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ABSTRACT

Fertilization is a complex and fascinating biological process.
The interactions between gametes transform two differentiat-
ed cells on a totipotent zygote. A few cell surface proteins in
both gametes have been identified as essential for binding and
fusion of gametes. At the zona pellucida level the binding is
initiated by species-restricted binding of the sperm to the zona
pellucida and is facilitated by the protein SED1 and or by the
binding of sperm surface betal/4-galactosyltransferase |
(GalT-I) to glycoside chains of the ZP3. This binding triggers
the acrosome reaction. Among the molecules that participate
on binding and fusion of gametes are included disintegrins on
the sperm (ADAM1 and ADAMZ2) which interact with inte-
grins (a6/B-1, CD9, GPI-protein) in the egg plasma membrane,
while cysteine-rich secretory proteins (CRISP) and the pro-
teins named as lzumo participate in the fusion. The knowl-
edge of the molecules and mechanisms involved in these
processes will allow us not only a better understanding of the
events underlying mammalian sperm-egg interaction, but
also the development of new methods for both fertility regu-
lation and diagnosis and clinic treatment of human and ani-
mal infertility.
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INTRODUCCION

La fecundacion es uno de los procesos bioldgicos
descritos mas fascinantes y a la vez mas complejos.
Comienza con el transporte de gametos en el tracto
reproductor y concluye con la formacién de los pro-
nucleos y la singamia de los mismos, para dar paso
al desarrollo embrionario. Esta interaccidn entre cé-
lulas altamente especializadas proporciona un ejem-

RESUMEN

La fecundacion es un complejo y fascinante proceso biolégico.
Las interacciones entre gametos transforman dos células dife-
renciadas en un cigoto totipotente. Diferentes proteinas de la
superficie celular de ambos gametos han sido identificadas por
su participacién en la unién y fusién de gametos. La interac-
cion se inicia con la adhesién del espermatozoide a la zona pe-
lGcida. Esta unién presenta restricciones segun las especies y
es mediada por la proteina SED1 y/o la unién de la galactosil-
transferasa (GalT-1) a las cadenas de glucidos de la zona pelu-
cida (ZP3), desencadenando la reaccién acrosémica. Entre las
moléculas que participan en la unién y fusién de gametos se
incluyen las desintegrinas del espermatozoide (ADAM1 vy
ADAMZ2), las cuales interactian con las integrinas (o6/f-1,
CD?9 o proteinas ancladas a GPI) del oolema, mientras que en
la fusién participan las proteinas secretoras ricas en cisteina
(CRISP) y las proteinas Izumo. El conocimiento de las molé-
culas y los mecanismos implicados en estos procesos nos per-
mitirA un mejor entendimiento de las interacciones
espermatozoide-ovocito, y el desarrollo de nuevos métodos,
tanto para la regulaciéon de la fertilidad, como para el diagnés-
tico y tratamiento clinico de los problemas de infertilidad en
mamiferos, incluida la especie humana.

Palabras clave. Fecundaciéon. Espermatozoide. Ovocito.
Reaccion acrosémica. Fertilidad.

plo Unico de numerosos procesos celulares, que con-
vierte dos células totalmente diferenciadas en un ci-
goto totipotente.!

Ademas, la interaccidén espermatozoide-ovocito es
el fundamento de un gran nimero de ensayos de fun-
cionalidad espermatica utilizados a nivel clinico en
la especie humana y en especies animales, cuyo obje-
tivo es predecir el éxito de la fecundacion, por lo que
un mayor conocimiento de los mismos supondra me-
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joras en su aplicacién en las clinicas y laboratorios
de reproduccion asistida. Teniendo en cuenta que
los problemas de fertilidad afectan a una gran pro-
porcion de parejas (entre 10 y 20% de la poblacién
mundial),?2 el nimero de potenciales pacientes so-
metidos a tratamientos de fertilidad y que se pueden
beneficiar de los avances producidos en este campo
oscila entre 40 y 80 millones de personas.?

En esta revision repasaremos los mecanismos de inte-
raccion del espermatozoide con la zona peldcida, el
proceso de reaccién acrosémica, y la unién y fusion
propiamente dicha de los gametos con el objetivo de que
sirva de referente para una mejor comprension y actuali-
zacion de los conocimientos sobre los mecanismos de in-
teraccién ovocito-espermatozoide. Sin embargo, no se
tratard el proceso de capacitacion y el paso a través
del cumulus oophorus, que consideramos anteriores a
la interaccion entre gametos, en sentido estricto.

Desde el afio 1951 se conoce que para que los es-
permatozoides de mamifero puedan fecundar deben
sufrir el proceso de capacitacion,*® durante el cual
se producen cambios bioquimicos en la membrana
plasmatica® que dan lugar a una remodelacion de las
moléculas de la superficie celular, permitiendo al es-
permatozoide responder al estimulo provocado por
los ligandos de la zona peldcida (ZP) y sufrir la re-
accion acrosomica (RA). Sin embargo, alln no se cono-
cen con exactitud todos los mecanismos moleculares
implicados en dicho proceso.

In vivo, los espermatozoides capacitados que al-
canzan la porcion ampular del oviducto deben contac-
tar con las células del cumulus oophorus (CO) que
rodean al ovocito. Inicialmente se propuso que el CO,
formado por las células de la granulosa y una matriz
de &cido hialurénico, podia ser atravesado gracias a
la motilidad espermética y la presencia de la proteina
PH-20.” Posteriormente se demostroé la existencia de
la proteina Hyal5 con actividad hialuronidasa que
permitiria la penetracion a través del CO mediante la
digestion de la matriz de acido hialurénico, cuestio-
nandose la funcion de la proteina PH-20.8

Una vez superadas las células del CO, el esperma-
tozoide interacciona con el ovocito. Este proceso de
interacciéon se produce a tres niveles: la ZP, que in-
duce la exocitosis del contenido acrosomal; la mem-
brana plasmética del ovocito, con la que se fusiona y
finalmente el citoplasma, donde se produce la des-
condensacion del nlcleo espermético.

UNION ESPERMATOZOIDE-ZONA PELUCIDA

Aunque clasicamente la interaccion entre esper-
matozoide y ZP se ha considerado como uno de los

principales responsables del bloqueo de la fecunda-
cion interespecifica,®19 actualmente se sabe que
dicha interaccién presenta restricciones por especie,
pero no es especifica en sentido estricto.!* Numerosos
estudios han evidenciado que la union del esperma-
tozoide a la ZP es un proceso mediado por carbohi-
dratos,'?-14 pero los oligosacaridos precisos a los que
se une el espermatozoide permanecen bajo debate y
pueden variar segin la especie.

La ZP est4 formada por un namero variable, se-
gun la especie, de glicoproteinas denominadas de for-
ma genérica ZP1, ZP2 y ZP3, habiéndose descrito la
ZP4 en la especie humana,'® en ratal® y en hamster
(Genbank bankit821091, DQ838550).1¢ Sus princi-
pales funciones son la unién del espermatozoide,
prevencion de la polispermia, proteccién del embrion
hasta la implantacién y el bloqueo de la fecundacion
heteroespecifica.l’-*° Sin embargo, existen referen-
cias que demuestran que no siempre esa especificidad
funciona de forma estricta.?%:2

Modelos de unidn espermatozoide-ZP

A pesar de las numerosas investigaciones llevadas
a cabo, no existe un Unico modelo de unién esperma-
tozoide-ZP globalmente aceptado para los mamife-
ros.?223 Mientras que en el ratén, se asume que los
oligosacéaridos de la ZP3 (ZPC) son los responsables
de la union del espermatozoide, en otros animales
como el cerdo y la vaca hay evidencias de que la
ZP30. 0 ZP4 (ZPB), se unen al espermatozoide.?*

Los modelos que postulan la participacion de de-
terminados glucidos del tipo O-unidos y N-unidos
como receptores espermaticos, implican a las gluco-
sidasas de los granulos corticales como responsa-
bles de la eliminacion de esos glucidos tras la
fecundacién. En ratén, se ha propuesto que los es-
permatozoides se unen a glucidos del tipo O-unidos
de la ZP3 y que éstos son eliminados después de la
fecundacion.?® Sin embargo, otros estudios eviden-
cian el papel de las cadenas de oligosacéridos N-
unidos en la unién del espermatozoide en ganado
bovino y porcino.?426 En la especie bovina se ha
descrito la participacion de residuos de manosa?’ y
la implicacion del acido sialico, tal y como demos-
tro recientemente nuestro grupo.?®

Actualmente se cuestionan los modelos descritos
en la especie murina que proponen a los oligosacari-
dos como responsables de la unién del espermatozoi-
de a la ZP, proponiéndose que la funcion de los
oligosacéaridos en el proceso de unién espermatozoi-
de-ZP quedaria restringida al establecimiento de la
especificidad de especie.?®
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El modelo descrito por el grupo del Dr. Dean pro-
pone que es la estructura supramolecular de las pro-
teinas la que determina la unién del espermatozoide
a la ZP, la cual es modificada por una proteasa libe-
rada desde los granulos corticales. EI mencionado
modelo se propuso a raiz de los resultados obtenidos
utilizando animales transgénicos, en los que se ha-
bian introducido los genes de ZP2 y ZP3 humana
ZP2h y ZP3h y que formaron una zona peltcida con
ZP1 de ratén con una morfologia normal.?2 Segiin
este modelo, la ZP formada por ZP2 y ZP3 con una
disposicidn tridimensional especifica, seria responsa-
ble de la unién del espermatozoide. Tras la unién de
un espermatozoide y la extrusion de los granulos
corticales, se produciria una modificacion de la ZP2
gue ocasionaria un cambio de la conformacion espa-
cial, impidiendo que se puedan unir méas espermato-
zoides. En este modelo, aunque no se descarta la
participacion de los carbohidratos, no seria necesa-
ria su modificacidn tras la fecundacion.

Receptores del
espermatozoide que se unen a la ZP

Se han estudiado un gran nimero de receptores
espermaticos para proteinas de la zona pellcida. En
el ratén se ha demostrado la existencia de una molé-
cula denominada sp56 con afinidad por las cadenas
de oligosacéaridos de la ZP. Ademas se han descrito
otras moléculas denominadas zona adhesinas, pro-
acrosina, sp38, P47, IAM38 y un grupo de proteinas
llamadas espermadhesinas involucradas en la unién
primaria y secundaria a la ZP, aunque los ligandos
de zona especificos para este grupo de moléculas no
se conocen,30:31

A nivel del espermatozoide una de las moléculas
mas estudiadas como receptor de los ligandos de la
ZP ha sido la -1,4 Galactosiltransferasa (GalT-1).
GalT-I, como molécula de la membrana plasmatica,
puede actuar como un receptor especifico de glico-
proteinas incluyendo la ZP3.25:32

Todos los ligandos conocidos para GalT-I1 tienen
residuos terminales N-acetilglucosamina. Sin em-
bargo, esto no es suficiente para que una glicopro-
teina se una como ligando. Por ejemplo, ZP1y ZP2
tienen residuos N-acetilglucosamina como termina-
les no reducidos, pero no son ligandos para la
GalT-1.%

La importancia biol6gica de la GalT-1 y la adhe-
sién a la ZP3 ha sido comprobada mediante ensayos
in vitro. En experimentos utilizando ZP solubiliza-
da se comprobé que ésta inhibe la actividad del en-
zima N-acetilglucosaminidasa, sugiriendo que la

ZP es reconocida por este enzima.3® Cuando los re-
siduos N-acetilglucosamina son bloqueados o elimi-
nados de la ZP3 solubilizada, ésta pierde su
capacidad para unir espermatozoides.?> Estos resul-
tados sugieren que la interaccién entre GalT-1y
ZP3 es necesaria para la union entre gametos. Sin
embargo, parece no ser totalmente imprescindible,
al haberse demostrado que espermatozoides proce-
dentes de ratones transgénicos sin GalT-1 podian
unirse a la ZP aunque el namero de espermatozoi-
des unidos fue menor. Por ello, se sugiere que en la
ZP de ovocitos ovulados existe otro ligando inde-
pendiente de GalT-I que permite la unién del esper-
matozoide a la ZP, pero que no participa en la
exocitosis del acrosoma.3*

Con el objetivo de encontrar otro receptor esper-
matico, distinto a GalT-1, que explicara la unién a
ZP de los espermatozoides que no expresan esta pro-
teina, se estudi6 una proteina de superficie particu-
larmente atractiva, presente en espermatozoides de
cerdo que también participa en la unién del esper-
matozoide a la ZP, denominada SED13%36 y que pre-
viamente habia sido aislada mediante cromatografia
de afinidad en columnas de ZP.%’

Se ha demostrado que la proteina SEDL1 es capaz
de unirse selectivamente a la ZP de ovocitos no fe-
cundados. Ademés, mediante ensayos competitivos
usando SED1 recombinante, diferentes dominios de
SED1 y anticuerpos contra la misma, se demostro la
participacion de esta proteina en la adhesion del es-
permatozoide al ovocito. Estos resultados fueron
confirmados cuando se utilizaron ratones transgéni-
€o0s que no expresan SED1 y mediante cruzamiento
se observo una reducida fertilidad en fecundacion in
vivo. Ademas los espermatozoides fueron incapaces
de unirse a la ZP a pesar de no observarse aparentes
defectos en su morfologia, concentracién, estado del
acrosoma o motilidad.32:34-36

Estos mismos autores®® estudiaron si la supre-
sion del gen responsable de la expresion de la protei-
na SED1, podria haber provocado un efecto
inesperado sobre la expresion o funcion de la GalT-I,
comprobandose que ésta no se veia afectada, de
modo que ambas son independientes.

Recientemente®® se ha propuesto que SED1 es ne-
cesaria para la adhesion inicial entre espermatozoide
y ZP, facilitando en esta adhesién inicial que los oli-
gosacéridos de ZP3 establezcan un estrecho contac-
to con su receptor espermatico, entre los cuales se
encontraria GalT-1. La unién de ZP3, segln este
modelo, consigue la activacion de una proteina-G y
la apertura de canales i6nicos que finalmente desen-
cadenarian la RA.
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REACCION ACROSOMICA

En mamiferos, para el éxito de la fecundacion es
necesario que el espermatozoide sufra el proceso de
capacitacion y a continuacién la reaccién acrosémi-
ca, lo cual le permitira la penetracién a través de la
zona pelucida y la union al ovocito.

El proceso de RA consiste en la exocitosis del con-
tenido del acrosoma como consecuencia de la fusion,
en diferentes puntos, entre la membrana plasmética
del espermatozoide y la membrana acrosomal exter-
na, quedando expuesta la membrana acrosomal in-
terna.l”:38 El proceso de RA esta mediado por una
compleja interaccién de sefiales celulares que inclu-
yen activacion de proteinas cinasas y su posterior
fosforilacidn, activacion de canales i6nicos y otros
procesos aln por definir.3°

La exocitosis del acrosoma puede ser desencade-
nada por varios agonistas naturales entre los cuales
destaca la ZP como principal inductor. Bajo condi-
ciones in vitro, la ZP solubilizada, la progesterona o
el ionoforo de calcio también pueden inducir la RA.#0
Sin embargo, recientemente*! se ha demostrado en
ratén que la mera unidn del espermatozoide a la
zona no es suficiente para inducir la RA, proponien-
do que es necesaria la penetracion del espermatozoi-
de en la matriz de la ZP para que se desencadene la
exocitosis.

Aunque inicialmente se consider6 la RA como un
evento aislado, posteriormente se ha comprobado
gue es un proceso continuo que se inicia con la capa-
citacion y que se ve dramaticamente acelerado tras
el contacto con la zona peltcida.*?

Al igual que en otros procesos de secrecion, en la
RA el Ca?* juega un papel fundamental, ya que es
necesario para la activacion de las enzimas que par-
ticipan en la fusién de membranas.*®* Ademas, este
ion también regula el proceso de hiperactivacion, la
quimiotaxis y participa en la capacitacion.** Aunque
no se conoce totalmente la cascada de sefiales que
culmina con la RA, se sabe que la induccién de la RA
por la ZP y otros agonistas como la progesterona,
desencadenan dicha reaccién por el efecto que ejer-
cen sobre el flujo de iones, principalmente sobre el
Ca?*, el metabolismo de los fosfolipidos, los niveles
de AMPc y la fosforilacion de proteinas.*®

Los espermatozoides son capaces de movilizar
Ca?* tanto del medio extracelular como de los dep6-
sitos intracelulares®® y diferentes autores han de-
mostrado en humanos*’ y raton3® que el acrosoma
puede actuar como depoésito intracelular de calcio.

En raton el receptor que interacciona con la ZP3
esta localizado sobre la regién anterior de la cabeza

del espermatozoide, mientras que en humanos, a ni-
vel de la membrana plasméatica del espermatozoide
existen al menos dos receptores distintos que se unen
a la ZP, uno es un receptor acoplado a una proteina
G y el otro es un receptor tirosina cinasa acoplado a
fosfolipasa C.*8

Resultados de diferentes laboratorios concluyen
que durante la RA hay al menos dos fases de flujo de
Ca?* hacia el citosol** y que estan implicados distin-
tos tipos de canales de Ca?*.® Diferentes marcado-
res han mostrado que el aumento de los niveles de
Ca?* se inicia en la cabeza del espermatozoide y mas
especificamente en el segmento ecuatorial, si bien no
necesariamente esto significa que sea en este punto
donde se inician las sefiales tras la interaccién
con ZP3 o donde se abren los primeros canales de
C&2+.49

En primer lugar se produce una respuesta tem-
prana de los canales dependientes de voltaje que pro-
vocan un aumento de calcio inicial, durante un
breve periodo, el cual es seguido de una elevacién
prolongada que se mantiene a lo largo del tiempo.*°
Sin embargo, el proceso que actla como nexo de
unioén entre las dos fases de flujo de Ca?* permanece
sin esclarecerse totalmente, aunque se ha propuesto
que es el acrosoma el responsable de la liberacion
del calcio que se produce entre los dos eventos y que
dicho calcio es acumulado a nivel del acrosoma du-
rante el proceso de capacitacion.®

Inicialmente se sugirié que el aumento sostenido
de Ca?* era debido a un flujo extracelular del mismo a
traves de los canales Ca,, (tipo-L), aunque estudios
mas recientes proponen que la cinética de la entrada
que se produce inicialmente es compatible con los ca-
nales Ca,, (tipo-T) y ademas la RA se inhibe por va-
rios antagonistas de canales Ca ;. Con base a ello,
algunas moléculas como urocorina o fenvalerato han
demostrado que pueden inhibir los canales tipo-T en
células espermatogénicas y se ha propuesto que po-
drian tener aplicaciones anticonceptivas.05!

Un modelo basico que intenta explicar los diferen-
tes mecanismos implicados en el aumento de calcio
intracelular que se produce en el espermatozoide
como consecuencia de su unién a la ZP y que conlle-
va la exocitosis del acrosoma es el propuesto por
Breitbart, et al. 52 (Figura 1). Sin embargo, este mo-
delo no alcanza a explicar todas las evidencias obte-
nidas a nivel experimental, por lo que también
revisaremos algunas de las propuestas hechas mas
recientemente por otros autores sobre los mecanis-
mos implicados.3845.53

El citado modelo propone que el espermatozoide
se une a la ZP3 mediante oligosacéaridos, al menos a
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ZP3
C3.2+ Ca2+
Membrana ;‘PIPZ
plasmatica
Nt aZh J\'a £ Na* ATP ADP+PI
| Figura 1. Representacion
|& ', |P3 esquematica de los mecanismos
b b ;’J implicados en la RA. (Modifica-
| do de Breithart, et al. 1997).
L] e '-.'-- i ZP3: glicoproteina 3 de la zona
BEa . \ peltcida; R: receptor; TK: tiro-
Y rCa2+ C?ﬁ' AT_P ADP+PI sin quinasa; Gl: proteina-Gi;
Membrana ' = PLC: fosfolipasa C; PK (A,C):
Acrosomal externa 1 prote_ln quinasa (A,C); PIEZ:
-_,J - fosfoinositol fosfato; DAG: dia-
! - cilglicerol; IP,: inositol trifosfa-
Ca to; AC: acetilcolina.

través de dos receptores diferentes R y TK; (Figura
1) a nivel de su membrana plasmatica. Los recepto-
res (R) estan acoplados a una proteina-G, la cual ac-
tiva la fosfolipasa C B, (PLC B,) y podrian regular la
actividad de la adenilato ciclasa (AC) para producir
AMPc y activar la proteina cinasa A (PKA). Esta
PKA activa a su vez un canal dependiente de calcio
a nivel de la membrana acrosomal externa, que libe-
raria Ca?* desde el interior del acrosoma hacia el ci-
tosol del espermatozoide, provocando el primer
aumento de Ca?* intracelular, relativamente peque-
fio, el cual permite la activacion de la fosfolipasa C
(PLCy).

Segun Darszon, et al. %% la unién de la ZP3 a su
receptor activa una proteina Gi que esté involucrada
en el cambio de pH intracelular, mediado por los
transportadores de Na* y H*; ademas causa despo-
larizacion de membrana, la cual abre los canales Ca,,
provocando la entrada inicial de Ca?*.

En cualquier caso, para la hidroélisis de PIP, (fosfa-
tidil inositol bifosfato) y la produccion de DAG (diacil-
glicerol) e IP3 (inositol trifosfato) es necesario que se
produzca una elevacion del Ca?* intracelular. Segin
algunos autores,® la activacion de las fosfolipasas
PLCB, (mediante la proteina G acoplada al receptor R)
y la PLCy (mediante el ligero aumento de calcio por
movilizacién desde el acrosoma), genera la hidrdlisis
del PIP, para formar IP, y DAG. La PKAy el IP; acti-
van los canales de Ca?* en la membrana acrosomal ex-
terna provocando el aumento de calcio intracelular
mediante movilizacion desde el acrosoma.

El DAG es capaz de activar la proteina cinasa C
(PKC) y la fosfolipasa A2, ademas de tener un efecto
de retroalimentacién positiva sobre la PLC.5® La
PKC provoca la apertura de los canales de calcio en
la membrana plasmatica del espermatozoide, permi-
tiendo la entrada de Ca?* extracelular al citosol.

La salida del Ca?* desde los almacenes intracelula-
res daria lugar a un aumento de la concentracién de
Ca?* intracelular, mientras que la concentracién
acrosomal disminuye, provocando la activacion de
los canales de Ca?* implicados en el almacenamiento
(SOC, store opens channels), que se sitlan a nivel
de membrana plasmatica, desencadenando la entrada
capacitativa de Ca?* que supone un aumento soste-
nido de la concentracién de Ca?* citosolico.

El fendmeno de entrada capacitativa de calcio se
produce en un gran numero de células y se basa en
la apertura de un canal de calcio situado en la mem-
brana plasmatica como consecuencia de la reduccion
de calcio en las reservas internas.>*

Se ha propuesto que los receptores que median
esta entrada sostenida de calcio pertenecen a la fa-
milia de canales iénicos denominada TRP (transient
receptor potential).*®>53 En ratén se ha demostrado
la implicacion del TRPC2 en la induccion de la RA
por ZP3% y la presencia al menos de TRPC1, 2y
5,% canales de la familia TRP.

En el espermatozoide, la sucesion de estos dos me-
canismos (salida de Ca?* desde los almacenes intra-
celulares y el flujo de entrada desde el medio
extracelular) esta en concordancia con los hallazgos
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gue demuestran que los eventos iniciales de la reac-
cién acrosémica requieren bajas concentraciones
(del orden de micromoles) de Ca%*, mientras que los
eventos posteriores, incluida la fusién de membra-
nas, requieren mayores niveles (del orden de milimo-
lar) de Ca?+ .53

Sin embargo, este modelo no explica cual seria el
papel de la progesterona, cuyo efecto ha sido demos-
trado en la exocitosis del acrosoma.®® Otras pro-
puestas sugieren que la progesterona podria actuar
sobre un receptor situado a nivel de membrana plas-
matica y activar la PLC* o que la PLCP participa en
la exocitosis del acrosoma inducida por progestero-
na, teniendo en cuenta que la estimulacion con di-
cha hormona produce un aumento en la formacion
de DAG.%

Respecto a los receptores sobre los cuales actua-
ria la progesterona existen algunas controversias.*®
Mientras que algunos autores proponen que existen
dos receptores acoplados a un canal de CI- (uno es
un receptor tipo GABA y el otro es un receptor de
glicina), otros sugieren que existe sélo un receptor
gue provoca ambos efectos simultaneamente. En
cualquier caso, estos receptores para neurotransmi-
sores provocarian una salida de iones Cl- que cau-
san una despolarizacién de la membrana, necesaria
para la activacion de los canales de Ca2* involucra-
dos en el aumento inicial de este i6n.*®

Finalmente, para que la exocitosis tenga lugar es
necesario que se produzca la fusion de membranas y
la salida del contenido del acrosoma. Se ha demos-
trado que la mezcla o fusiéon de dos membranas es
un proceso que ocurre de forma espontanea, y la re-
pulsion entre las cargas de los fosfolipidos previene
la interaccion inicial .38

A pesar de ello, en el espermatozoide la membra-
na acrosomal externa y la membrana plasméatica se
mantienen separadas mediante una estructura de fi-
lamentos de F-actina formada durante la capacita-
cion y dependiente de la activacion de la proteina
cinasa A, la fosforilacion en tirosina de algunas pro-
teinas y la activacion de la fosfolipasa D (PLD).%’

Durante la RA es necesario que se produzca la
despolimerizacion de la F-actina, lo que provoca la des-
estabilizacion de la estructura de filamentos para
dar lugar a que la membrana acrosomal externay la
parte interna de la membrana plasmética puedan po-
nerse en contacto intimamente.

Los altos niveles de Ca2* intracelular (sobre
500nM) que se producen como consecuencia de la in-
duccidn de la RA, provocan la activacion de protei-
nas cortadoras de actina, que inducen la ruptura de
los filamentos de actina y el desmantelamiento de la

estructura de sostén entre ambas membranas que
las mantenia separadas.®’

La exocitosis del acrosoma que tiene lugar duran-
te la RA, implica entre otros procesos, el aumento
del Ca?* intracelular y la formacion de complejos
de proteinas SNARE para que se produzca la fusion de
membranas,>*%8 tal y como ocurre, por ejemplo, en
la exocitosis de vesiculas sinpticas.

Las proteinas SNARE son una familia de proteinas
que forman complejos estables y que han sido involu-
cradas en la fusion de membranas. Ademas, algunas
de ellas han sido identificadas en espermatozoides de
mamiferos y se ha determinado que anticuerpos contra
dichas proteinas inhiben la exocitosis del acroso-
ma.%® En concreto las proteinas denominadas syn-
taxinsly 2, SNAP25 y VAMP?2 se cree que participan
en la exocitosis, a partir de los resultados que de-
muestran que las neurotoxinas botulinicas que pro-
ducen la rotura de estas proteinas tienen un efecto
inhibidor sobre la RA.%°

Sin embargo, este modelo que implica la actua-
cion de las proteinas SNARE tampoco explica de for-
ma global la fusion de membranas que ocurre
durante la RA, al no considerar el papel de las fosfo-
lipasas, proteinas cinasas, proteinas fosfatasas o in-
cluso la funcién del citoesqueleto de actina que ha
sido demostrado participan en la RA. Por lo tanto,
son necesarios nuevos estudios que tengan en
cuenta de forma global todos los mecanismos des-
critos que pueden estar implicados, para tener un
conocimiento completo del proceso de exocitosis del
acrosoma.

INTERACCION DEL
ESPERMATOZOIDE CON EL OOLEMA

Una vez que el espermatozoide atraviesa la ZP y
ha sufrido la RA, el siguiente evento es contactar
con el ovocito. Tras la RA se provoca una remodela-
cién de la superficie del espermatozoide, quedando
expuesta la membrana acrosomal interna, que con-
tactara con las microvellosidades del ovocito, segun
se ha demostrado en diferentes estudios en roedo-
res.*® La interaccion se inicia con una primera
unién labil y a continuacion tiene lugar la adhesion
celular propiamente dicha entre los dos gametos,
para culminar con la fusién de las dos membra-
nas.6°’61

Numerosos estudios implican a varias moléculas
a nivel del espermatozoide y del ovocito como res-
ponsables de la interaccién. Durante los ultimos
afios, se ha desarrollado un modelo que sugiere que
la unidén espermatozoide-oolema es el resultado de la
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adhesion entre las integrinas del oolema y sus ligan-
dos presentes en la membrana del espermatozoide.
La identificacion de las proteinas implicadas es
uno de los principales objetivos de numerosos pro-
yectos de investigacion.

Las proteinas esperméaticas que participan en este
proceso presentan homologia con las desintegrinas,
una familia de moléculas, conocida como ADAM en-
tre las que destacan la proteina 1 secretora rica en
cisteina CRISP1, fertilina oo ADAM1; fertilina B
ADAM2 y ciritestina ADAM3. Ademas se ha descrito
la existencia de una familia de proteinas tipo inmu-
noglobulinas, denominadas Izumo que son necesa-
rias para que se produzca la fusion.62.63

Respecto al ocolema, las proteinas que se consi-
deran implicadas en esta interaccién son denomi-
nadas integrinas (o, y otras) y tetraspaninas
CD9.50.64 Ademas se han obtenido evidencias de la
participacion de una segunda tetraspanina CD81
en la fusion de los gametos, la cual esta estrecha-
mente relacionada con CD9 en su estructura y
funciones.®® Utilizando ratones knock-out para la
molécula CD81, observaron una reduccién de la
fertilidad en los ratones obtenidos en la cuarta o
guinta generacién.

Una de las principales barreras para la identifica-
cién de las moléculas responsables del proceso de
unién y fusidon de gametos es la falta de un ensayo
in vitro de unién espermatozoide-ovocito que simule
fielmente las condiciones fisioldgicas en que se pro-
duce esta interaccion.%®

El proceso de fusion de membranas puede ser divi-
dido en tres eventos claves:

= El primero consiste en el reconocimiento de mem-
branas o adhesién y se trata de un contacto ini-
cial entre las dos membranas mediado por

uniones proteina-proteina o por uniones protei-
na-carbohidrato.

= El segundo consiste en la aposicion de las mem-
branas; la actividad fusogénica de las proteinas
conlleva que las dos membranas tengan un con-
tacto intimo y se produzca la adhesién uniéndose
fisicamente las dos membranas (a través de inte-
racciones proteina-lipido o proteina-proteina), lo
cual induce un cambio de conformacion irreversi-
ble de modo que las proteinas se doblan sobre si
mismas.

= El tercer evento corresponde a la mezcla de lipi-
dos; una vez que las membranas estan en contac-
to, se produce la mezcla de lipidos dando como
resultado una bicapa que permite la continuidad
citoplasmatica entre las dos células.®”

La fusidn queda restringida a una region especifi-
ca de cada gameto. En el espermatozoide existe una
porcién de membrana plasmatica, denominada re-
gion o segmento ecuatorial, que cubre parte del
acrosoma, pero no se fusiona con la membrana acro-
somal externa durante la RA (Figura 2). En esta re-
gion es donde se produce el contacto con el oolemay
se inicia el proceso de fusion entre ambos gametos.58
En el ovocito, la fusion se produce a nivel de las mi-
crovellosidades presentes en la mayor parte del oole-
ma; sin embargo, en roedores, se ha observado que
la parte del oolema maés cercana a la placa metafési-
ca no presenta estas microvellosidades y la fusion
raramente ocurre a este nivel, no existiendo molécu-
las de CD9, ni integrinas en dicha area. Se ha pro-
puesto® que las microvellosidades acttian como una
plataforma donde se concentran las proteinas
que participan en la adhesion y fusién, una estrate-
gia utilizada ampliamente en los sistemas biol6gicos
para aumentar la superficie. Incluso las microvello-
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sidades actiian como una profusion de la membrana
con un bajo radio de curvatura, lo que puede facili-
tar que se produzca un contacto intimo entre el es-
permatozoide y el oolema.

Moléculas implicadas en el
proceso de unién y adhesiéon entre
el espermatozoide y el ovocito

A nivel espermético, el primer hallazgo sobre las
desintegrinas como moléculas implicadas en la adhe-
sién al ovocito fue la proteina PH-30 o fertilina, ca-
paz de inhibir la fusién en un alto porcentaje.”® El
anticuerpo anti PH-30 inmunoprecipitaba una pro-
teina formada por un heterodimero con dos subuni-
dades, fertilina oo ADAML1 y fertilina § ADAM2.

Estas dos subunidades se han identificado en dife-
rentes especies de mamiferos, como el ratén, aunque
algunas especies pueden no expresar la subunidad a
de la fertilina. Segun algunos autores,’? los esper-
matozoides humanos no expresan una proteina ferti-
lina o funcional, lo cual pone en duda su funcién
propuesta en la fecundacion. Estos autores cuestio-
nan la existencia del complejo fertilina o—3 en huma-
nos, ya que no han sido capaces de identificarlo en
macacos.

Mediante ensayos en los que se utilizaron secuen-
cias de péptidos de la fertilina p de hamster se obser-
vO una importante reduccién de la fusion entre
espermatozoides y ovocitos,’? por lo que se le ha
atribuido una funcién en el mecanismo de fusion.
Para profundizar en el estudio del mecanismo de
union y fusién de gametos se han obtenido ratones
knock-out con ausencia de fertilina 3, ADAM3 0 am-
bas. Los espermatozoides de cada una de las lineas
de ratones mostraron una dramética reduccién en la
unién a ovocitos sin ZP en torno al 90%.”® Sin em-
bargo, se observé que estos ratones knock-out para
fertilina B o ADAMS, presentaban una reduccién en
la expresidn de otras desintegrinas y que se podrian
afectar otras proteinas no identificadas y responsa-
bles de la unién del espermatozoide. Recientemente™
se ha observado también que los ratones knock-out
para ADAML1 son fértiles, pero poseen una severa
reduccion de la expresion de ADAM2 en la superficie
de los espermatozoides.

Moléculas implicadas en el
proceso de fusion espermatozoide-ovocito

Solamente unas pocas proteinas espermaticas que
son candidatas a tener un papel en la fusién esper-
matozoide-ovocito se han estudiado con detalle. Es-

tudios en el ratén atribuyen un papel en la fusién a
la proteina DE o CRISP1 y CRISP275 y equatori-
na’. Ademas, estos ensayos también indican que
fertilina B y ADAMS3 son necesarias para la fusion,
aunque cuando se utilizaron ratones knock-out para
estas dos moléculas se observo solamente una ligera
inhibicion de la fusion.”™

En cuanto al ovocito, la molécula CD9 es uno de
los miembros de la familia de las tetraspaninas que
se encuentra distribuido por toda la superficie del
oolema, con la excepcion de la regién mas cercana a
la placa metafasica en el caso de roedores, donde ra-
ramente se produce la fusion.”” Kaji et al. demostra-
ron que los espermatozoides eran capaces de unirse
a ovocitos de ratdn deficientes en CD9 de modo si-
milar al tipo salvaje, pero que sin embargo raramen-
te se producia la fusion in vivo e in vitro. Ademas,
recientemente’® se ha demostrado que la molécula
CD9 controla la formacién de areas que contienen
otras tetraspaninas e integrinas, las cuales estan in-
volucradas en la fusién de gametos en la especie hu-
manay murina.

El mecanismo de accién en el proceso de fusion de
CD9 no se conoce en detalle, pero se postula que ac-
tua en colaboracion con otras proteinas de superfi-
cie del oolema. Algunos estudios sugieren que CD9
funciona a través de un gran pliegue o bucle (EC2) y
gque una secuencia determinada de aminoéacidos a ese
nivel interviene en la fusion.” Algunos autores®®
afirman que ademas del CD9 como molécula esencial
en este proceso, participan también alguna(s) de las
denominadas proteinas ancladas a GPI (glicosilfosfa-
tidilinositol). Hasta el momento, no ha sido definiti-
vamente identificada cual de ellas es importante
para la fecundacion, pero se ha demostrado que al-
guna, como la CD55, no es esencial para la fusion de
gametos.

A nivel espermatico se ha descrito la existencia de
una familia de proteinas denominadas Izumo que
son responsables de la fusion del espermatozoide en
raton.%? Ratones con una deleccion del gen 1zumo
producen espermatozoides con motilidad, migracion
y reaccion acrosdmica con parametros dentro de la
normalidad, pero in vivo no produjeron descenden-
cia mientras que in vitro se observo penetracién de
la ZP, permaneciendo los espermatozoides en el es-
pacio perivitelino, sin que se produjera la fusién con
el oolema. Utilizando la técnica de ICSI se obtuvo
descendencia en niveles similares al grupo control.

En la figura 3 se representan algunas de las mo-
lIéculas implicadas en la union y/o fusién de los es-
permatozoides al ovocito. A nivel del ovocito las
integrinas parecen tener alguna funcién en la
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Figura 3. Representacion de las moléculas implicadas en el proceso
de unidn y fusién espermatozoide-ovocito (Modificado de Kaji y Kudo, 2004).

unidén, actuando como receptores de las proteinas
espermaticas ADAM, mientras que en la fusion
participa el CD9 en cooperacion con proteinas GPI.
A nivel del espermatozoide, las proteinas de la fami-
lia ADAM participan en el proceso de union, mien-
tras que las implicadas en el proceso de fusion son
proteinas tipo lzumo %2 y proteinas epididimales
tipo CRISP.7

CONCLUSIONES

En conclusion podemos afirmar que durante los
altimos 30 afios se han identificado algunas de las
moléculas que participan en el proceso de interac-
cién ovocito-espermatozoide; sin embargo, dicho
proceso aun no se conoce en su totalidad. Debido a
gue los eventos implicados tienen una importancia
mayuscula para el diagndstico de problemas de in-
fertilidad y desarrollo de nuevos métodos de trata-
miento o regulacién de la reproduccion, las
investigaciones en este campo en los proximos afios
serdn cruciales para la solucion de los problemas
indicados.
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