del medio condicionado 

produjo una disminución significativa de la actividad total, apoyando la existencia 
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de un componente que al ser liberado durante la RA afecta la actividad de NAG.  

El poder inhibitorio de estos sobrenadantes se perdió al calentarlos o 

dializarlos. Esto indicaría que el inhibidor, o algún componente asociado al 

mismo, es de bajo peso molecular y sensible al calentamiento.  

 

En cuanto a la localización de la NAG en el espermatozoide de hámster, 

los experimentos de extracción revelaron que la presencia de NaCl en 

concentraciones fisiológicas fue capaz de liberar un 30% de la actividad 

enzimática total. La primer explicación posible es que esta actividad proviene de 

los pocos espermatozoides que sufrieron ruptura acrosomal en estas 

condiciones. Sin embargo, la falta de correlación entre la actividad de NAG en el 

extracto y el porcentaje de RA va en contra de esta posibilidad. Esto indicaría 

que una parte de la NAG estaría asociada débilmente a la superficie del 

espermatozoide, ya que es liberada en condiciones fisiológicas. 

La incubación de los espermatozoides utilizando un medio hipertónico 

produjo la liberación del contenido acrosomal, ya que el porcentaje de actividad 

en el SN correlacionó positivamente con el porcentaje de espermatozoides 

reaccionados. Sin embargo, esta contribución no aumentó significativamente la 

proporción de enzima extraída con respecto al medio isotónico, apoyando la 

existencia de una fracción de NAG en la membrana plasmática.  

Por último, al producir la ruptura del acrosoma por congelamiento o 

incubación de las células en medio con detergente, la actividad liberada fue 

mayor pero solo si el medio contenía sal. Esto indica que la NAG acrosomal no 

es soluble, en concordancia con reportes de otro grupo que sugiere la existencia 
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de una proteína unidora de NAG en la matriz acrosomal del espermatozoide de 

hámster (Nagdas et al., 1996). Por otro lado, nuestros resultados demuestran 

que no es necesario un medio hipertónico para disociar a la NAG de la matriz 

acrosomal, como sugiere este mismo grupo, sino que una vez roto el acrosoma, 

concentraciones fisiológicas de sal son suficientes. 

 

En resumen, aunque la NAG es una enzima mayormente acrosomal, 

también hay una población que se localiza en la membrana plasmática. La NAG 

es modulada por un componente acrosomal que causa una disminución de la 

actividad total de la enzima como consecuencia de la RA. Esta característica no 

sería compatible con una función catalítica durante la penetración de la ZP.  
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Numerosos reportes demuestran que la NAG está involucrada en la 

fertilización en diversas especies (Legler and Bollhagen, 1992; Miller et al., 

1993b; Barbieri et al., 1994; Godknecht and Honegger, 1995; Matsuura et al., 

1995; Martinez et al., 2000; Perotti et al., 2001b; Cattaneo et al., 2002; Hermo et 

al., 2004). Algunos trabajos hechos en Ascidias proponen su participación en la 

unión del espermatozoide a la cubierta extracelular del ovocito (Godknecht and 

Honegger, 1991). Sin embargo, aunque en mamíferos el mismo azúcar terminal 

(GlcNAc) es responsable de la unión a la ZP, las evidencias apuntan a la 

participación de la NAG en otros eventos de la fertilización (Gwatkin and 

Andersen, 1973; Joyce et al., 1986; Miller et al., 1993b). 

 

Cuando analizamos la actividad de NAG de espermatozoides de hámster 

en presencia de ZP soluble, observamos una inhibición dosis-dependiente, 

indicando que la ZP es reconocida como ligando.  

Para comprobar si la NAG participaba en la interacción entre las gametas, 

analizamos el efecto de ligandos específicos en ensayos biológicos. La Lactona 

resultó ser el inhibidor más potente de la NAG y por ello fue elegido para el 

análisis más completo. El efecto inhibitorio de este compuesto en ensayos de 

unión sugiere que la NAG está involucrada en este evento temprano del proceso 

de interacción entre las gametas. 

Otro ligando de NAG con la capacidad de ser hidrolizado, el PNP-GlcNAc, 

también produjo un efecto inhibitorio en la unión espermatozoide-ZP. El grado 

de inhibición obtenido en este caso fue similar al observado al utilizar la Lactona, 
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sugiriendo que el hecho de que el ligando sea procesado o no, no cambia su 

capacidad inhibitoria. 

Para determinar si la NAG participaba además en la penetración de la ZP, 

se realizaron ensayos de FIV en presencia de Lactona. Se observó una 

inhibición específica y significativa en la proporción de ovocitos penetrados 

cuando el inhibidor estuvo presente durante toda la incubación. Sin embargo, no 

se observó ningún efecto cuando la Lactona fue agregada luego de que la unión 

primaria tuviera lugar. Estos resultados nos llevarían a pensar que la NAG no 

está involucrada en la penetración de la ZP ni en la fusión de gametas. Sin 

embargo, teniendo en cuenta que otro inhibidor de NAG es capaz de afectar el 

bloqueo de la polispermia (Miller et al., 1993a), era necesario verificar que la 

Lactona no estuviera causando este mismo efecto. Si el inhibidor de NAG 

impide que tenga lugar la reacción de zona, la consecuente polispermia podría 

enmascarar un efecto inhibitorio en la penetración. Para descartar esta 

posibilidad, activamos ovocitos por incubación en medio con Sr2+ y luego 

analizamos su capacidad de ser penetrados en ensayos de FIV bajo 

condiciones control. La presencia del inhibidor de NAG durante el proceso de 

activación no produjo modificaciones en el número de espermatozoides 

fusionados por ovocito. Dado que la activación de los ovocitos por Sr2+ ha sido 

cuestionada (Horvath et al., 1993), también utilizamos ionóforo de Ca2+, que es 

el agente usado por quienes proponen la participación de la NAG en el bloqueo 

de polispermia (Miller et al., 1993a). La presencia de Lactona durante la 
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activación de los ovocitos con ionóforo tampoco modificó el resultado obtenido 

en la FIV.  

 

Es interesante destacar que varios compuestos químicamente 

relacionados (GlcNAc, PNP-GlcNAc, Lactona) fueron capaces de inhibir la RA 

en el espermatozoide de hámster. Varias hipótesis podrían postularse para 

explicar este efecto. Quizás, la exocitosis dependa de una interacción GlcNAc-

dependiente entre dos moléculas localizadas en la membrana, como se ha 

reportado para neutrófilos (Chang et al.,2005). También podría ocurrir que la 

NAG estuviera involucrada directamente en la RA, utilizando por ejemplo el 

mismo mecanismo que el recientemente descripto para otra glicosidasa de 

membrana que activa un canal de Ca2+ (Huang et al., 2004). Por ultimo, no 

puede descartarse la inhibición reversible de algún proceso metabólico 

indispensable para la exocitosis.  

En el caso de la GlcNAc y el PNP-GlcNAc, no pudimos encontrar una 

concentración inhibitoria de la unión a la ZP que no afectara la RA. Sin embargo, 

en el caso de la Lactona esto fue posible. Por lo tanto, pudimos llevar a cabo 

ensayos de FIV en presencia de un inhibidor de NAG y sin afectar la RA. Cabe 

destacar que la magnitud de la inhibición producida por la Lactona en los 

ensayos de unión y de FIV fue similar (49±13 y 48±8%, respectivamente). Este 

resultado corrobora que el mayor efecto producido por la GlcNAc en la FIV está 

relacionado con la inhibición de la RA y está de acuerdo con la no participación 

de la NAG/GlcNAc en la penetración de la ZP. 
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Asumiendo que la NAG del espermatozoide funciona como receptor 

durante la interacción entre gametas, otra estrategia que decidimos utilizar fue el 

agregado de NAG exógena en los ensayos de unión. La presencia de NAG 

recombinante humana (rhNAG) produjo una disminución en la unión de los 

espermatozoides a la ZP. Además, la preincubación de los ovocitos con la 

enzima recombinante reprodujo la inhibición (datos no mostrados). Este 

resultado indica que, como complemento de lo observado en el capítulo 1, la 

enzima actúa sobre el ovocito impidiendo la subsecuente unión de los 

espermatozoides.  

También observamos un efecto inhibitorio de la NAG recombinante en la 

FIV, ya sea cuando estuvo presente durante los ensayos o cuando se utilizó 

para pre-incubar a los ovocitos. En este punto es interesante destacar que si la 

NAG actuara como enzima hidrolítica durante la fertilización, el agregado de 

hrNAG ayudaría a los espermatozoides a traspasar la ZP ocasionando un 

aumento en la penetración. Sin embargo, obtuvimos un efecto inhibitorio, lo que 

sugiere que la enzima está funcionando como proteína de unión.  

Por otro lado, el hecho de que un sustrato de NAG (PNP-GlcNAc) y un 

inhibidor (no hidrolizable) produzcan el mismo grado de inhibición, apoya la 

hipótesis de que la enzima actúa principalmente como proteína de unión y no a 

través de su actividad catalítica. 

La NAG es una hidrolasa ácida y como tal tiene un pH óptimo cercano a 4.5. 

A un valor de pH cercano al fisiológico, la NAG solo expresa el 10-20% de su 

actividad pero es capaz de unirse al sustrato (Geiger et al., 1974). Esto estaría 
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de acuerdo con una función no catalítica durante la fertilización. Sin embargo, 

una acción catalítica no puede ser descartada ya que el microambiente de la 

enzima en el momento de la interacción con la ZP podría ser ácido. Además, se 

ha descripto para otras glicosidasas la existencia de isoformas con pH óptimo 

neutro al enfrentarlas a sustratos naturales, algunas de ellas especificas de 

membrana plasmática (Tulsiani et al., 1989; Tulsiani et al., 1990; Skudlarek et 

al., 1993). 

 

La inhibición obtenida en los ensayos biológicos, aún utilizando distintos 

agentes, nunca llegó a ser total. Como es lógico pensar que deben existir 

mecanismos redundantes que garanticen la eficiencia de la reproducción de un 

organismo, quisimos determinar si la GalTasa participaba en la unión de 

gametas en el hámster. Este es el candidato mejor estudiado y une el mismo 

residuo sacarídico que la NAG (Shur and Hall, 1982a; Miller et al., 1992; Shur, 

1993).  

Actualmente existen varios trabajos que han cuestionado la participación 

de la GalTasa en la unión del espermatozoide a la ZP (Loeser et al., 1999; Shur 

et al., 2004). De cualquier manera, para analizar la posible intervención de la 

GalTasa en la asociación de los espermatozoides de hámster a la ZP, se 

realizaron ensayos de unión en presencia de diferentes compuestos 

relacionados con esta enzima: el Mn2+, la α-lactalbúmina y el UDP-Gal, (Shur 

and Hall, 1982a; Shur and Hall, 1982b). Dado que el Mn2+ no aumentó la unión 

en condiciones control, la GalTasa parece no estar involucrada en la asociación 
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del espermatozoide de hámster a la ZP. Mas aún, como el grado de inhibición 

por GlcNAc fue independiente de la presencia de Mn2+, la participación de este 

azúcar en la unión espermatozoide-ZP no estaría relacionada con la GalTasa. 

Los ensayos de unión subsecuentes, realizados agregando α-lactalbúmina, 

mostraron inhibición, sugiriendo que al cambiar la especificidad de la GalTasa 

se afectaba la unión entre gametas. Sin embargo, la α-lactalbúmina comercial 

utilizada mostró tener actividad de NAG, seguramente como un contaminante. 

En consecuencia, no se podía establecer si la inhibición producida por este 

compuesto era causada por la NAG contaminante o por efecto de la α-

lactalbúmina sobre la GalTasa. Para diferenciar estas dos posibilidades, 

decidimos evaluar la acción del UDP-Gal (Lopez et al., 1985). La presencia de 

UDP-Gal o su análogo en los ensayos no afectó la unión. Por lo tanto, nuestros 

resultados indican que la GalTasa no estaría participando en la unión primaria 

entre las gametas de hámster.  

 

En resumen, los resultados presentados en este capítulo apoyan la 

participación de la NAG de los espermatozoides de hámster como una proteína 

tipo lectina durante la unión primaria a la ZP. Además, no encontramos 

evidencias de que esta enzima participe en la penetración ni en la reacción de 

zona en el hámster. 

 

Llamativamente, estos resultados se oponen al modelo propuesto en el 

ratón. Sin embargo, se suma a las evidencias que señalan la diferencia entre 
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ambos sistemas. El PNP-GlcNAc, sustrato de NAG que inhibe la unión a la ZP 

en el hámster, no produce el mismo efecto en el ratón (Lopez et al., 1985). En 

concordancia con esto, se ha sugerido que la NAG de espermatozoides de ratón 

tiene una localización exclusivamente acrosomal (Miller et al., 1993b). 

Probablemente, estas diferencias estén relacionadas con la existencia de 

mecanismos divergentes en distintas especies.  
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El objetivo general de este trabajo fue analizar la participación de los 

carbohidratos en la interacción del espermatozoide de hámster con la ZP y su 

mecanismo de acción. 

 

En el primer capítulo, analizamos que monosacárido era capaz de afectar 

la interacción del espermatozoide con la ZP in vitro y observamos que la GlcNAc 

era el azúcar capaz de inhibir la unión y la RA. La capacidad del Sr2+ de 

reemplazar al Ca2+  durante la capacitación y la unión a la ZP nos permitió 

disociar la unión de la RA y demostrar que sitios de unión para GlcNAc en el 

espermatozoide y residuos terminales de este azúcar en la ZP estarían 

mediando la unión entre las gametas. Por el contrario, la GlcNAc no parece 

estar relacionada con la penetración o unión secundaria del espermatozoide a la 

ZP. 

 

Dado que la GlcNAc es el sustrato de la NAG y esta enzima es 

particularmente abundante en fluido epididimario y en espermatozoides, 

decidimos estudiar su posible participación en la interacción espermatozoide-ZP 

mediada por GlcNAc. 

 

En el segundo capítulo comenzamos estudiando las características de la 

NAG en el espermatozoide de hámster. Observamos que además de la 

conocida localización acrosomal de esta enzima, habría una población asociada 

débilmente a la membrana plasmática. La ocurrencia de la RA produce una 

disminución en la actividad total de esta enzima en el espermatozoide. Esto 
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involucra un modulador de la NAG que se encontraría dentro del acrosoma y 

requiere de la capacitación y la RA para volverse activo. Esta disminución de la 

actividad de NAG no sería compatible con la participación de la misma como 

enzima hidrolítica en la penetración de la ZP. 

 

Por último, en el capítulo tres, analizamos la participación de la NAG en el 

proceso de fertilización. Vimos que la ZP puede funcionar como sustrato de la 

NAG de espermatozoides de hámster y que la enzima participa en el proceso de 

fertilización.  

En concordancia con los resultados obtenidos en los capítulos anteriores, 

la función de la NAG estaría limitada a actuar como proteína de unión durante la 

unión primaria de los espermatozoides a la ZP.  

 

Estos resultados en conjunto sugieren que una NAG de membrana 

plasmática estaría mediando la unión primaria de los espermatozoides de 

hámster a residuos terminales GlcNAc de la ZP. 
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