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RESUMEN

La fertilizacion es el proceso por el que dos células haploides se unen para formar un zigoto
(diploide), capaz de dividirse y diferenciarse para dar origen a un nuevo individuo. Sin
embargo, algunas veces surgen alteraciones capaces de impedir el éxito de este evento.
Durante las dos ultimas décadas, se ha observado un aumento en la incidencia de problemas
de infertilidad en parejas en edad reproductiva. A pesar del éxito alcanzado por novedosas
técnicas en reproduccion asistida, en casos de infertilidad masculina poco se puede hacer
por ayudar al paciente, ya que existen pocas pruebas destinadas al diagnéstico de
padecimientos en el hombre. Es por ello que en los ultimos afios se ha impulsado el
desarrollo de técnicas que podrian ser utilizadas en el diagnostico de la infertilidad
masculina. El adecuado reconocimiento entre el espermatozoide y la zona pelicida del
ovocito es un evento critico durante la fusién de gametos, y sin embargo una de las etapas
mas desconocidas de la fertilizacion en humanos. Es por lo anterior que el presente trabajo
evalia las técnicas existentes destinadas al diagnostico de la infertilidad masculina
originada por disfunciones en la interaccion espermatozoide-zona pelucida. Estas técnicas
estan enfocadas a detectar problemas asociados a la reaccion acrosomal del
espermatozoide, la unioén a la zona pelicida o la penetracion de la misma. Los ensayos
destinados a evaluar la capacidad de penetracion de la zona pelucida permiten obtener
informacion concerniente a la capacidad fertilizante de una muestra de semen y por tanto
tienen mayor valor predictivo. Sin embargo, las dificultades existentes para obtener zonas
pelicidas humanas impiden el uso extensivo de estas técnicas, lo que ha impulsado el uso
de la biologia molecular para el desarrollo de técnicas alternas, cuyas posibilidades y

limitaciones también son revisadas en el presente trabajo.



ABREVIATURAS UTILIZADAS

Abreviatura Significado

AC Adenilato ciclasa

BSA Albimina del suero bovino

AMPc 3,5 -monofosfato ciclico de adenosina
ADNc Acido desoxirribonucleico complementario
CHO Ovario de hamster chino

CG Células de la granulosa

DAG Diacilglicerol

FA-1 Antigeno de fertilizacion 1

FHS Hormona foliculo estimulante

Hex N-acetilglucosanimidasa

HZA Ensayo de hemizona

ICSI Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide
1P; 1, 3, 5-trifosfato de inositol

IVF Fertilizacion in vitro

LH Hormona luteinizante

NGPS Neoglicoproteinas

0. M. S. Organizacién Mundial de la Salud

PIP, 4,5-bifosfato de fosfatidilinositol-

PKC Proteina cinasa C

PLC Fosfolipasa C

RA Reaccion acrosomal

rhZP Zona pelucida humana recombinante

ROS Especies reactivas de oxigeno

SLIP1 Proteina inmovilizadora de sulfolipidos 1
TK Tirosina cinasa

ZIAR Induccion de la reaccion acrosomal por zona
7P Zona pelucida

ZPIAR Induccion de la reaccion acrosomal por zona pelucida



CAPITULO 1.
INTRODUCCION

El éxito de la reproduccion sexual depende de que se produzca la fertilizacion, donde la

fusién de dos gametos (6vulo y espermatozoide) genera un zigoto que puede crecer y

diferenciarse hasta dar origen a un nuevo organismo. Sin embargo esto no siempre ocurre

con ¢€xito, pues durante los complejos eventos que conducen a la fertilizacion pueden surgir

alteraciones que evitan su culminacion. Actualmente, muchas parejas en edad reproductiva

padecen de problemas de infertilidad, la cual es definida como la incapacidad de concebir

después de 12 meses de relaciones sexuales frecuentes' -.

(1]

Collins'*! menciona que los principales problemas de infertilidad radican en:

1.

2.

Alteraciones en la produccion de un ovocito competente;

Alteraciones en el transporte de espermatozoides, ovocitos o el embrion en el tracto
reproductor;

Alteraciones en el proceso de implantacion, incluidos defectos tempranos del
desarrollo embrionario y de la interaccion embrion-endometrio;

Alteraciones en la produccion de espermatozoides, y

Otras condiciones, como trastornos inmunolégicos que pueden afectar diversos

componentes del proceso.

Segun datos del Departamento de Esterilidad e Infertilidad del Instituto Nacional de

Perinatologia (México), se estima que el 15% de las parejas mexicanas presentan

infertilidad y en mas del 40% de los casos la causa es atribuible al hombre!*'.



En el caso de la infertilidad femenina, existen distintas formas de diagnosticar los
problemas que la causan, asi como la variedad de tratamientos. Un ejemplo de ello, son los
casos de alteracion en la produccion de ovocitos, donde se realizan estudios hormonales
para medir la concentraciéon de progesterona en sangre o mediante la biopsia del
endometrio; de esta forma son reveladas las alteraciones secretoras y se estima la
insuficiencia de la secrecion lutea de progesterona, asi como la respuesta endometrial a la
misma.

A continuacién la tabla I muestra las principales afecciones que causan infertilidad en la

mujer, asi como algunos estudios que permiten su diagndstico:

Tabla . Infertilidad en la mujer y causas para el diagnéstico de las mismas'"l,

Afeccion Causas Método diagnostico

Disfuncion hipotaldmica
(alteraciones del peso y
composicion corporal, estrés y

ejercicio intenso) Mediante la determinacion del

peso y talla, niveles en el suero

Alteracion en la m i iari , .
. Enfermedad hipofisiaria de hormona foliculo estimulante
produccion de (prolactinoma, sindrome de la silla (FSH), prolactina, hormona
ovocitost¥ vacia, sindrome de Sheehan y » prolac » NOTMO

enfermedad de Cushing) estimulante de la tiroides, y en
algunos casos de andrégenos.
Disfuncion ovarica

(sindrome del ovario poliquistico e
insuficiencia ovarica)

Enfermedad inflamatoria

pelviana
o Laparoscopia
Factores anatomicos’’ ., . _ -aparoscop
Infeccion pelviana Histerosalpingografia
Endometriosis

Actualmente muchas de las causas que conducen a la infertilidad femenina son tratables,
pues existen herramientas que permiten el diagndstico de las mismas. No obstante,

aproximadamente del 10 a 17% de las parejas infértiles no presentan una causa
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identificable de infertilidad después de una evaluacion médica detallada®’. En este tipo de
infertilidad, denominada infertilidad idiopatica, es el hombre el que principalmente se ve
afectado, como consecuencia de que ha sido sujeto a pocos estudios que permitan
determinar las causas o factores involucrados en la infertilidad masculina.

En el varén, el causante de infertilidad mas comun esta asociado a alteraciones de la calidad
del semen. Se sabe que varias afecciones provocan alteraciones en la muestra de
espermatozoides, tales como varicocele, disfunciones genéticas, exposicion a sustancias
toxicas, etc.

Durante mucho tiempo y hasta la fecha, la espermatobioscopia de rutina ha sido el analisis
empleado para evaluar, entre otros parametros, la motilidad, la viabilidad y Ila
concentracion espermadtica en el semen. Desafortunadamente su valor diagnostico es
limitado. El mayor obstaculo que presenta es la acentuada variabilidad del eyaculado de un
mismo donante; ademas, muchos de los pardmetros considerados se evaluan de una manera
subjetiva, mostrando diferencias importantes entre los distintos laboratorios e inclusive
entre los técnicos de un mismo laboratorio, lo que conlleva a una alta incongruencia inter e
intralaboratorio. Sin embargo, a pesar de que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
ha establecido valores de referencia de uso internacional® éstos no necesariamente estan
asociados a la fertilidad.

Si bien la espermatobioscopia es el primer estudio que se debe realizar a una muestra de
semen, existen otros aspectos que comunmente no son tomados en cuenta para determinar
la capacidad fertilizante de una muestra de espermatozoides, como es llevar a cabo la
reaccion acrosomal (RA) y la de unirse y/o penetrar la zona pelacida (ZP).

La ZP es la matriz extracelular que rodea al 6vulo, la cual media la interaccion del

espermatozoide con el ovocito. Ademas, induce la reaccion acrosomal del espermatozoide
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para permitir su penetracion a través de la ZP"!. En vista de que la ZP juega un papel
fundamental durante la fertilizacion, es probable que también se encuentre involucrada en
algunos problemas de reconocimiento por parte de los espermatozoides.

Ante la inexistencia de pruebas clinicas que permitan estudiar las interacciones moleculares
de gametos para diagnosticar algunos tipos de infertilidad masculina, se ha incrementado el
uso de técnicas como la fertilizacion in vitro (IVF), asi como la inyeccion
intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSI, por sus siglas en inglés), como alternativas
para lograr un embarazo. Sin embargo, en la ultima década se han reportado algunos
métodos de investigacion bdsica que podrian ser utilizados como alternativa en el
diagnostico de problemas que afectan la fertilidad masculina, y que por lo tanto podrian
ayudar a determinar cual es el método de fertilizacion asistida més adecuado para cada
caso.

Es por lo anterior, que el objetivo de esta tesis es hacer una evaluacion de los distintos
métodos existentes en la actualidad para estudiar la infertilidad masculina causada por

problemas al nivel de la interaccion del gameto masculino con la ZP y su valor predictivo.



CAPITULO 2.
OVOCITOS

Solo un ovocito se encuentra listo para ser fertilizado después de haber llevado a cabo
multiples procesos, que van desde la ovogénesis hasta el primer contacto que tiene con el
espermatozoide. Dentro de los principales procesos que tiene el ovocito a lo largo de su
desarrollo se encuentra el cambio morfoldgico desde las células germinales hasta llegar a
ser un ovocito secundario, la adquisicion y conservacion de la ZP, asi como de las células
de la granulosa, etc.; mismas que hacen a esta célula capaz de generar en conjunto con el
espermatozoide una célula diploide con posibilidades de crecer y formar un nuevo

individuo.

2.1. Origen y caracteristicas del gameto femenino

Los ovocitos comienzan a formarse desde el producto embrionario (figura 1). La
ovogénesis se inicia cuando las células germinativas primordiales migran hacia el interior
de la gonada embrionaria y se convierten en ovogonias, alrededor de la quinta semana de
vida intrauterina™. El ntmero total de ovogonias se acerca a 10,000 alrededor de las
semanas 6 a 7 de la gestacion. Hacia las 8 semanas, las continuas divisiones mitoticas
aumentan el nimero total de ovogonias hasta 600,000"). Desde este momento, la poblacion
de ovogonias estd sujeta a tres procesos simultaneos: mitosis, meiosis y atresia.

Entre las semanas 8 y 13 de la vida fetal, algunas de las ovogonias parten del ciclo mitotico

para entrar en la profase de la primera divisiéon meidtica. Es este cambio el que marca la
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conversion de ovogonias a ovocitos primarios. La meiosis permite que las células
germinales formen las células de la granulosa y luego los foliculos primordiales.

Después del nacimiento comienza el desarrollo folicular con la aparicion del foliculo
primordial. El foliculo primordial consiste en una compleja unidad compuesta por un
ovocito detenido en la profase de la primera division meidtica y las células precursoras de
la granulosa rodeadas por una membrana basal. El ovocito primario persiste en la profase

de la primera division meidtica, hasta el momento de la ovulacion.

Gestacion ® Células germinales
¢ primordiales
Multiplicacion ® (2n)
por mitosis \
od | Y _
® Cvogonias
(2n)
Final de la interfase —— ®
Sintesis de ADN J'
Inicio de la primera > ©) _\-\

profase meidtica

Nacimiento

--l- Vesicula
Crecimiento del Oui germinal
ovacito y detencion  ———
de la metafase | . .
Cwvocito primario

(Vesicula germinal)

l (2n)
e i Metafase
Pubertad YQ\
Reanudacion S 5
de la metafase | —/
l ler. cuerpo
polar
Expulsion del primer
CL:IE.;I'DSHSS;?;;;C:FYENCiUH Metafase Il Owvocito secundario
on:lame y primer cuerpo polar
.. (n
Ovulacion n)
Fertilizacion
Penetracion J—, Ovocito maduro
del espermatozoide (n)
F.in.al._de la '._;fzgunda ) 1er. cuerpo
division meidtica polar
Expulsién del segundo O KEEi.;;uerpn Cigeto y segundo
cuerpo polar y formacion ——- o P cuerpo polar
de los prondcleos . (2n)
. Pronucleos

Figura 1. Eventos que ocurren durante la ovogénesis y la fertilizacion de los mamiferos!'”.
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2.2. Maduracion del ovocito

En la pubertad, la FSH induce la maduracion de algunos de los foliculos que contienen a
los ovocitos primarios. El desarrollo de los foliculos primordiales consiste en el crecimiento
del ovocito, acompanado de proliferacion de las células de la granulosa y se convierten por
tanto en foliculos secundarios maduros. Simultdneamente, aparece un halo translicido que
rodea al ovocito, conocido como ZP (figura 2).

El origen celular de las glicoproteinas de la ZP ha estado sujeto a controversia. Se ha
sefnalado al ovocito, a las células de la granulosa o a ambos tejidos como responsables de la
sintesis de las proteinas que conforman la ZP"''); sin embargo, se ha observado que el sitio
de su sintesis varia segun la especie estudiada. En el ser humano, el ovocito como las

células de la granulosa expresan proteinas de la ZP en forma dependiente del estado de

12-14]

desarrollo del foliculo!

Figura 2. Fotomicrografia de una seccion de un foliculo preantral humano. En este ovocito se muestra que las

células de la granulosa (CG) ya han formado la zona pelucida (ZP)!"".
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Al término del crecimiento folicular, la ovulacion se produce por la accion de la hormona
luteinizante (LH) sobre las células foliculares, que liberan al ovocito de la detencion de la
profase I.

Después de completar la metafase de la primera division celular se generan dos células, el
primer cuerpo polar y el ovocito secundario; este ultimo recibe la mayoria del citoplasma.
El primer cuerpo polar puede o no puede dividirse para producir dos pequefias células
haploides.

Al ocurrir la ovulacion, las células del cimulo son expulsadas con el ovocito secundario (el
cual se encuentra en metafase II), mientras que las CG restantes quedan incorporadas al
cuerpo luteo. Dado que rodean al ovocito, las células del cimulo ofrecen un blanco mas
evidente para los espermatozoides, prolongan la vida fértil del ovocito y sirven de filtro
para admitir a los mejores espermatozoides!”.

Tal como se muestra en la figura 1, el ovocito maduro se produce a partir del ovocito
secundario en la segunda divisién meiotica, la cual ocurre en presencia del espermatozoide.
En esta division, el citoplasma del ovocito secundario se reparte de nuevo, desigualmente,

dando lugar a un cigoto y al segundo cuerpo polar!'®’.

2.3. Zona Pelucida

La ZP estd formada basicamente por 3 familias de proteinas, si bien en algunas especies
pueden haber cuatro proteinas (incluyendo el ser humano), las cuales se han denominado
ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 (en el caso de que la estructura tenga cuatro proteinas)[”’ '8l Estas
proteinas se caracterizan por estar altamente glicosiladas y presentar un elevado grado de

homologia entre proteinas de la ZP en diferentes especies!..
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El modelo murino ha sido el mas utilizado para el estudio de la ZP. Por lo tanto, la
estructura de la ZP de raton (figura 3) se ha utilizado como modelo en mamiferos, la cual

estd constituida por repetidas unidades heterodiméricas de ZP2-ZP3 organizadas en

1120

filamentos entrecruzados por dimeros de ZP

ZP1

Zp2

. Residuos de
~  carbohidrato

Figura 3. Estructura de la zona pelucida de raton, tomado de Wassarman'®',

En este mismo modelo, se ha identificado a la proteina ZP3 como el ligando que une la ZP
a la membrana plasmatica del espermatozoide, y que induce la reacciéon acrosomal®. La
ZP2 ha sido propuesta como el ligando de unidon secundaria al espermatozoide, luego de
que ocurre la RA™), mientras que la ZP1 parece estar involucrada en el mantenimiento de
la estructura tridimensional de la zona pelucida®'l. Sin embargo, cada una de las proteinas
de la ZP se ha visto implicada en el reconocimiento primario del espermatozoide en al
menos una especie de vertebrados, lo que ha impedido postular un receptor primario
universal®. Cabe mencionar que de las tres proteinas que constituyen la zona pelicida, la
ZP3 ha mostrado funciones de receptor espermatico e inductor de la reaccion acrosomal en

raton, hamster y en el ser humano!?! 22,
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En el ser humano, luego de analizar la ZP mediante espectrometria de masas, se han
encontrado cuatro proteinas (ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4) y se demostrd que la ZP1 se encuentra
en mucho menor cantidad en comparacion con ZP2, ZP3 y ZP4!'® ** 31 Ppor todo lo
anterior, el modelo estructural de la ZP en ratén tendria que ser reevaluado, en su calidad de

modelo general, extrapolable a todos los mamiferos.
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CAPITULO 3.
ESPERMATOZOIDES

A pesar de la gran cantidad de espermatozoides que regularmente son producidos y que se
encuentran presentes en el semen, solo un espermatozoide es el que sobrevive después de
pasar a través del utero, atravesar las células de la granulosa, sufrir RA en presencia de la
ZP, atravesar la misma y fertilizar al ovocito. En el presente capitulo se trataran los
cambios bioquimicos y morfologicos que lleva a cabo el espermatozoide antes de poder

fertilizar al ovocito.

3.1. Origen y caracteristicas del gameto masculino

En el embrion, las células germinales migran hacia los testiculos y permanecen en un
estado de hibernacion hasta la pubertad, es en esta etapa de la vida del varon donde bajo los
efectos de la testosterona las espermatogonias comienzan su diferenciacion para dar origen
a espermatozoides maduros.

Las espermatogonias, localizadas en el epitelio de los tubulos seminiferos, se dividen por
mitosis y generan dos conjuntos de células. Las células de uno de estos conjuntos, siguen
dividiéndose por mitosis y actian como espermatogonias madres, las cuales migran hacia
las células de Sertolli que se localizan en el interior de los tibulos seminiferos. Tal como se
muestra en la figura 4, el segundo conjunto de espermatogonias ingresa en la meiosis para
convertirse en espermatocitos primarios (4n). A su vez, los espermatocitos primarios sufren

la primera divisidn meiotica para generar espermatocitos secundarios (2n).

16



Seguido de este evento, ocurre la segunda division meiotica, dando origen a 4 espermatides
haploides (1n) que se diferencian hasta espermatozoides. Los cambios que experimenta la
espermatide para desarrollarse hasta espermatozoide son: formacion del acrosoma,
condensacion del nucleo, diferenciacion del cuello, pieza media y flagelo, y eliminacion de
la mayor parte del citoplasma®?. Las células espermaticas en desarrollo (espermatides)
experimentan una division celular, pero no completan la division citoplasmatica. En
consecuencia, las células germinativas en desarrollo estan conectadas por puentes
citoplasmaticos en forma de sincicio. Estos puentes citoplasmaticos permiten que las
espermatides reciban proteinas desde el aparato celular parental sin necesidad de contar con

un sistema de sintesis propiot>.

Mitosis

Division

meiotica |

L]

Division

meiotica Il .
-"W"“\ - )

@ @ @ .&,.,F\!/f\.r\!. Espermatide

" 3 Cuerpos
. Jresiduales

Figura 4. Progenie de una espermatogonia en vias de maduraciéon”*!.
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Los espermatozoides recién liberados dentro del lumen del tubulo seminifero atn no
pueden fertilizar y el proceso de maduracidon continta en el epididimo, donde se producen
modificaciones de la membrana plasmatica del espermatozoide. Estos cambios consisten en
el aumento de la cantidad de colesterol sulfatado y fosfolipidos, los cuales se encuentran
contenidos en la region del acrosoma, ocupando un 20% de la superficie de la cabeza!”).
Una de las funciones principales del epididimo es la secrecion de proteinas denominadas
factores estabilizantes del acrosoma o factores descapacitantes. Estos factores evitan que
los espermatozoides inicien la reaccion acrosomal durante su estancia y paso por el tracto
reproductor masculino, desde su formacién en el testiculo hasta la eyaculacion™¥. Los
espermatozoides durante su estancia en el epididimo permanecen inmdviles, tienen bajas
concentraciones de 3°,5",-monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) y calcio, asi como
inhabilitada la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Sin embargo, la maduracion de los espermatozoides no concluye aqui, ya que cuando el
espermatozoide ingresa en el tracto reproductor femenino presenta una serie de cambios

conocidos como capacitacion, los cuales le permiten adquirir la capacidad de fertilizar.

3.2. Capacitacion
El conjunto de cambios morfologicos y bioquimicos que hacen a los espermatozoides
capaces de desarrollar la reaccion acrosomal y fertilizar, son llamados colectivamente

. ., N
capacitacion!'”.

Este proceso involucra un rearreglo gradual de las glicoproteinas
periféricas y una redistribucion de glicoproteinas integrales de la membrana. También, se

produce una reduccion del colesterol de la membrana y cambios en la distribucion y

composicion de fosfolipidos?™.
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Una vez que el semen se deposita en la vagina, los factores inhibidores de la capacitacion
son removidos a medida que los espermatozoides viajan a través del moco, permitiendo que
los espermatozoides puedan llevar a cabo la capacitacion y posteriormente la RAPY.

Durante las etapas iniciales de la capacitacion aumentan las concentraciones de calcio
intracelular y AMPc; ademds se comienzan a generar las ROS y en consecuencia el
espermatozoide desarrolla un patrén de movilidad que se conoce como “hiperactivacion™”
361 La hiperactivacion se caracteriza por pronunciados movimientos flagelares, vigorosos
movimientos laterales de la cabeza del espermatozoide y una trayectoria no lineal. Una
manifestacion adicional de la capacitacion es la habilidad de llevar a cabo la reaccion

acrosomal en respuesta de estimulos fisiologicos, tales como la ZP y la progesteronal’’.

3.3. Reaccion acrosomal

La reaccion acrosomal del espermatozoide es un evento exocitotico esencial para el éxito
de la fertilizacion, ya que esta involucrada tanto en la penetracién de la ZP como en la
fusion con la membrana plasmatica del ovocito!”.

El acrosoma es un organelo de tipo lisosomico (derivado del aparato de Golgi) que rodea al
nucleo en la region apical de la cabeza del espermatozoide®”). Aunque el acrosoma esta
formado por una membrana continua, funcionalmente se pueden distinguir una membrana
interna y una membrana externa®®, donde la membrana acrosomal externa se encuentra por
debajo de la membrana plasmatica y la membrana acrosomal interna que se encuentra por

encima del nucleo ( figura 5).
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Figura 5. Diagrama que ilustra la progresiéon de la reaccion acrosomal. a) Acrosoma intacto, antes de la reaccion
acrosomal. b) Inicio de la reaccion. Se observan multiples sitios de fusion entre las membranas plasmatica y del acrosoma,
que permiten la liberacion de diversas enzimas. C) Reaccion acrosomal terminada. La cara interna del acrosoma queda

expuestam.

[39]

Existen dos clases de inductores de la RA, los fisiolégicos como la progesterona™, el

[40-42

fluido folicular®” y la zona pelucida®*¥, y los no fisiologicos tales como el ionoforo de

calcio (A23187)" y glicoproteinas sintéticas (neoglicoproteinas)!**!.

Asi como son muchos los agonistas capaces de inducir la reaccién acrosomal, también son
diversas las vias que pueden utilizar estas moléculas. El mecanismo de accion mas
conocido de la RA es el iniciado por la ZP, donde la reaccidén acrosomal inicia cuando el
espermatozoide entra en contacto con la ZP, y en particular con la ZP3 en el ser humano, el

hamster y el raton.1?"- 2% 44,
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Primero, la ZP3 entra en contacto con el receptor de zona (conocido como ZRK, por sus
siglas en inglés), esta interaccion activa a las proteinas G (G), y genera una

hiperpolarizacion de la membrana que activa al intercambiador de Na™/H™**!

y al canal de
Ca*™™ (figura 6).

El aumento de Ca®" intracelular es debido a la liberacion de los sitios de almacenaje por
parte de el IP3;, y va acompafiado de un incremento en la salida de iones H', lo cual culmina
con un aumento en el pH intracelular (0.3 unidades)®®. Este aumento de pH inicia un
proceso de fusion de membranas similar a la exocitosis que se observa en otros sistemas.
Por otra parte, las proteinas G transducen la sefial interactuando con enzimas unidas a la
membrana, tales como la fosfolipasa C (PLC) y la adenilato ciclasa (AC). La activacion de
la AC genera un segundo mensajero que es el AMPc, el cual desplaza a los dimeros
represores (R) de la proteina cinasa A (PKA), que a su vez activa la fosforilacion
proteinical®’.

Por otra parte, la PLC activada, hidroliza el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP;)-en 1,3,5-
trifosfato de inositol (IPs) y diacilglicerol (DAG). El IP; se une a un receptor especifico en
el reservorio de calcio, generando una liberacion de este i6on. E1 DAG en conjunto con el
Ca’" activan a la PKC. Dicha activacion genera la fosforilacion proteinica y por ende la
reaccion acrosomal!*®!.

Durante la reaccion acrosomal, la membrana externa del acrosoma se fusiona con la
membrana plasmatica del espermatozoide generando numerosas vesiculas que liberan el
contenido acrosomal y deja expuesta la membrana interna del acrosoma!’). Dichas vesiculas
liberan enzimas tales como la acrosina, las cuales son necesarias para la penetracion de la

ZPP7 A su vez quedan expuestas otras moléculas en la membrana interna del acrosoma,

las cuales se encuentran involucradas en la fertilizacion.
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ATP GDP+ Pi GTP

. GDP+ Pi
. AMPc

Figura 6. Diagrama que ilustra las principales vias de transduccion de sefiales durante el proceso de la
reaccion acrosomal en respuesta a la ZP3!**). Cuando la ZP3 entra en contacto con el receptor de zona (ZRK)
genera la hiperpolarizacion de la membrana acrosomal externa, el aumento de la concentracion de Ca*" y del
pH intracelular. La agregacion del ZRK-ZP3 activa las proteinas G (G), que mediante enzimas como la
adenilato ciclasa (AC) y la fosfolipasa C (PLC) se genera la fosforilacion proteinica y por ende la reaccion

acrosomal™!,
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CAPITULO 4.
INTERACCION Y FUSION DE GAMETOS

Cuando los espermatozoides se encuentran dentro del utero, tienen que empezar su
recorrido hasta llegar al oviducto, después de adquirir la capacitacion, deben de encontrarse
con el ovocito para llevar a cabo la RA y empezar el reconocimiento tanto del
espermatozoide hacia el ovocito y viceversa. El primer espermatozoide que atraviesa la ZP
y puede fusionarse con el ovocito, genera la ultima division celular por parte del ovocito,
para posteriormente generar un zigoto. Dado que sélo un espermatozoide es el que se
fusiona con el ovocito, se genera un bloqueo para impedir la penetracion de mas

espermatozoides.

4.1. Interaccion de gametos

Los espermatozoides presentes en el oviducto, se dirigen hacia el cimulo o6foro mediante
un proceso de quimioatraccion. Para atravesar las células del cumulo, los espermatozoides
hacen uso de la motilidad adquirida durante la capacitacion (hiperactivacion) y de una
proteina anclada a través de glicosilfosfatidilinositol, con actividad de hialuronidasa,
denominada PH-201"",

La movilidad y la hialuronidasa son necesarias, y quiza suficientes, para digerir y pasar a
través de la matriz de acido hialurénico que rodea las células del cimulo®”. Después, el

espermatozoide con el acrosoma intacto debe unirse a la ZP3, que induce la RA.
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La reaccion acrosomal libera proteasas y hialuronidasas que son esenciales para la
penetracion de la ZP, y quedan expuestas otras proteinas de la superficie interna del
acrosoma que se unen a la ZP2 durante su paso a través de la ZP!%.

Se ha propuesto que la penetracion de la ZP puede producirse mediante 2 mecanismos, uno
mecanico y otro enzimatico. La hipotesis mecénica propone que la fuerza generada por el
espermatozoide puede ser de hasta 3000 pdinas, suficientes para atravesar la ZP. En
cambio, la hipotesis enzimdtica postula que los espermatozoides que no llevan a cabo
reaccion acrosomal no pueden penetrar la ZP. La acrosina es capaz de hidrolizar todas las
glicoproteinas de la ZP, pero a diferencia de la tripsina lo hace de manera especifica, ya que
solo digiere las proteinas necesarias para su paso, sin destruir totalmente la ZP!'%,

Estas dos hipdtesis no necesariamente son excluyentes, dado que la acrosina pudiera ser
necesaria para ir digiriendo las moléculas, dandole el espacio suficiente al espermatozoide
para poder desplazarse y atravesar completamente la ZP, gracias a su motilidad.

Después de atravesar la ZP, el espermatozoide cruza el espacio perivitelino y su cabeza se
une a la membrana plasmatica del ovocito. El primer contacto se da cuando el
espermatozoide se posa sobre los microfilamentos de la superficie de los ovocitos, lo que
provoca que los microfilamentos adyacentes se alarguen répidamente para rodear al

. , . .7
espermatozoide y asi asegurar que se una firmemente y pueda fusionarse con el ovocito’].

4.2. Fusion de células haploides
Al fusionarse los espermatozoides con el ovocito se producen en este Gltimo una serie de
sucesos que promueven la activacion del zigoto. Estos se inician con la activacion de la ruta

del IP3 que provoca el aumento de Ca*" en el citosol del huevo, el cual inicia en la region
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donde se produjo la penetracion del espermatozoide y se extiende hacia el resto del ovocito.
La liberacion de los iones Ca®" produce por un lado la exocitosis de los granulos corticales,
y por otro lado provoca pulsos de hiperpolarizacion periddicos en la membrana plasmatica.
Los cambios en la membrana plasmatica se realizan en forma simultdnea y son debidos a la
activacion de las proteinas GU"- %),

La PKC, activada por el DAG, provoca un rompimiento en el equilibrio entre la
fosforilacion y defosforilacion de algunas proteinas, lo cual conduce a la modulacion de los
canales i6nicos de calcio en la membrana, a la inactivacion del factor promotor de la
maduracién y a la del factor citostatico.

Estos cambios y el aumento del pH conducen al reinicio de la meiosis, y la segunda profase

[10]

del ovocito prosigue para expulsar el segundo cuerpo polar .
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Figura 7. Etapas de interaccion de gametos de mamifero que ocurren durante la fertilizacion!'®.
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4.3. Bloqueo de la polispermia

Al producirse la fertilizacion y la activacion del ovocito, los granulos corticales que se
encuentran por debajo de la membrana plasmatica del ovocito se fusionan con la misma
liberando su contenido enzimatico hacia el espacio perivitelino. Este a su vez, altera las
propiedades de la ZP impidiendo la entrada de mdas espermatozoides, lo que se conoce
como bloqueo de la polispermia[s” ( figura 7).

En los mamiferos, el primer bloqueo ocurre en la membrana plasmatica, ya que la entrada
del primer espermatozoide produce una despolarizacion transitoria de ésta, impidiendo la
entrada de espermatozoides secundarios. La membrana plasmatica reduce drasticamente su
potencialidad de fusionarse con espermatozoides después de que se lleva a cabo la
fertilizacion. El mecanismo de este primer bloqueo no se conoce en su totalidad, pero se
sabe que es independiente de la exocitosis de los granulos corticales!” *).

Luego de que el potencial de la membrana regresa a la normalidad, poco después de la
fertilizacion, se produce un segundo bloqueo de la polispermia que estd mediado por la
liberacion de los granulos corticales hacia el espacio perivitelino. Durante esta liberacion
enzimatica, la ZP3 y la ZP2 se alteran para inactivar los ligandos de los espermatozoides.
Las enzimas de los granulos corticales cortan los residuos terminales de los oligosacaridos
de la glicoproteina ZP3 involucrada en la unién del espermatozoide, impidiendo la entrada
de mas espermatozoides. También la ZP2 es modificada por proteasas, perdiendo su

capacidad de unién"?.
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, CAPITULO 5. ,
MOLECULAS QUE PARTICIPAN EN LA UNION ENTRE LA
ZP Y EL ESPERMATOZOIDE

Como se menciono anteriormente, la ZP tiene distintas funciones que desempefa dentro de
la fertilizacion; una de ellas es la RA, pues permite el primer contacto y reconocimiento por
parte del espermatozoide. Dicho reconocimiento se piensa que puede ser mediante
moléculas que identifican a moléculas de origen proteinico o por medio de carbohidratos
presentes en las ZP’s. Respecto al tema existe controversia pues no se ha podido identificar

que o cuales moléculas son los responsables de dicho reconocimiento.

5.1. Receptores espermaticos

Diversos estudios indican que el espermatozoide humano expresa receptores de superficie
capaces de unirse a una variedad de simples y complejas porciones de carbohidratos y
proteinas. Si bien la mayoria de las moléculas inicialmente han sido identificadas en
modelos no humanos, esto ha permitido detectar la presencia de algunas moléculas en el ser
humano. A continuacién se presentan los principales receptores del espermatozoide que se

han descrito por su capacidad de union a la zona pelucida del ovocito (Tablas II y III).

Tabla I1. Moléculas de la superficie del espermatozoide con afinidad por carbohidratos
[52]

presentes en la matriz extracelular del ovocito en el ser humano

Receptor espermatico Caracteristicas
Receptor de manosa e Durante la capacitacion del espermatozoide, aparecen receptores de
(tipo lectina) manosa en la cabeza del esperrnatozoide[53].

e La manosa necesita no ser un residuo terminal de los glicoconjugados de
la ZP3 para regular los pasos iniciales en la union especie especifica de
los gametos humanos'>*.

e El receptor de manosa forma un complejo con los receptores no nucleares
de progesterona sobre la superficie el espermatozoide humano capacitado,
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sugiriendo que la progesterona y los ligandos de union de la ZP actian en
conjunto para producir la RA fisiologica™.

N-acetilglucosanimidasa
(Hex)

Es responsable de hidrolizar los residuos terminales de N-
acetilglucosamina de las uniones [-glicosidicas en distintos
glicoconjugados.

Es capaz de hidrolizar tanto N-acetil glucosamina como N-acetil
galactosamina.

Estudios in vitro de union espermatozoide-ZP, donde fue agregada la
Hex, reducen significativamente la uniéon del mismo ensayo!*®).

Se sugiere la participacion de Hex en la interaccion espermatozoide-ZP,
aunque no se sabe a que nivel (primario, secundario o penetracion de la
ZP).

Es una enzima acrosomal’ ",

Receptor de galactosa
(tipo lectina)

Es una proteina de 50 kDa, presente tanto en el espermatozoide como en
los testiculos de humano, y esté relacionada por antigenos a una galactosil-
lectina encontrada en rata y en espermatozoide de conejo!®®).

Este receptor se encuentra localizado en la punta de la membrana
plasmatica que rodea al acrosoma. Su papel en la union del
espermatozoide con la ZP, o en la induccién de la reaccion acrosomal aun
no ha sido evaluado directamente.

Tabla III. Moléculas de la superficie del espermatozoide con afinidad por proteinas de la zona

Receptor espermatico

pelicida del ser humano.
Caracteristicas

hu9

Identificado como hu9"™!, es un antigeno de 95 kDa localizado en la
region ecuatorial del espermatozoide con acrosoma intacto!®’, también se
conoce como antigeno de 94 kDa!®"l o antigeno de fertilizacion —2 (FA-2)
[62]

>

Se une a la ZP3 recombinante
Como esta proteina contiene una actividad intrinseca de tirosina cinasa y
se autofosforilal®, ha sido renombrado ZRK (zona receptor kinase). ZRK
podria regular la actividad de la fosfolipasa C[*",

[63]

L-Selectina

Estudios con anticuerpos anti L-selectina (selectina de leucocito) han
identificado a una proteina de espermatozoide humano de 90 kDa que se
localiza en la cabeza del espermatozoide!®”. Un tratamiento previo de
espermatozoides con estos anticuerpos bloquea su unién a la ZP en
ensayos de hemizona. Sin embargo el papel de la L-selectina aun no ha
sido directamente estudiado en el proceso de fertilizacion.

FA-1

El antigeno de fertilizacion 1 (FA-1) estd implicado en la generacion de
inmuno-infertilidad™®”.

Utilizando anticuerpos monoclonales, se ha localizado a FA-1 sobre la
superficie del espermatozoide humano!®®),

FA-1 se une especificamente a la ZP3 de humano
Es una glicoproteina que al ser deglicosilada se une a la ZP3 de raton

[69]
[70]

P34H

Es una proteina del espermatozoide humano de 34 kDa de origen
epididimal. Se encuentra localizada en la punta del acrosoma del
espermatozoide humano y parece estar involucrada en la interaccion con la
zona pelacidal’".

Anticuerpos policlonales contra P34H interfieren con la capacidad del
espermatozoide de unirse a la ZP humana sin afectarse la motilidad, la
reaccion acrosomal o la fusion con la membrana plasmética del ovocito!”".
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SLIP1 e La proteina inmovilizadora de sulfolipidos 1 (SLIP1) es una proteina de
membrana plasmatica de 68 kDa, presente selectivamente en células
germinales'’.

e Se comprob6 que la SLIP1 tiene una funcién en la union a la ZP mediante
un ensayo de unién espermatozoide-ZP, donde espermatozoides de
humano que fueron pretratados con anticuerpo anti-SLIP1 disminuyeron
consistentemente el nimero de espermatozoides unidos a la ZP.

PH-20 e Esta proteina tiene actividad hialuronidasa, que permite al espermatozoide
con acrosoma intacto penetrar las células del cumulo!”, y parece ser
requerida para que el espermatozoide se una a la ZP!",

5.2. Ligandos en la ZP

Si bien el modelo murino de la ZP es el mejor conocido, existen diferencias entre especies
que indican que aun a pesar de que las proteinas de ZP provienen de un mismo ancestro
comun, no pueden ser consideradas homodlogas y por lo tanto requieren de un analisis
individual.

En el ser humano, el receptor primario e inductor de la reaccion acrosomal es la ZP3!*.
Existen evidencias de que la cadena polipeptidica de la ZP3 humana recombinante es capaz

de inducir la RA in vitrot™.

Sin embargo, los carbohidratos unidos a las ZP’s también
juegan un papel muy importante en las funciones de cada una de las proteinas, ya sea como
sitio de reconocimiento entre gametos, o en la activacion de la RA del espermatozoide.

Para conocer los principales carbohidratos de la ZP que se encuentran involucrados en la
RA, se ha utilizado sobre todo el ratdbn como modelo de estudio. Algunos ensayos utilizan
neoglicoproteinas (NGPS), que se constituyen de una proteina tal como la albimina del
suero bovino (BSA) a la cual se le acoplan diferentes carbohidratos. Con el uso de estas
NGPS se ha encontrado que la manosal’”, la N-acetilglucosamina™® y la fucosal””

participan en la RA. Sin embargo hasta el momento no se han descrito los carbohidratos

que se encuentran presentes en la ZP3.
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CAPITULO 6.
ENSAYOS UTILIZADOS PARA ESTUDIAR LA UNION DE
ESPERMATOZOIDES A LA ZP: POSIBILIDADES Y
LIMITACIONES

Como se describio6 en los capitulos anteriores, para que exista la fertilizacién deben ocurrir
una gran cantidad de eventos tanto en el hombre como en la mujer. Por distintas
circunstancias muchas veces no se llevan a cabo satisfactoriamente.

Actualmente se cuentan con distintas pruebas clinicas que permiten el diagndstico de la
infertilidad femenina. Sin embargo, no se ha descrito ninguna prueba que permita el
diagnoéstico de la infertilidad de origen desconocido, donde pueden estar participando
problemas en el reconocimiento de la ZP hacia el espermatozoide.

Por lo que respecta a la infertilidad del varon, sélo se utiliza la espermatobioscopia como
prueba de rutina, si bien s6lo permite conocer parametros generales del semen tales como la
concentracion, movilidad, y la viabilidad, entre otros. Por otra parte la certeza del resultado
de esta prueba es relativa, pues una muestra que tenga una alta concentracién de
espermatozoides no necesariamente conduce a una fertilizacion exitosa. Actualmente se
han reportado distintas pruebas que permiten evaluar eventos especificos de una muestra de
semen, tales como la RA, la union a la ZP y la penetracion de la misma. No obstante estas
pruebas son de investigacion basica, pero pueden tener una gran utilidad clinica, y por ende
ser un apoyo para el diagnostico y tratamiento de la infertilidad masculina.

Los métodos que han sido desarrollados para detectar problemas asociados a la interaccion
entre espermatozoide-ZP se pueden clasificar segtn la actividad que evaluan, que son:

1. Induccion de la reaccion acrosomal
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2. Union a la zona pelucida

3. Penetracion de la zona pelucida.

6.1. Ensayos de induccion de la reaccion acrosomal

Distintos estudios con base en la RA se han desarrollado con el fin de brindar resultados
confiables en la evaluacion de un evento fisiolégico tan importante. Las pruebas que a
continuacion se mencionan, tienen por generalidad la incubacion de espermatozoides,
previamente capacitados, con una molécula que induce la reaccién acrosomal. Luego de la
incubacién, se procede a evaluar la muestra para determinar el porcentaje de

espermatozoides que han llevado a cabo la RA.

6.1.1. Estimulacion por ion6foro de calcio

La O.M.S. menciona que se puede utilizar al ion6foro de calcio (A23187) como inductor de
la RA". Este compuesto se puede usar como una prueba optativa para el diagnostico de
infertilidad masculina, cuya principal utilidad radica en la identificacion de la insuficiencia
de laRA®],

La insuficiencia en la RA describe casos en donde la diferencia entre la frecuencia de
espermatozoides con reaccion acrosomal tratados con iondforo de calcio y el control es
menor al 15%.

El iono6foro de calcio induce la RA de manera significativa respecto a la RA espontanea en
hombres sanos. Sin embargo, este inductor no es fisiolégico por lo que no puede
compararse con la RA in vivo, y sblo sirve como aproximacion para determinar la

susceptibilidad de que una muestra lleve a cabo la RA.
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6.1.2. Induccion de la RA con ZP solubilizada (ZIAR)
Esta prueba estd basada en la incubacion de espermatozoides capacitados con la ZP
solubilizada, con el objetivo de obtener mayor aprovechamiento y de poder evaluar el
estado acrosomal de la muestra. Dentro de las principales ventajas de esta prueba destacan
que es repetible y se emplean volamenes minimos de zona pelticida por ensayo!””".
Sin embargo, si existe una diferencia significativa al compararla con la RA espontanea y

contra la RA por ZP nativa intacta (ZPIAR)""). Es posible que la estructura tridimensional

de la ZP sea importante para la induccién de la RAP.

6.1.3. Uso de proteinas recombinantes de la ZP.

Otra alternativa para el estudio de la RA es el uso de proteinas recombinantes de la ZP
expresadas en diferentes lineas celulares. Distintos estudios han utilizado la expresion de
ZP3 humana en células de ovario de hamster chino (CHO, por sus siglas en inglés),
encontrando que es capaz de inducir la RA en espermatozoides capacitados, de manera
equivalente ZIAR™!.

La principal ventaja dentro de la produccion de las ZP's recombinantes es la posibilidad de
obtener grandes cantidades de proteina. Para el caso de ZP3, se obtienen miligramos de
proteina equivalente a la extraccion de 200,000 ovocitos. Si bien el peso molecular de la
rhZP3 expresada en células CHO es menor al observado en la proteina nativa debido al
patrén de glicosilacion, se ha demostrado que esas discrepancias no influyen en la
capacidad del reconocimiento de esta molécula por parte de la superficie del

espermatozoide!®”).
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6.2. Ensayos de union a la zona pelucida

Desde el momento en que ha ocurrido la reaccion acrosomal, la union a la ZP es el evento
donde se involucran los receptores secundarios que permiten que el espermatozoide siga
unido y pueda atravesar la ZP para concluir con la fertilizacion del ovocito.

En las pruebas que se mencionan a continuacion, se utiliza la ZP (integra) de los ovocitos
para determinar la unioén por parte de los espermatozoides con la finalidad de evaluar este
evento. Los resultados obtenidos de dichos ensayos son muy valiosos, pero tienen el

inconveniente de las dificultades para obtener la ZP nativa.

6.2.1. Radio de union espermatozoide-zona pelicida

Se basa en la union competitiva de un mismo grupo de ovocitos simultaneamente con dos
poblaciones de espermatozoides marcados con distintos fluorocromos®.  Los
espermatozoides de un paciente se marcan con isotiocianato de fluoresceina (fluorescencia
verde) y los espermatozoides control de donadores fértiles se marcan con isotiocianato de
tetrametilrodamina (fluorescencia roja). Los espermatozoides fuertemente unidos a la ZP se
cuentan con ayuda de un microscopio de fluorescencia para calcular el radio de union de
los espermatozoides prueba respecto a los espermatozoides control. Se ha observado que
espermatozoides que han fallado en uno o en varios eventos de fertilizacion in vitro,
usualmente muestran muy bajo radio de unién respecto a los espermatozoides normales en
este ensayol".

Esta prueba puede predecir la capacidad de que una muestra de espermatozoides pueda
fertilizar ovocitos humanos in vitro y puede ser utilizado en estudios de interaccion de

gametos humanos.
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Este procedimiento es largo, laborioso y sobre todo costoso por el marcaje con
fluorescencia, sin embargo, el uso de espermatozoides control permite comparar resultados

de pacientes que presentan problemas de infertilidad.

6.2.2. Union espermatozoide-zona pelicida como prueba de rutina

Este ensayo es similar al de radio de union, pero omite el marcaje fluorescente y los
espermatozoides control. El método consiste en incubar 20 millones de espermatozoides
capacitados con cuatro ovocitos por un periodo de 2 horas. Posteriormente los
espermatozoides fuertemente unidos son contados con un microscopio de contraste de
fases!™.

Con estas condiciones, los hombres fértiles muestran mas de 100 espermatozoides unidos
por cada ZP. Si se observa la union de 40 6 menos espermatozoides por cada ZP, se
considera como unién anormal. Sin embargo, a causa de la variabilidad de los ovocitos se
recomienda que los pacientes con un resultado bajo de unioén entre espermatozoides-ZP,
sean sometidos a una segunda prueba para corroborar dicho resultado. Si bien no es

necesario realizar un marcaje a los espermatozoides, se deben tener previamente resultados

de espermatozoides control para poder interpolar los resultados de las muestras.

6.2.3. Ensayo de hemizona
Entre las pruebas de union a la zona peliucida humana se encuentra el ensayo de hemizona
(HZA), el cual se basa en la uniéon de espermatozoides prueba y control a dos mitades de
una misma ZP. Dichas mitades son obtenidas por diseccion de un ovocito en dos partes
iguales, de forma que la incubacién de una mitad con la muestra de fertilidad probada sirve

como control de la variabilidad del ovocito'®!,
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Ocehninger y colaboradores reportaron que pacientes con una baja fertilizacion en IVF
presentaron una union significativamente baja respecto al control en este ensayo. Basado en
estandares comunes, el HZA fue capaz de predecir la fertilizacion en 26 de 28 casos®.

Esta prueba elimina la variabilidad de la ZP debida a los ovocitos y permite comparar los

resultados de una muestra con un control. Sin embargo, se requiere de personal capacitado

tanto en la micromanipulacién de la muestra, asi como en la evaluacion de la misma.

6.3. Ensayos de penetracion de la zona pelucida

Determinar el numero de espermatozoides que penetran la ZP ha sido dificil, debido a la
transparencia de esta estructura. Es decir, es dificil determinar si la cabeza del
espermatozoide se ha unido o si estd dentro de la ZP, por lo que la evaluacion de la
penetracion de la ZP mediante observacion directa del ovocito es inapropiada.

Debido a esto, una nueva técnica ha sido desarrollada para remover todos los
espermatozoides unidos a la superficie de la ZP, permitiendo el conteo de aquellos que sus
cabezas se encuentran embebidas en la ZP o en el espacio perivitelino®!. Después de la
incubacién con espermatozoides, los ovocitos son aspirados repetidamente con una pipeta
ligeramente mas pequeia que el didmetro del ovocito, eliminando asi los espermatozoides
fuertemente unidos y dejando los espermatozoides que hayan penetrado la ZP. Estos
espermatozoides no pueden ser removidos con posteriores pipeteos y pueden ser contados
con mayor facilidad (figura 8).

Esta prueba sirve ademads para evaluar la RA por ZP (ZPIAR), asi como para predecir la
penetracion defectuosa espermatozoide-ZP en hombres con andlisis de semen normal y
union normal de espermatozoide-ZP. Liu y colaboradores reportan que hay una gran

correlacion entre resultados de la prueba ZIAR vy la prueba de penetracion espermatozoide-
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ZP, donde hombres con resultados de ZIAR mayor al 20% generalmente tienen buenos

resultados de penetracion de ZP™.

Los resultados con este ensayo pueden tener un alto valor para el diagnostico de la

infertilidad. Desafortunadamente esta prueba no resulta viable pues implica un largo tiempo

en el procesamiento de muestras, ademas de requerir ovocitos frescos no viables.

Figura 8. Diagrama esquematico de la técnica para

la evaluacion de la induccion de la RA por la ZP y

de la penetracion de la ZP[87].
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DISCUSION

En los ultimos 15 afios se ha difundido la creencia de que el diagnostico de problemas
asociados al espermatozoide era de poca relevancia, debido a los avances logrados en las
técnicas de reproduccion asistida y especialmente al éxito del ICSI. Sin embargo, esta
ultima es una técnica que no contempla la seleccion natural de los gametos que van a
participar en el proceso de fertilizacion, ni ningun procedimiento equivalente, y es el
laboratorista el que decide con base en la madurez del ovocito y a la caracteristicas
aparentes de los espermatozoides cudles células van a ser utilizadas, con los riesgos que
esto puede conllevar.

Es por ello que recientemente ha habido un aumento considerable en el desarrollo de
pruebas de laboratorio destinadas a evaluar las diferentes funciones espermaticas en el ser
humano con fines diagnosticos, sobre todo destinadas a dar respuestas a aquellos casos de
infertilidad que son calificados como idiopaticos y evitar el uso indiscriminado y sin
criterio de las técnicas de reproduccion asistida.

Una de las etapas de la fertilizacion mas desconocida es la que involucra la interaccion de
gametos al nivel de la zona pelucida, debido fundamentalmente a que es un evento que
ocurre en el interior del aparato reproductor femenino. Para poder llevar a cabo estudios in
vitro, los cientificos han encontrado grandes dificultades para obtener ZP humana, razon
por la cual no se han podido implementar de forma generalizada las técnicas que implican
el uso de ZP nativa. Sin embargo, como alternativa se estd dando un impulso al uso de

proteinas recombinantes de la ZP para este fin.
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Durante la interaccion entre el espermatozoide y la ZP ocurren eventos secuenciales que
son indispensables para que el ovocito pueda ser finalmente fertilizado, que son la RA del
espermatozoide, su union a la ZP y la penetracion de esta ultima. Por tanto, investigadores
en el area de la medicina reproductiva se han abocado al desarrollo y/o perfeccionamiento
de técnicas que permitan evaluar la capacidad de una muestra de semen de cumplir con
estos tres eventos y asi correlacionarlos con el éxito de la fertilizacion, siendo esta natural o
asistida.

A medida que el espermatozoide pasa por el proceso de capacitacion, adquiere la habilidad
de sufrir la RA y, en tltima instancia, de fertilizar. Se ha determinado que la evaluacion de
la RA inducida por el ionoforo de calcio tiene un valor diagndstico limitado, ya que so6lo
permite diagnosticar problemas asociados con la susceptibilidad de sufrir la RA. Sin
embargo, el ionoforo de calcio no es un inductor fisioldgico que se pueda encontrar en el
ambiente del espermatozoide in vivo, y por tanto persiste la necesidad de desarrollar
métodos de diagnostico en el laboratorio que contemplen el uso de la ZP, que es el agonista
natural de este evento fisioldgico.

Varios son los métodos que se han desarrollado para este fin, los cuéles, con el paso del
tiempo, se han ido perfeccionando con el objeto de optimizar y estandarizar el método, asi
como para ponderar su valor predictivo. Aunque no con la misma intensidad, todos los
ensayos de induccion de RA por la ZP revisados aqui cumplieron con el objetivo, si bien en
el caso del uso de ZP intacta los resultados obtenidos son mayores, probablemente debido a
que la interaccidon entre ambos gametos es mas parecida a la fisiologica. A pesar de esto, la
escasez de ZP para realizar este tipo de estudios motivé el desarrollo del método de la ZP
solubilizada, el cual aumenta el aprovechamiento de la ZP y por tanto permite realizar un

mayor niimero de ensayos con el mismo material de partida™®™. Sin embargo, este método
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aun requiere la obtencion de ZP nativa, ademés de que la implementacion de esta técnica
requiere de personal técnico entrenado para ello, ya que la micromanipulacion de las ZP
para su solubilizacion es compleja y laboriosa.

La expresion de las proteinas recombinantes de la ZP del ser humano en diferentes lineas
celulares permite su produccion en altas cantidades y en poco tiempo. La thZP3 expresada
en células CHO es capaz de inducir la RA en espermatozoides capacitados, de manera
equivalente a la zona pelucida humana solubilizada, por lo que puede ser una herramienta
importante en el diagnostico y tratamiento de la infertilidad masculina. Sin embargo, los
resultados obtenidos podrian diferir de lo que ocurre in vivo dependiendo del sistema de
expresion empleado, pues los carbohidratos asociados a la rhZP3 pueden estar involucrados
en este proceso y entre los diferentes sistemas de expresion existen variaciones en el patron
de glicosilacion.

Por otra parte, para determinar la unidon de los espermatozoides con la ZP actualmente
existen dos pruebas: el radio de union espermatozoides-ZP y el ensayo hemizona. Ambas
pruebas eliminan las posibles discrepancias debidas a la variabilidad de los ovocitos. Sin
embargo, la competencia que se presenta en el ensayo de radio de union pudiera interferir
con el proceso de unioén, y lo que se pretende es evaluar la cantidad de espermatozoides que
se unen a los ovocitos en un periodo determinado y no la competencia. Es logico pensar
que si una muestra problema es poco habil para unirse a la ZP, y que si coexiste con otra
con mayor afinidad por la ZP, sus posibilidades de unién son menores. Por tanto, el mismo
investigador que disend este método realizé modificaciones al mismo para mejorarlo. Esta
variante del método del radio de unién omite el marcaje con fluorescencia y la incubacion
con espermatozoides control, y los resultados obtenidos se interpolan con resultados

previamente obtenidos de hombres fertiles!®. El inconveniente de este método es que no
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contempla la variabilidad en la calidad de los ovocitos empleados ni de las condiciones
empleadas durante el ensayo, por lo que solo tiene validez cuando la diferencia entre los
valores de union entre la muestra problema y los valores de referencia para hombres fértiles
son muy marcadas.

Por su parte, el ensayo de hemizona solamente utiliza un ovocito para cada prueba y no
requiere de tiempo extra en el marcaje de espermatozoides. No obstante, requiere de un
micromanipulador y una persona entrenada para dividir la ZP en dos mitades, y distinguir
los espermatozoides unidos a la superficie interna y externa de la ZP.

Finalmente, existe una prueba que de forma indirecta evalia todas las etapas de la
penetracion espermatica de la ZP, que es la prueba de penetracion de la ZP. Dicha prueba
tiene el inconveniente de ser costosa y laboriosa debido a la interpretacion de los resultados
obtenidos. No obstante, esta prueba ha permitido distinguir entre muestras que pueden
utilizarse para IVF o que deben recurrir al ICSI™ %%,

Para que alguna de las técnicas anteriormente descritas se implemente de forma
generalizada en las clinicas de reproduccion asistida debe cumplir con varias condiciones:
ser confiable, reproducible y econdmica. La escasez de material bioldgico y la dificultad de
su obtencidn han sido otras de las razones por las que estas pruebas no son introducidas en
la rutina clinica. Sin embargo, el uso de la biologia molecular ha permitido la obtencion de
proteinas recombinantes similares a las que conforman la ZP humana nativa que pueden ser
utilizadas en estudios de la reaccion acrosomal y/o la uniéon a ZP. Dichas proteinas
recombinantes deben estar previamente caracterizadas y demostrar su actividad bioldgica
sobre el espermatozoide, pero una vez cubiertos esos requerimientos sus posibilidades en

estudios clinicos y de investigacion en reproduccion humana son muy prometedoras.

40



De cualquier modo, la Andrologia en humanos es un campo fértil para la investigacion, si
consideramos que practicamente el Uinico estudio diagnostico de rutina que se realiza en la
actualidad a hombres con problemas de infertilidad es la espermatobioscopia. Cualquier
esfuerzo orientado a conocer mejor la fisiologia espermatica y los complejos cambios que
sufre esta célula para poder finalmente fertilizar un ovocito, seran de gran valor para la

medicina reproductiva y la ciencia en general.
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CONCLUSIONES

Aunque existe una amplia variedad de pruebas enfocadas a determinar el estatus de la
fertilidad masculina, hasta el momento no existe una prueba a nivel clinico que permita
obtener un diagndstico certero. Sin embargo, cada una de las pruebas existentes en la
actualidad permiten conocer ciertos aspectos que pueden ser utilizados para encaminar a los
pacientes hacia una técnica de fertilizacion en particular y/o dar un pronoéstico de sus
posibilidades de éxito.

La prueba de penetracion de la ZP es la prueba mas completa que puede utilizarse para
diagnosticar problemas de infertilidad debidos a la incapacidad del espermatozoide de
atravesar la ZP para alcanzar al ovocito. Sin embargo, las dificultades en la obtencion de
ZP nativa, su alto costo y grado de dificultad han impedido su uso extendido.

El uso de proteinas recombinantes como alternativa al empleo de material bioldgico nativo
puede ser una herramienta util en el diagnostico de infertilidad masculina asociada a
problemas en la reaccion acrosomal o la unién a la ZP.

En la actualidad, debido al aumento en la incidencia de problemas de infertilidad de pareja,
es necesario el desarrollo de nuevos métodos diagnostico, sencillos y con un valor
predictivo confiable, que puedan implementarse de manera rutinaria en las clinicas de
reproduccion asistida y que permitan asi tratar el factor masculino de infertilidad, area de la

investigacion biomédica que ha estado relativamente desatendida en los ultimos afios.
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