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ACTUALIZACION

Mecanismos Moleculares del Proceso de Fecundacion.

Parte II. La interaccién espermatozoide-ovocito.

Monica Hebe Vazquez-Levin y Clara Isabel Marin-Briggiler

Laboratorio de Estudios Moleculares del proceso de Interaccion de Gametas.
Instituto de Biologia y Medicina Experimental. Buenos Aires, Argentina. Correo electrinico: mhvaz@dna.uba.ar

Introduccion

El proceso de fecundacion involucra una secuen-
cia altamente coordinada de interacciones entre el
espermatozoide y el ovocito para dar origen a una
zigota viable. El presente articulo y otro publicado
en el nimero 1 de la Revista Argentina de
Andrologia del afio 2007 han tenido por objetivo
presentar una breve actualizacion del estado de co-
nocimiento de los eventos moleculares involucrados
en la fecundacion humana y los componentes parti-
cipantes de este proceso. Este trabajo se referird a
los mecanismos involucrados en la interaccion del
espermatozoide con el ovocito. Los materiales cita-
dos corresponden a una seleccion de articulos de
revisiéon en la tematica presentada, a los que se
suman algunas publicaciones recientes sobre avan-
ces en reproduccion humana y sélo se mencionan
trabajos en animales cuando es estrictamente nece-
sario. Como informaciéon complementaria, se sugie-
re la lectura de trabajos de revision publicados por
profesionales internacionalmente reconocidos en el

area [1][21,[3],14],[5].

La interaccion ovocito-espermatozoide

La interaccion entre el ovocito y el espermatozoi-
de es un proceso especializado que lleva a la fecun-
dacién y a la activacion del desarrollo embrionario.
El mecanismo propuesto, resultado de estudios rea-
lizados en varias especies de mamiferos [1-5] esta-
blece que los espermatozoides que han completado
la capacitacion inicialmente se unen a la zona pellu-
cida (ZP) y sufren la exocitosis acrosomal (EA). Los
espermatozoides reaccionados penetran la ZP, al-
canzan el espacio perivitelino y se unen y fusionan
a la membrana plasmatica del ovocito (oolema),
permitiendo asi el ingreso de la cabeza espermatica
al citoplasma ovocitario (ooplasma) y la decondensa-
cion del nucleo espermatico (ver esquema en la
Figura). La entrada del espermatozoide gatilla meca-
nismos de bloqueo de la polizoospermia. Estudios
mas recientes sugieren modificaciones a este mecanis-
mo clisico [6,7], que se mencionardn oportunamente.

En los proximos parrafos se presentara una des-
cripcion general de las bases moleculares de la inte-
raccion espermatozoide-ZP y espermatozoide-oole-
ma; asimismo, se hard mencion a la composicion de la
ZP, a las proteinas espermaticas propuestas para el re-
conocimiento e interaccion con la ZP y el oolema, y a
algunos aspectos moleculares del proceso de EA.

1. Union del espermatozoide a la ZP

El mecanismo clasico de la fecundacion propone
que la unién del espermatozoide a la ZP es un paso
relevante en la interaccion de las gametas, dado que
otorga especificidad de especie a la interaccion y
gatilla la EA, permitiendo esta ultima la penetracion
espermdtica de la ZP y la fusién con el oolema.
Como resultado de numerosas investigaciones, exis-
te un consenso que sugiere que la unién espermato-
zoide-ZP involucra la interaccion de componentes
de la ZP con proteinas de la superficie del esperma-
tozoide capacitado, conociéndose a este proceso
como union primaria. Asimismo, la unién de las ga-
metas involucraria la interaccion de las proteinas de
la ZP con componentes intraacrosomales expuestos
cuando los espermatozoides sufren la EA; esta inte-
raccion, conocida como union secundaria, asistiria
al espermatozoide a permanecer asociado a la ZP.
Numerosas evidencias apoyan la hipétesis que pro-
pone que varios componentes de la ZP y del esper-
matozoide participarian en los eventos de unién
entre las gametas, asi como en la activacién de di-
versas cascadas de sefalizacion y de canales ionicos
(ver Exocitosis Acrosomal).

La Zona Pellucida

La ZP s una matriz glicoproteica acelular que
rodea a todos los ovocitos de mamiferos, y se en-
cuentra ubicada entre la capa mas interna de las cé-
lulas foliculares y el oolema. Es la dltima barrera
que el espermatozoide debe atravesar para lograr la
fecundacion; asimismo, protege al ovocito del dano
fisico al que pueda estar expuesto, otorga especifici-
dad de especie a la interaccion de gametas, y contri-
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Representacion esquematica de los principales eventos que tienen lugar durante la interaccion de gametas. Los espermatozoides
gue han completado la capacitacion inicialmente se unen a la zona pellucida (ZP) (1) y sufren la exocitosis acrosomal (2); los espermatozoides
reaccionados penetran la ZP (3), alcanzan el espacio perivitelino, se unen ay se fusionan con la membrana plasmatica del ovocito (oolema)
(4), permitiendo asi el ingreso de la cabeza espermatica al citoplasma ovocitario (ooplasma) y la decondensaciéon del nucleo espermaético (5).

buye al bloqueo de la polizoospermia luego de la
fusion. Finalmente, la ZP provee un entorno defini-
do al embrién preimplantatorio y lo protege de todo
tipo de injuria.

La dilucidacion de los aspectos moleculares rela-
tivos a la composicion, estructura y funciones de la
ZP ha resultado de las investigaciones realizadas en
el modelo de ratén. Los estudios bioquimicos reve-
laron que la ZP estd compuesta principalmente por
tres glicoproteinas, llamadas ZP1m, ZP2m, y ZP3m,
ensambladas en una red de filamentos. Estudios
posteriores caracterizaron estos componentes a
nivel molecular, y se han desarrollado modelos ex-
perimentales combinando mutagénesis dirigida y
transgenesis para estudiar sus funciones. Las investi-
gaciones realizadas permitieron proponer que ZP3m
es el ligando de la union primaria y que gatilla/ace-
lera la EA (ver mas adelante); ZP2m estaria involu-
crada en la unién secundaria a la ZP y ZP1m man-
tendria la integridad de la estructura de la ZP.
Estudios con modelos de genética molecular han
desafiado el mecanismo cladsico, y proponen que

ZP2m regularfa una estructura supramolecular re-
querida para sostener el evento de unioén a la matriz
[6]. Basado en ese mismo modelo de estudio, se ha
propuesto recientemente un mecanismo alternativo
de interaccién que involucraria la liberacion de qui-
moatractantes ovocitarios, que guiarian al esperma-
tozoide durante la interaccién [7]; sin embargo,
hasta el presente, no se han identificado las molécu-
las responsables de ese mecanismo de guia.

En la ZP humana inicialmente se identificaron
tres glicoproteinas [8], denominadas ZPAh!, ZPBh,
ZPCh?, determindndose su estructura primaria a
partir de la caracterizacion del ADNc [9].
Posteriormente, se identifico un transcripto adicio-
nal (ZP1h), y se describi6 la presencia de la proteina
ZP1h [10]. El andlisis de secuencia revel6 que ZPAh
es el homologo de ZP2m, ZPCh el de ZP3m, y ZP1h
es el ortdlogo de ZP1m y el parilogo de ZPBh.

La ZP humana tendria un rol selectivo para los
espermatozoides morfolégica y funcionalmente nor-
males; asi, se ha observado que los espermatozoides
unidos a la ZP presentan morfologia [11], y cromati-
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na normal [12]. Conjuntamente, se ha encontrado
una correlacion positiva entre el nimero de esper-
matozoides unidos a la ZP y las proteinas espermati-
cas fosforiladas en residuos tirosina [13].

Las glicoproteinas de la ZP humana participarian
en la union primaria y secundaria. Numerosas evi-
dencias muestran que estos eventos involucran resi-
duos fucosa, galactosa, N-acetilglucosamina y ma-
nosa, asi como azucares sulfatados de la ZP. Sin
embargo, la participacion de la cadena polipeptidica
de las proteinas de la ZP en la interaccién no debe
ser descartada.

Los estudios bioquimicos y funcionales con las
proteinas de la ZP humanas aisladas no han sido
posibles, debido a la limitacion en el material biol6-
gico disponible. A fin de sobrellevar esta dificultad,
varios grupos de investigacion han desarrollado sis-
temas in vitro para producir las proteinas de la ZP
en células procariotas y eucariotas por tecnologia de
ADN recombinante, y evaluar sus funciones
[14],[15],(16],[171,[18],[19],[20],121]. Se ha observado
que la proteina recombinante ZPCh se asocia a la
cabeza del espermatozoide e interfiere con la inte-
raccion espermatozoide-ZP [18],[22],[23]. Con res-
pecto a ZPAh, un fragmento de la proteina produci-
do en bacterias se une a espermatozoides
reaccionados, y anticuerpos especificos bloquean la
union y penetracion espermatica de la ZP homoéloga
[24]. Asimismo, nuestro grupo caracterizoé la interac-
cién entre ZPAh recombinante y el sistema proacro-
sina/acrosina [25], la que en parte seria mediada por
azucares de la proteina de la ZP [20] (ver mis ade-
lante). Ademas de la actividad de unién a compo-
nentes espermaticos, las proteinas recombinantes de
la ZP mostraron capacidad de inducir la EA (ver mas
adelante) y fueron utilizadas como antigenos en
modelos de anticoncepcion inmunoldgica. El uso de
proteinas recombinantes de la ZP humana con acti-
vidad biol6égica permitira entender las bases mole-
culares de la interaccién entre el espermatozoide y
la matriz, asi como desarrollar métodos alternativos
para el diagndstico de la infertilidad.

Receptores espermadticos involucrados en la
interaccion con la ZP

La literatura en este tema es vasta, y se han pu-
blicado evidencias sobre la participacion de nume-
rosas proteinas en la interaccién con la ZP. Los estu-
dios han empleado modelos experimentales en
roedores, asi como en otros mamiferos; asimismo,
se han utilizado numerosas metodologias, desde es-
tudios de biologia celular y bioquimica, hasta biolo-
gia molecular y genética experimental, incluyendo
los modelos de "knock out" o remocién especifica

de genes por recombinacion homéloga. Las protei-
nas propuestas incluyen una variedad de enzimas
(B-1,4-galactosiltransferasa/GalTasa; a-fucosiltrans-
ferasa; a-manosidasas; N-acetilglucosaminidasa/Hex;
fosfolipasa A2), y proteinas ligadoras de azucares
(receptores de manosa, galactosa y fucosa;
p47/SED1 y otras adhesinas espermaticas; zonaad-
hesinas; proteinas tipo selectinas), asi como otras
proteinas (FA-1; P34H y homodlogos P26h/P25b;
SLIP-1, una "Sulpho Lipid Immobilizing Protein" 1;
p66; cadherina epitelial; CRISP-1). En el modelo hu-
mano, se ha descripto la presencia de algunas de
estas proteinas: FA-1 y P34H, GalTasa, Hex, selecti-
na, SLIP-1, p606, y cadherina epitelial. Ademas de
estas proteinas de superficie, otras proteinas acroso-
males participarian en la interaccién con proteinas
de la ZP, estando posiblemente involucradas en la
union secundaria. Entre ellas, se encuentran proa-
crosina/acrosina, PH20, sp56, acrina2/MC41,
sp38/IAM38, y Spl7; en el modelo humano existen
trabajos que demuestran la expresion de proacrosi-
na/acrosina (ver mas adelante), PH20, Spl7, y
SOB3. A continuacién se presenta una breve des-
cripcion de FA-1, P34H y proacrosina/acrosina; la
seleccion de estas proteinas se ha basado tanto en la
extensa literatura sobre las mismas como en los es-
tudios que las relacionan con la fertilidad en el
hombre.

FA-1 es una glicoproteina de 51 KDa presente en
la region postacrosomal, pieza media y cola del es-
permatozoide humano que fue inicialmente descrip-
ta en el ratén y cuya secuencia codificante humana
ha sido caracterizada [27]. Su participacién en la in-
teraccion de las gametas humanas ha sido sugerida
por estudios que describen la capacidad de anti-
cuerpos especificos y de la proteina purificada de
bloquear la unién espermatozoide-ZP [28].
Asimismo, se detectaron anticuerpos contra FA-1 en
el suero de hombres y mujeres subfértiles; la pre-
sencia de los mismos podria afectar la fecundacion,
como se demostrara en animales, en los que la in-
munizacion con la proteina o su ADN codificante
tuvo un efecto anticonceptivo [29].

P34H es una proteina de 34 KDa, de origen epi-
didimario, localizada en el capuchoén acrosomal de
espermatozoides eyaculados y capacitados. La parti-
cipacion de P34H en la fecundacién humana fue
evidenciada a través de la capacidad de anticuerpos
especificos de bloquear la unién a la ZP [30].
Investigaciones posteriores revelaron la presencia
de concentraciones significativamente menores de
P34H en pacientes con infertilidad sin causa aparen-
te [31]. Finalmente, un estudio reciente demostrd
una correlacién positiva entre la proporcion de
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casos con P34H y el éxito en fecundacion in vitro
(FIV) [32]. Todos estos resultados han llevado a pro-
poner a P34H como un marcador de fertilidad en la
evaluacion del hombre subfértil.

La acrosina es una proteasa espermatica acroso-
mal que ha sido estudiada en numerosas especies.
Ademas de su actividad proteolitica (ver mas ade-
lante), estudios bioquimicos han revelado que la
acrosina humana y su zimégeno proacrosina, se
unen a componentes de la ZP nativa y a las protei-
nas recombinantes de la misma [25][33]. Resultados
de nuestros trabajos demostraron que la proacrosina
tiene mayor capacidad de unién a las proteinas de
la ZP, principalmente ZPAh; dicha interaccion invo-
lucraria azucares de la ZPAh [25][20], y puede ser
bloqueada por anticuerpos antiacrosina presentes
en el suero de pacientes subfértiles [Veaute,
Vazquez-Levin et al, en consideracién]. Nuestro
grupo ha propuesto un modelo que combina la capa-
cidad de union del sistema proacrosina/acrosina hu-
mana a las proteinas de la ZP con las propiedades liti-
cas de la enzima madura acrosina en el proceso de
interaccion espermatozoide-ZP (ver mas adelante).

2. La Exocitosis Acrosomal (EA)

Luego de la union a la ZP, los espermatozoides
capacitados pueden sufrir la EA. El acrosoma es una
organela tipo lisosoma, que cubre la porcién ante-
rior del nicleo espermatico. La membrana que yace
sobre el nucleo ha sido llamada membrana acroso-
mal interna, y la porcién que se ubica debajo de la
membrana plasmatica se denomina membrana acro-
somal externa. El acrosoma contiene un comparti-
miento soluble y uno particulado (este ultimo cono-
cido como matriz acrosomal), constituido por varias
proteinas con propiedades hidroliticas [34].

La EA es un proceso irreversible que involucra
una serie compleja de eventos intracelulares, que re-
sultan en la fusion de la membrana acrosomal exter-
na y la membrana plasmatica que la recubre, con la
consiguiente liberacién del contenido acrosomal y
la exposicion de la membrana acrosomal interna. La
ocurrencia de la EA facilita la penetracion esperma-
tica a través de la ZP, y la exposicion de ciertas mo-
léculas del segmento ecuatorial, que participarian
en la fusién con el oolema (ver mas adelante) [3].

Los estudios realizados en varias especies han
demostrado que la mayoria de los espermatozoides
que llegan al oviducto tienen su acrosoma intacto;
algunas células iniciarian la EA mientras atraviesan
el cumulus oophorus, pero el espermatozoide fe-
cundante completaria la EA durante la interaccion
con las glicoproteinas de la ZP [1][2](3][4], si bien un
estudio reciente propone que la unién espermadtica

a la ZP no seria suficiente para inducir la EA [7].

En el modelo murino, el mecanismo cldsico pro-
pone que la unién de ZP3m a receptores espermati-
cos especificos causaria su agregacion y activacion
[35]; los receptores activados desencadenarian una
cascada de eventos que culminarian con la fusion
de las membranas y la liberacién de los componen-
tes acrosomales. Brevemente, la EA inducida por
ZP3m involucraria la activacion de proteinas G, al-
calinizacion intracelular, depolarizacion de la mem-
brana plasmatica, aumento transiente de las concen-
traciones de iones calcio (Ca*") intracelular por
activacion de canales dependientes de voltaje del
tipo T, generacién de inositol-3,4,5-trifosfato (IP3),
incremento sostenido de las concentraciones intra-
celulares de Ca?" por vaciamiento de reservorios de
Ca?* sensibles a IP3 y apertura de canales de Ca*
en la membrana plasmatica, y produccién de com-
puestos fusogénicos. En el modelo alternativo pro-
puesto recientemente, la unién a la ZP o el tamano
de poro pequeno de los intersticios de la matriz pro-
ducirfa un enlentecimiento del espermatozoide, y la
fuerza propulsora del flagelo transportaria una senal
mecano-sensorial que conduciria a la movilizacion
de Ca?' de reservorios intracelulares y a la induc-
cion de la EA [7].

Se ha descripto que la ZP humana nativa o solu-
bilizada induce la pérdida del acrosoma en esper-
matozoides humanos capacitados [36]; sin embargo,
debido a restricciones en la disponibilidad del ma-
terial biolégico, la identidad de los componentes de
la ZP responsables de desencadenar la EA no ha
sido determinada. Estudios usando proteinas recom-
binantes humanas han mostrado que ZPCh recombi-
nante producida en células eucariotas es capaz de
provocar la EA, involucrando la activacion de recep-
tores de glicina y receptores nicotinicos de acetilco-
lina, y la participacién de proteina G;j, con influjo de
Ca?*. Ademas, hallazgos recientes indican que ZPBh
producida en células de insecto induce la EA en es-
permatozoides capacitados por activacién de un re-
ceptor independiente de G; [20],(21].

Los mecanismos moleculares que controlan la
fusion de membranas durante la EA han sido exten-
samente estudiados en los ultimos anos. Se ha ca-
racterizado la participacion de las proteinas SNARE
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive attachment pro-
tein receptors) y otras proteinas asociadas [37][38],
que regulan la fusion de membranas durante la exo-
citosis de células somaticas Ademas, se ha descripto
que la EA de espermatozoides humanos requiere la
actividad de tirosina kinasas y fosfatasas, indicando
que la fosforilacion proteica en tirosina estd involu-
crada en este proceso [39].
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En los espermatozoides humanos capacitados, la
EA también puede ser inducida por exposicion a se-
creciones del cumulus oophorus y fluidos oviductal
y folicular. Se ha demostrado que la actividad induc-
tora de la EA del fluido folicular humano (FFh) resi-
de en su contenido de progesterona, y nuestros es-
tudios indican que anticuerpos presentes en el FFh
de pacientes infértiles también son capaces de pro-
vocar la pérdida del acrosoma [40]. Aunque la rele-
vancia de estos factores en la EA fisiol6gica todavia
es desconocida, es posible que diferentes agonistas
presentes en la vecindad del ovocito, desencadenen
mecanismos aditivos o sinérgicos que lleven a maxi-
mizar la respuesta exocitética. La progesterona y el
fluido folicular han mostrado un efecto de "priming"
sobre la EA inducida por ZP en espermatozoides de
ratén y humanos [41]. La exposicion de espermato-
zoides humanos a un gradiente de progesterona,
que simula las condiciones del sitio de fecundacion,
conduce a un incremento bajo y a oscilaciones en
las concentraciones intracelulares de Ca?*; dicho es-
timulo resulta insuficiente para provocar la EA, pero
estimula el movimiento espermadtico [42].

Dado que solo los espermatozoides capacitados
pueden sufrir la EA en respuesta a estimulos fisiolo-
gicos, la ocurrencia de la EA indica que se ha com-
pletado el proceso de capacitacion. Ambos fenome-
nos estan intimamente relacionados, e intentar
disociar los mecanismos moleculares que gobiernan
cada uno de ellos es dificil. Los resultados de nues-
tros estudios han revelado que mientras que 0,22
mM de Ca?* en el medio de incubacion es suficiente
para permitir la ocurrencia de varios eventos rela-
cionados con la capacitacién, una concentracion
0,58 mM de este cation es requerida para inducir la
EA en respuesta a FFh [43]. La capacitacion esper-
matica puede ser llevada a cabo en un medio en el
que los Ca?* sean reemplazados por Sr2+, pero este
ion no permite la EA inducida por FFh [44]. La incu-
bacion de los espermatozoides bajo condiciones i6-
nicas especificas permitiria la separacion temporal
de la capacitacion y la EA, y la implementacion de
estos modelos llevard a mejorar el conocimiento de
las bases moleculares de estos procesos.

Para obtener mayor informacién sobre la EA, los
autores sugieren la lectura de los siguientes trabajos
de revision de publicacion reciente: [45],[40].

3. Penetracion espermatica de la ZP

Los espermatozoides que completaron la EA son
capaces de penetrar la ZP y fusionarse con el oole-
ma. El tiempo que los espermatozoides necesitan
para completar la penetracion espermatica es varia-
ble (ej. ratén 15-26 min), y principalmente depende

del estado de capacitacion del espermatozoide en el
momento de la inseminacion. Durante la penetra-
cion, los espermatozoides mueven el flagelo de ma-
nera vigorosa, y en muchos casos realizan trayecto-
rias curvas, dejando una huella a su paso [1].

Los mecanismos por los cuales los espermatozoi-
des penetran la ZP todavia no han sido dilucidados
totalmente. Se han propuesto varias hipétesis, entre
ellas la "mecéanica" y la "enzimatica". En la primera,
el espermatozoide penetraria la ZP usando la fuerza
provista por la motilidad e independientemente de
la actividad enzimdtica; en la segunda, el esperma-
tozoide necesitarfa la actividad litica de enzimas
acrosomales para la penetracién, y la motilidad no
serfa relevante. Una tercera hipoétesis combina
ambas propiedades, la motilidad vigorosa flagelar y
la actividad litica espermatica [1],[5].

La participacion de proteasas espermaticas de
tipo tripsina en la penetraciéon de la ZP fue sugerida
en los estudios que mostraban el efecto bloqueante
de inhibidores de tripsina sobre este proceso [47].
De los componentes acrosomales estudiados, el sis-
tema proacrosina/acrosina ha sido el mas caracteri-
zado [48]. Tal como ya se explicara, ka acrosina (EC
3.4.21.10) es una endoproteasa tipo tripsina sinteti-
zada y almacenada en el acrosoma en la forma de
zimogeno, proacrosina. La enzima madura activa, -
acrosina, es liberada durante la EA, y existen evi-
dencias que sugieren que su activacién es acelera-
da por componentes de la ZP. El concepto clasico
que postula que la penetracion de la ZP es asistida
por la protedlisis mediada por acrosina se encuentra
en revision, dado que ratones "knock out" para el
gen de acrosina son fértiles; sin embargo, esos ani-
males presentan una fecundacién retardada, sus es-
permatozoides no fetilizan ovocitos si se mezclan
con espermatozoides de la cepa salvaje en el ensayo
de fecundacion, y tienen un desempeno deficiente
cuando se enfrentan a ovocitos con ZP "endureci-
das" luego de un tratamiento quimico [49]. Estas evi-
dencias sugieren una desventaja para los espermato-
zoides de animales deficientes del gen de acrosina
en su capacidad de penetrar la ZP. Si bien se han
identificado otras proteasas en el raton "knock out"
que podrian actuar en reemplazo de acrosina, ain
no se han identificado los homélogos humanos.
Estudios posteriores con esos animales indicaron
que la actividad enzimatica de acrosina participaria
durante la EA en la liberacion de los contenidos
acrosomales.

En humanos, se ha asociado la presencia de una
actividad enzimatica de acrosina baja con la infertili-
dad. Un estudio de nuestro grupo identificé una ac-
tividad disminuida de acrosina en pacientes con in-
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fertilidad sin causa aparente, observandose que la
actividad baja estaba asociada a una tasa de fecun-
dacion anormal en FIV, y a cambios en el patrén de
activacion de la proenzima [50].

Los resultados presentados sugieren que los meca-
nismos que controlan la penetracion de la ZP todavia
no han sido establecidos; estudios futuros permitiran
determinar las bases moleculares de este evento.

4. La fusion del espermatozoide al oolema

Los espermatozoides que han completado la EA
y la penetracion de la ZP alcanzan el espacio perivi-
telino, se unen a y se fusionan con el oolema. La in-
teraccion entre el espermatozoide fecundante y el
oolema involucraria el contacto y la unién entre re-
ceptores localizados en la membrana acrosomal in-
terna de la region apical de la cabeza y las microve-
llosidades de la membrana ovocitaria. Esta
interaccion es disociada por efecto de proteasas,
luego de lo cual el espermatozoide se ubica paralelo
y une al oolema y finalmente se fusionaria por el
segmento ecuatorial. Aparentemente, la region ante-
rior del espermatozoide es incorporada al ovocito
por fagocitosis, y la regién postacrosomal y flagelo
son incorporados via fusién de membranas. Una in-
dicacion visible de la fusion es la reduccion en el
movimiento de la cola espermatica, que ocurre
pocos segundos después de haberse completado el
evento de fusion. En condiciones fisiol6gicas, solo
un espermatozoide se fusiona con el oolema
[11,[511,[52].

Los espermatozoides intactos (que no han sufri-
do EA) no son capaces de fusionarse al ovocito in-
dependientemente de su estado de capacitacion;
como resultado o concomitante con la EA, la mem-
brana plasmatica en el segmento ecuatorial sufre
cambios fisiolégicos que le confieren la capacidad
de fusionarse con el ovocito; de esta manera la EA
es un requisito absoluto para la fusion de las game-
tas. Contrastando, no se requiere una motilidad es-
permdtica fuerte para una fusion exitosa [1].

Muchas proteinas espermaticas han sido pro-
puestas como candidatos para la fusion entre las ga-
metas. Numerosos estudios han propuesto a miem-
bros de la familia de proteinas MDC
(Metaloproteinase-like Domain, Desintegrin-like do-
main, Cystein-rich domain) o ADAM (A Desintegrin
And Metalloproteinase), en particular fertilina-,
(ADAM2) y ciritestina (ADAM3). Sin embargo, estu-
dios de delecion génica revelaron que el proceso de
fusion ocurre en ausencia de estas proteinas. En el
modelo humano, los genes que codifican para ferti-
lina-p (ADAM1), tMCDII y ciritestinas no son funcio-
nales, pero los espermatozoides expresan otros
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miembros de la familia (ADAM18), que podrian par-
ticipar en la unién al oolema [53].

Estudios recientes han identificado una proteina
de transmembrana novel, miembro de la superfami-
lia de inmunoglobulinas tipo I llamada IZUMO. Esta
proteina se expone luego de la EA, y seria esencial
para la fusion espermatozoide-ovocito en el ratén,
dado que los animales macho carentes del gen
(IZUMO -/-) son estériles y los espermatozoides de
esos animales son incapaces de fecundar in vitro.
En el hombre, se determiné que un anticuerpo es-
pecifico anti IZUMO inhibe la penetracion esperma-
tica de ovocitos de hamster desprovistos de ZP, sin
afectar otros eventos de la fecundacioén [54]. Sin em-
bargo, la expresion de IZUMO en pacientes con oli-
gozoospermia severa y/o astenozoospermia, y en
pacientes con falla de FIV fue aparentemente nor-
mal [55].

Otras proteinas podrian participar en este even-
to de la fecundacién; la capacidad de anticuerpos
especificos de bloquear la penetracion de ovocitos
de hamster sugiere la participacién de FLB1, SOB2
(Sperm Oocyte Binding 2 protein), gp20, SP-10,
ARP, SAMP32, SAMP14, TPX1, asi como cadherinas
epitelial y neuronal.

Con respecto a las proteinas del ovocito que par-
ticiparian en la fusion, inicialmente se consideré que
las integrinas serian la contraparte de las proteinas
ADAM, pero se ha determinado que no son necesa-
rias en humanos. Sin embargo, su participacion no
ha sido descartada totalmente, especialmente consi-
derando la presencia de agrupamientos o "clusters"
de la integrina a-6-f-1 en el sitio del contacto con el
espermatozoide [56]. Ademas de estas proteinas, es-
tudios realizados en el modelo murino demostraron
que CD9 tiene un rol critico en la fusién de las ga-
metas; ratones hembra deficientes en CD9 (CD9 -/-)
presentaron una reduccion severa de la fertilidad, y
esa deficiencia se corrigié con la microinyecciéon de
los espermatozoides en el citoplasma ovocitario. En
el modelo humano, anticuerpos especificos contra
CD9 inhiben el "clustering" de otras proteinas que
estarian directamente involucradas en la fusion [56].

Los mecanismos de fusién que involucran virus
encapsulados y células huésped y los de vesiculas
citopldsmicas de transporte y membranas blanco
han sido extensamente estudiados [52]. Hasta el mo-
mento, las evidencias son insuficientes para deter-
minar si el mecanismo de fusion de las gametas hu-
manas se asemeja a alguno de ellos o constituye
uno adn no descripto.

Una vez que el espermatozoide fecundante ha
entrado en el ooplasma, se gatilla el bloqueo de la
polizoospermia por cambios en el oolema y en las



MECANISMOS MOLECULARES DEL PROCESO DE FECUNDACION

14}

proteinas de la ZP que llevan a su endurecimento.
Finalmente, se activa la formacién de la zigota y su
desarrollo, a través de una cadena de reacciones de
senalizacion intracelular y con la provision de com-
ponentes espermaticos [1].

Conclusiones

Los articulos I y II han resefiado, desde el esper-
matozoide, los mecanismos moleculares involucra-
dos en la fecundacion humana. Los estudios revelan
la extrema complejidad del proceso, indicando que
muchos de los eventos que locomponen estan regu-
lados por la interaccion de ambas gametas, de las
gametas con otras cé€lulas, con estructuras acelulares
0 con secreciones presentes en los tractos reproduc-
tores femenino y masculino.

La literatura ha acumulado evidencias mayorita-
riamente de estudios in vitro, por lo que debe tener-
se en cuenta que las conclusiones son restringidas
por los disenos experimentales utilizados. Debe en-
tenderse que resulta practicamente imposible repro-
ducir este escenario complejo in vitro, lo cual repre-
senta una gran limitacién técnica para el
entendimiento del proceso de la fecundaciéon. Sin
embargo, mas alla de estas deficiencias, los estudios
in vitro han permitido el desarrollo de métodos de
diagnéstico y protocolos terapéuticos, siendo el pro-
cedimiento de FIV el mejor ejemplo.

Se ha determinado que las funciones de las célu-
las somaticas son moduladas por varios de los me-
canismos moleculares de los procesos de capacita-
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