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Interacciones espermatozoide-cimulo

tonces cuando los gametos
masculinos son guiados hasta
el ovocito en una interaccion
fundamental entre los prime-
ros, y las células del
ctimulo.Las hormonas esteroi-
deas y en concreto, la progeste-
rona liberada por las células
del ciimulo, son potentes esti-
mulantes de los espermatozoi-
des, de forma que atraen a los
mismos ayuddndolos a pene-
trar las cubiertas ovocitarias.
La progesterona induce el in-
flujo de calcio en los esperma-
tozoides y provoca una serie de
respuestas esenciales para la fe-
cundacion tales como la hipe-
ractivacion, reaccion
acrosémica y quimiotaxis hacia
el ovocito. Aunque existen de-
terminados aspectos conocidos
en la fecundacion de mamiferos

referentes a la penetracion de
los espermatozoides en el cii-
mulo y zona peliicida antes de
la unién con el ovocito, existen
otros mecanismos moleculares
que todavia no han sido del
todo conocidos. Se ha sugerido
que, entre otros, las enzimas
proteoliticas e hialuronato es-
permdticos participan en los fe-
némenos de penetracion a
través de las células del cii-
mulo.

Ast mismo, se han empleado
los conocimientos existentes en
esta relacion espermatozoide-
ciimulo para poder aplicarla de
una forma prdctica en la selec-
cion espermdtica en técnicas de
reproduccion asistida y, en
concreto, en la biisqueda del es-
permatozoide idéneo para mi-
croinyeccion espermitica.
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Introduccion

El proceso de fecundacion en mamiferos, implica un conjunto de eventos mole-
culares y celulares ordenados de forma precisa, incluyendo la penetracion esper-
matica a través de las células del camulo (CC), la adhesioén y unioén a la zona
peltcida (ZP), la penetracion a través de la ZP, la exocitosis acrosomal y la fusion
entre el espermatozoide y el ovocito (1-4).

Los espermatozoides de mamifero tienen que viajar una larga distancia a través
del tracto reproductivo femenino hasta el oviducto, en el cual tiene lugar la fecun-
dacion. Para realizar este viaje hacia el ovocito, los espermatozoides tienen que
sobrepasar varios obstaculos tales como la union ttero-tubarica (UT), el itsmo y
finalmente la ampolla tubarica, donde penetraran en la matriz extracelular del ovo-
cito. Después de pasar a través de la union UT, los espermatozoides se unen a la
superficie mucosa del istmo y permanecen alli hasta el momento de la ovulacion.
Durante el almacenamiento en el istmo, el epitelio istmico crea un microambiente
que retrasa la capacitacion y estabiliza el espermatozoide por un periodo de, como
minimo, 24 horas en humanos (5). Después de dejar el reservorio de almacena-
miento, los espermatozoides se mueven hacia la ampolla y se localizan en el com-
plejo cumulo-ovocito (COC). La quimiotaxis de los espermatozoides esta
implicada en la localizacion del COC. En concreto, se ha comprobado que los es-
permatozoides humanos son sensibles a sustancias quimioatrayentes del liquido
folicular y del COC. (6).

La capacitacion del espermatozoide con un acrosoma intacto es necesaria para que
penetre entre las células del ciimulo. La penetracion espermatica en las células del
cumulo es importante para la fecundacion, ya que ésta se reduce grandemente si
se retiran in vitro las células del caimulo (1). Asi, existe la posibilidad de que las
células del ciimulo puedan funcionar estimulando la movilidad espermaética y pro-
moviendo la reaccion acrosémica, ¢ incluso, inmovilizando los espermatozoides
mediante la red fibrosa de la matriz del cimulo, controlar su acceso a la ZP (4).
No obstante, el papel de la matriz celular del cimulo todavia no esta claro. Ya que
las células del caimulo estan embebidas en abundante hialuronato de la matriz ex-

tracelular, se cree que la hialuronidasa espermatica, identificada hace aproxima-
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damente 60 afios, cataliza la degradacion del hialuronato para facilitar al esperma-
tozoide con el acrosoma intacto penetrar en la matriz del camulo y alcanzar la ZP.
Esta revision esta enfocada en la interaccion entre las células del camulo y el es-
permatozoide. A pesar de la importancia de la penetracion espermatica en las cé-
lulas del camulo en el mecanismo de la fecundacion, el proceso molecular sigue
siendo controvertido. Ademas, el concepto general, que se ha mantenido durante
mucho tiempo, se desprende sobre todo de los experimentos realizados utilizando
genes-knockout de raton. Previa a la descripcion molecular de los acontecimientos
producidos en la penetracion del espermatozoide en el cumulo, se describiran los
siguientes aspectos relacionados con la capacidad de fecundacion tanto del ovocito
como del espermatozoide: regulacion de la funcion de las células del camulo, or-
ganizacion de la superficie del espermatozoide previa a su penetracion en las cé-
lulas del cimulo y mecanismos de quimiotaxis del espermatozoide para alcanzar
el ovocito. Posteriormente se detalla la interaccion espermatozoide-CC y las alte-

raciones de la misma que pueden ocasionar fallos de fecundacion.

Regulacion de la funcion de las células del camulo

Medioambiente folicular

Los ovocitos de mamifero crecen y se desarrollan en una intima y mutua depen-
dencia con las células somaticas adyacentes. El crecimiento del volumen ovocitario
tiene lugar en los foliculos preantrales donde el ovocito esta estrechamente aso-
ciado con células relativamente indiferenciadas de la granulosa. Después de la for-
macion del antro, el cual corresponde aproximadamente al fin de la fase de
crecimiento ovocitario, las células de la granulosa se diferencian en dos lineas ana-
tomica y funcionalmente distintas: la mural (MGCs) que recubre la pared del fo-
liculo y tiene principalmente un papel estereidogénico y las células del cumulo
(CC), que forman una intima asociacion con el ovocito. Las CCs poseen proyec-
ciones citoplasmaticas altamente especializadas que penetran a través de la zona
peltcida y forman uniones gap con el ovocito, en una estructura denominada com-
plejo cumulo ovocito (7).

Las CCs nutren al ovocito en las fases finales de su desarrollo. No obstante, solo
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existe un conocimiento limitado de la naturaleza y diversidad de los componentes
que se transfieren entre las CCs y el ovocito via uniones gap durante el desarrollo
en el foliculo antral (8).

La calidad ovocitaria es un factor limitante en la fertilidad femenina, aunque no
se conoce demasiado sobre los mecanismos que la condicionan y regulan. El me-
dioambiente folicular y las senales maternas, a través de las células de la granulosa
(GCs) y del camulo (CC) son responsables de la nutricion del ovocito en desarrollo
y de la adquisicion gradual de su competencia funcional. No obstante, la comuni-
cacion GCs y CC-ovocito es bidireccional con los potentes factores de crecimiento
que secreta el ovocito y que actiian localmente para dirigir la diferenciacion y fun-
cion de las CC. Existen dos (en las lineas que siguen se citan 6) importantes fac-
tores secretados por el ovocito que pertenecen a la familia de factor de necrosis
tumoral TGFbeta: el ovocito expresa TGFbetal, TFGbeta2, activina, GDF9
(growth differentiation factor 9), BMP15 (bone morphogenectic protein 15) y
BMP6, los cuales activan sefiales en las CC para regular genes clave y procesos
requeridos para la diferenciacion y mantenimiento de las CC (9,10).

Estimulacion de la proliferacion de CC

Los ovocitos son potentes estimuladores de la sintesis de ADN para MGCy CCy
de su proliferacion celular. Esto se ha determinado utilizando una serie de expe-
riencias in vitro, incluyendo la regulacion de Cend2, el transcrito que codifica para
la ciclina D2, estimulacion de la excrecion de timidina como medida de la sintesis
de DNA, incremento del contenido total de ADN de cultivos de GC e incremento

en el nimero de células de GCs (11).
Regulacion del metabolismo de las CC

Lo compartimientos celulares del complejo cumulo-ovocito (COC) tienen dife-
rentes actividades metabolicas y requerimientos (12). En los foliculos antrales, el
ovocito en crecimiento es totalmente dependiente de la fosforilacion oxidativa via
produccion de ATP y esté incapacitado para oxidar la glucosa (13). Por el contrario,
las CCs tienen una capacidad significativa para utilizar la glucosa, via glicolisis

aerobia (14). El metabolismo de la glucosa dentro de las CCs para proporcionar
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acido carboxilico como sustrato para la fosforilacién oxidativa dentro del ovocito
se conoce desde hace tiempo (15).

Este contraste de requerimientos metabolicos entre los ovocitos y las CCs sugiere
que la preferencia metabolica de estos dos tipos celulares puede ser un fendémeno
regulado molecularmente. Suguira y col. (16) observaron que varias enzimas gli-
coliticas eran reguladas en las CCs de los foliculos antrales de raton, comparados
con los correspondientes MGCs. Ademas, demostraron que la ovocitectomia hacia
descender los niveles de mRNA de la enzima glicolitica y la actividad glicolitica
de las CCs, la cual se restauraba después de tratamiento con complejos ovocitec-
tomizados (OOX) en los ovocitos.

Estos estudios demuestran la intima relacion entre el ovocito y las células del cu-
mulo, donde el ovocito dirige su aporte de metabolitos de las CCs para su propio

desarrollo.
Expansion de las células del cimulo

La iniciacion de la expansion de las células del cumulo (mucificacion), depende
de dos sefiales: (i) estimulacion por gonadotropinas o factor epidérmico de creci-
miento (EGF)-like y (ii) sefiales paracrinas secretadas por el ovocito llamadas fac-
tores facilitadores de la expansion del cimulo (cumulus expansion enabling factor:
CEEFs), las cuales actiian en las CCs facilitando la respuesta a las sefiales de las
gonadotropinas /EGF para sintetizar moléculas de la matriz extracelular (ECM).
El hialuronato forma la principal estructura del camulo y ECM y es sintetizado
por la enzima hialuronato sintasa 2 (HAS2). Otros componentes importantes de la
matriz del cimulo incluyen factor de necrosis tumoral alpha inducida proteina 6
(TNFAIP6) y pentraxina 3 (PTX3), asi como el proteoglicano versican (17, 18).
La mucificacion y expansion del COC en respuesta al pico de LH es absolutamente
necesario para la ovulacion y la penetracion espermatica, por lo tanto, para la fe-
cundacion. El fallo en la sintesis de alguno de los componentes de la matriz del
cumulo origina esterilidad y el BMP-15 secretado por el ovocito, previene la apop-
tosis (19, 20).

La alteracion del medio ambiente del cumulo, no solo puede impedir el paso del es-
permatozoide, sino que compromete los procesos espermaticos que acompanana la
fecundacion, tales como capacitacion y potenciacion de la reaccion acrosémica (21).
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Cambios en la superficie del espermatozoide

La superficie espermatica tiene un papel activo en la fecundacion. La definicion
de la superficie espermatica tanto en su composicion como en su organizacion,
comienza durante la espermatogénesis y contintia hasta la uniéon del espermato-
zoide con el ovocito. Alguno de estos eventos puede implicar a miltiples moléculas
de superficie, y, en algunos casos, una unica molécula podria estar relacionada en
mas de una funcion de superficie. Un aspecto importante de la superficie esper-
matica es que esta serie de cambios en las funciones ocurre en ausencia de nueva
sintesis de proteinas de membrana. Una vez que el espermatozoide deja el testiculo,
las modificaciones para los cambios moleculares de membrana ocurren mediante
otros procesos (22).

Aunque no estan atn bien comprendidos, uno de los posibles mecanismos para la
regulacion de la funcidon espermatica en ausencia de nueva sintesis de proteinas
puede depender de la organizacion de las proteinas de membrana localizadas en
estos dominios (23). Durante la progresion de los espermatozoides, se producen
cambios funcionales tanto en el tracto reproductivo masculino como femenino en
proteinas especificas que son capaces de moverse de un dominio a otro, y estas
migraciones posiblemente afectan a su actividad.

Una de las principales proteinas implicadas en estos mecanismos es la PH-20, una
proteina anclada en la membrana por una glicosil fosfatidilinositol (GPI). La PH-
20 es una proteina bifuncional con un papel en la penetracion en el caimulo y unién
a los espermatozoides reaccionados a la zona pelucida. El dominio N-terminal de
la molécula, tiene actividad hialuronidasa. Esta actividad facilita al espermatozoide
penetrar en la barrera de células que supone el cumulo (24).

Otra proteina, la fertilina (anteriormente denominada PH-30) es una proteina hete-
rodimera con dos subunidades (alfa y beta) que tienen una region transmembrana.
La fertilina acta en la unién de membranas de espermatozoide y ovocito (23).
Existen diferentes mecanismos por los cuales los cambios en la localizacion de
las proteinas pueden originar cambios en la funcion de las mismas. Cambiando
los patrones de localizacion, las proteinas también pueden cambiar su densidad de

superficie y el nivel de expresion. Por ejemplo, PH-20, moviéndose primero de
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un patréon de totalidad de la célula a la zona posterior de la cabeza espermatica,
puede incrementar su densidad de superficie aproximadamente dos veces. En el
momento de la reaccion acrosdmica, el nivel de expresion de superficie puede in-
crementarse adicionalmente unas 2,5 veces (24,25).

Cambios en los patrones de localizacion también sirven para cambiar el medioam-
biente de la membrana. Un resultado de esta modificacion es que la proteina relo-
calizada se pone en contacto con un conjunto de otras proteinas de membrana que
podrian o bien activar o bien inhibir funciones. Los cambios en la localizacion
también significan que la proteina en su nuevo dominio tendra un medioambiente
lipidico alterado porque los lipidos de la membrana plasmatica parecen localizarse
preferentemente en estos dominios separados. (26).

Otra caracteristica importante en la diferente localizacion de las proteinas es que
es especifico de especies. Por ejemplo, PH-20 en la membrana plasmatica de es-
permatozoides con el acrosoma intacto esta localizado en toda la cabeza o en la

parte anterior de espermatozoides de raton, mono y humanos (27).

Mecanismos moleculares de quimiotaxis espermatozoide-células
del cimulo

Una de las cuestiones que mas ha atraido en el campo de la biologia reproductiva
concierne al mecanismo por el cual se encuentran los gametos y tiene lugar la fe-
cundacion. Durante la pasada década, parece claro que el mecanismo de la quimio-
taxis es la guia necesaria para el transporte del espermatozoide hacia el ovocito. (28).
La quimiotaxis, el viaje del espermatozoide hacia el 6vulo guiado por un gradiente
de concentracion de atrayentes quimicos, ha sido revisada en varias especies de
mamiferos por Eisenbach en 2006 (29). La quimiotaxis de los espermatozoides
hacia factores del liquido folicular se ha demostrado en humanos, y se han pro-
puesto varios candidatos como atrayentes espermaticos: péptidos N-formilados
(30), péptido atrial natriurético (31), progesterona (32) y regulando su activacion,
células T expresadas y secretadas (RANTES) (33).

La principal fuente atrayente en todos los casos es la progesterona (P), secretada
por las células que rodean el ovocito formando una concentracion estable a lo largo

del camulo. Esta hormona induce quimotaxis del espermatozoide principalmente
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a bajas concentraciones, unicamente en aproximadamente un 10% de una subpo-
blacion de células. Ademas, parece ser que es el tnico quimioatrayente fisioldgico
que es secretado por las células del cumulo. (28). También se sabe que los esper-
matozoides humanos contienen muchos receptores acoplados a G-proteinas olfa-
tivas (34) y el receptor olfatorio humano 17-4 (hOR17-4) parece estar implicado
en la quimiotaxis de los espermatozoides (35). El bourgeonal, un aldehido aroma-
tico utilizado en perfumeria, es un potente ligando del hOR17-4 y actua como qui-
mioatrayente (35). Sin embargo, estos compuestos no se han identificado todavia
en el tracto reproductivo femenino, y los ligandos nativos para estos receptores
son todavia desconocidos.

En espermatozoides humanos, la quimiotaxis hacia la progesterona esta directa-
mente correlacionada con la capacitacion (29), y la heterogeneidad de la quimio-
taxis espermatica puede ser debida a los bajos niveles de la capacitacion, mas que
a la variada expresion de las moléculas relacionadas con la quimiotaxis. No obs-
tante, si la hipotesis es cierta, debemos considerar la heterogeneidad de la capaci-
tacion espermatica. Ademas, los espermatozoides de raton capacitados in vitro
también muestran esta respuesta heterogénea en la quimiotaxis (36) y la proges-
terona parece no atraer a los espermatozoides. Se necesitan mas estudios para com-
prender esta respuesta de los espermatozoides y el papel de la quimiotaxis en la

seleccion de los mismos.
Modelo para el mecanismo molecular de la quimiotaxis

En los espermatozoides humanos hay algunas evidencias sobre la implicacion de
la adenilciclasa y adenosilmonofosfato ciclico (AC/cAMP/calcio) y guanosil ci-
clasa y guanosilmonofosfato ciclico (GC/cGMP) en respuesta a un atrayente dife-
rente a la progesterona, aunque el mecanismo molecular preciso por el que se lleva
a cabo no esta aun definido. Teves y col (28) han propuesto un modelo para expli-
car estos eventos moleculares que pueden tener lugar durante la quimiotaxis de
los espermatozoides bajo estimulacion con un gradiente de progesterona. EI mo-
delo esta basado en un disefio experimental que implica la activacion de una cas-
cada de sefiales con gradientes extracelulares de andlogos de nucleotidos ciclicos

en combinacion con inhibidores. Asi, la quimiotaxis espermatica se alcanza pa-
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sando el lugar de union de la progesterona a su receptor, mientras que los analogos
no actian como posibles quimioatrayentes, pero ademas cruzan la membrana ce-
lular, incrementando las concentraciones intracelulares de nucleotidos ciclicos, los
cuales, a su vez, activan las sefiales quimioatrayentes.

Bajo este disefio experimental se han identificado las moléculas que son reguladas
por sus respectivos nucleodtidos ciclicos. Asi, después de la uniéon de la P a su re-
ceptor celular de superficie, la via tmAC-cAMP-PKA se activa primeramente, se-
guido por la fosforizacion de la tirosina (en la banda ecuatorial del flagelo) y la
movilizacion de calcio (a través de los canales IP3R y SOC), mientras que la cas-
cada sGC-cGMP-PKG se activa al final, y posiblemente después tenga lugar el
influjo de calcio a través de otros canales de calcio de la membrana plasmatica.
Esta secuencia de eventos podria favorecer la orientacion espermatica hacia la
fuente de progesterona (37). Este modelo, aunque probable, deja ain muchas cues-
tiones por resolver. Por ejemplo, ¢ cudles son los otros pasos en las sefiales de trans-
duccion de la quimiotaxis? (cudles son las proteinas flagelares que producen la
orientacion hacia la fuente atrayente? ;qué otras moléculas y canales de iones estan
implicados? Las respuestas a estas cuestiones podrian aclarar la comprension de

la quimiotaxis espermatica mediada por progesterona.
Conducta quimiotdctica de los espermatozoides

Hay pocos estudios sobre las trayectorias y movimiento flagelar de los esperma-
tozoides de mamiferos en respuesta a los quimioatrayentes, aunque existen un par
de trabajos que investigan estos movimientos durante la quimiotaxis (35,36). En
ambos estudios se demuestra que la conducta quimiotactica esta orientada hacia
la fuente quimiotactica y las células a veces muestran un movimiento determinado
de batida del flagelo. La frecuencia de este movimiento, sin embargo, es baja: mu-
chos espermatozoides no muestran cambios de movimiento y simplemente se

orientan hacia la fuente quimioatrayente.
Oscilaciones de calcio en los espermatozoides durante la quimiotaxis

Como ya se ha comentado anteriormente, el calcio juega un importante papel en

la regulacion del movimiento flagelar espermatico. En mamiferos, los incrementos
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de calcio son inducidos por los atrayentes: bourgeonal y progesterona (28), aunque
no se ha demostrado atn la relacion entre estos aumentos de calcio y la batida fla-

gelar.

Penetracion espermatica a traves de las células del cimulo

Aspectos moleculares en el espermatozoide

La hialuronidasa responsable de la degradacion del hialuronato esta ampliamente
distribuida en mamiferos, insectos y bacterias (38). Existen como minimo dos iso-
formas de hialuronidasa en el espermatozoide epididimario de raton. Una glico-
silfosfatidilinositol (GPI)-una proteina de membrana, la PH-20, la cual fue
originalmente identificada como una proteina unida a la ZP en el espermatozoide
del hamster de guinea (39), es estructuralmente similar a la hialuronidasa, exhi-
biendo, ademas su actividad (40).

Las hialuronidasas en mamiferos (hiasas), son una familia de 6 enzimas que cata-
lizan la ruptura del acido hialurénico (HA) en el complejo cimulo-ovocito (41), y
también estan implicadas en la union a la zona pelacida. Esta familia de proteinas
multifuncionales juegan un papel muy importante en la penetracion del esperma-
tozoide en las CC y en la induccion de la reaccion acrosomica (40).

Desde hace tiempo se pensé que la PH-20 era la tnica hialuronidasa implicada en
la penetracion espermatica a través de las células del camulo, por no haberse ca-
racterizado bien otras proteinas. Sin embargo, en el raton y en la especie humana,
existen como minimo seis genes like-hialuronidase, agrupados en dos tripletes es-
trechamente agrupados o en dos cromosomas (41): HYAL1, HYAL2 y HYAL3 en
el cromosoma humano (3p21), Hya/l, Hya /2 y Hya /3 en el cromosoma de raton
(9F1-F2), HYAL4, PH-20/SPAM1 y HYALP1 en el cromosoma humano (7q31)
y Hya /4, ph-20, Hya y/p1 y Hya /5 en el cromosoma de raton (6a2).

Hya /1, Hya /2 y Hya /3 se expresan de forma ubicua en todos los tejidos, mientras
que la expresion de Hya /p1 y Hya /5 es exclusiva de los testiculos. PH-20 y Hya/4
se expresan especificamente en los testiculos y en el epididimo (41) y en la pla-
centa y el musculo esquelético respectivamente.

Cinco de las seis hiasas existentes (3 neutras activas y 2 acidas activas), de las 6
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hiasas caracterizadas, se expresan en los testiculos. Sin embargo, se ha demostrado
recientemente que solo 3 neutras activas, (sperm adhesion molecule 1: SPAM1),
se consideran hiasas espermaticas (42). Estas hiasas (HYALP1, SPAMI1, HYALS),
llamadas hiasas reproductivas, estan codificadas por los genes mencionados ante-
riormente, y se expresan en el epididimo (43), donde SPAM1 se adquiere en la su-
perficie del espermaozoide durante la maduracion espermatica (44).

Aunque PH-20 y Hya/5 estan ancladas en la membrana acrosomal o plasmatica
de los espermatozoides epididimarios de raton, estas dos hialuronidasas difieren
una de la otra en su localizacion subcelular (41). PH-20 esta presente totalmente
en la membrana plasmatica de los espermatozoides con el acrosoma intacto, y la
localizacion permanece inalterable tras la reaccion acrosomica. Por otra parte,
Hya/5 esta localizada tanto en la membrana plasmatica (aproximadamente el 60%
del total), como en la membrana acrosomal (aproximadamente el 40%). La ma-
yoria de la Hya/5 se libera de la membrana plasmatica durante la reaccion acroso-
mica. Asi, la Hya/5 podria funcionar en la penetracion espermatica a través de las
células del ciimulo y en la hidrdlisis del hialuronato cerca o en la superficie de la
ZP para facilitar a la region proximal del flagelo esperméatico moverse libremente.
Se ha sugerido también que la PH-20 podria compensar en parte el papel funcional
de la Hya/5. Después de la reaccion acrosémica, PH-20 esta presente en la mem-
brana acrosomal interna y en la membrana plasmatica que rodea el segmento ecua-
torial, indicando que podria migrar desde la membrana plasmatica de la parte
posterior de la cabeza espermatica a la membrana acrosomal interna después de
la exocitosis acrosomal (45).

Se ha publicado que PH-20 del raton y de otras especies animales tiene dos fun-
ciones duales: hidrolisis del hialuronato y propiedades de unién a la ZP (40). Par-
ticularmente, se piensa que la PH-20 en la membrana plasmatica de
espermatozoides con el acrosoma intacto y en la membrana acrosomal interna de
espermatozoides que han sufrido la reaccién acrosdémica es como muestra su ac-
tividad de hialuronidasa, necesaria para la penetracion a través de las células del
cumulo y para participar en la unién del espermatozoide en la ZP, lo que se conoce
como unién secundaria del espermatozoide a la zona pelucida.(4).

Ya que la PH-20 es enzimaticamente activa a pH acido y neutro, se ha postulado
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que la actividad enzimatica como hialuronato es la de degradacion de las lineas
celulares del caimulo durante la penetracion espermatica. También se ha propuesto
que la actividad enzimatica pudiera ser importante para la digestion del hialuronato
cerca o en la superficie de la ZP para la union y penetracion espermatica a la zona
(40). Sin embargo, trabajos mas recientes han debilitado estas teorias (41). Ratones
a los que les falta la PH-20 siguen siendo fértiles (46), lo que proporciona eviden-
cias de que no es imprescindible para la fecundacion. Sin embargo, los ratones a
los que se insemina con espermatozoides sin PH-20 tardan 3 veces mas en fecundar
los ovocitos, sin que se encontrasen diferencias en la union a la ZP. Este retardo
quizas pueda ser debido a la dificultad en atravesar las células del cumulo. Se ha
sugerido igualmente que la Hya/5 pudiera jugar un papel primordial en la pene-
tracion espermatica a través de las células del camulo, posiblemente en coopera-
cion con PH-20, ya que una fraccion proteica deficiente de PH-20 y enriquecida
con Hya/5 es capaz de dispersar las células del camulo (41).

Aunque las hiasas reproductivas son responsables de la hidrdlisis del hialuronato
en las células del cimulo y union a la zona peltcida, se ha cuestionado reciente-
mente su papel en los espermatozoides de raton (45). Estos autores publicaron que
la HYAL:- existe en dos isoformas en espermatozoides humanos y de raton, resi-
diendo en la membrana plasmatica de la cabeza y en el segmento intermedio. La
actividad de la HYAL3 fue confirmada utilizando inmunoprecipitado HYAL3 y
espectofotometria, confirmando por primera vez actividad de hialuronidases tanto
neutras como acidas activas en el espermatozoide. Ya que la SPAM1 es la nica
hiasa neutra activa en el espermatozoide humano, este descubrimiento sugiere que
el papel de la HYALS3 en la funcion espermatica es diferente al del raton, en rela-
cion con la penetracion en las células del ciimulo.

Reese y col (45) sugieren que la adquisicion de HYAL3 sucede in vivo durante la
maduracion espermatica en el epididimo y que la cantidad de proteina de la su-
perficie del espermatozoide depende de la longitud de tiempo que los espermato-
zoides estén almacenados en la region caudal. Asi, bajas cantidades de HYAL3 en
la superficie del espermatozoide pueden ser debidas a cortos periodos de almace-
namiento en el epididimo, implicando a SPAMI1 (43).

Recientemente se ha sugerido (48) la existencia de un polipéptido activador de la

Pere Parés Baulenasl, Ariana Cornet2, José Ramon Bordas Serrat 203



Interacciones espermatozoide-cimulo

adenil-ciclasa (PACAP), un miembro de la familia de los péptidos intestinales se-
cretina/glucagon, que, en repuesta a su liberacion por el espermatozoide, las células
del cumulo liberan un factor soluble que probablemente estimule la movilidad y

la reaccion acrosdmica, con lo que, por ello, promueve la fecundacion.

Glicodelina en la interaccion espermatozoide y células del camulo

Propiedades y tipos de glicodelina

La glicodelina es una glicoproteina que media acciones biologicas en la reproduc-
cion humana y el sistema immune. Los oligosacaridos de la glicodelina varian sig-
nificativamente de un tejido reproductivo a otro y tienen un efecto en su propia
secrecion y en la comunicacion celular. En base a sus diferencias en la glicosila-
cion, las isoformas caracterizadas estan definidas como glicodelina A (liquido am-
nidtico, endometrio decidua y suero materno) (49), glicodelina S (plasma seminal
y vesiculas seminales) (50), glicodelina F (fluido folicular y oviducto) (51) y gli-
codelina C (ctimulo ) (52).

La Organizacion para el Genoma Humano (HUGO), ha registrado como el simbolo
oficial del gen de la glicodelina a un progestageno asociado a una proteina endo-
metrial (PAEP) (53). El gen tiene 5,05 kb de longitud, y como muchos otros genes
lipocalinicos, esta dividido en siete exones.

La glicodelina es un miembro de la familia de las proteinas lipocalinicas y su se-
cuencia primaria esta formada por 180 residuos de aminoacidos, con una signifi-
cativa similitud a varias especies de beta lactoglobulinas.

Todas las isoformas de la glicodelina, la A, S, F y C, se unen a la cabeza del es-
permatozoide humano. La glicodelina F tiene dos sitios de union. Uno de ellos es
compartido con la glicodelina A, que puede desplazar hasta un 70% la glicodelina
F unida al espermatozoide. (52). La glicodelina F esta localizada en la region acro-
somal del espermatozoide. Estudios realizados con neoglicoproteinas han mostrado
que la union de la glicodelina A al espermatozoide implica ligandos de manosa,
fucosa y posiblemente E-selectina, miembros que la glicodelina F implica ligandos
de manosa, fucosa y N-acetilglucosamina, pero no ligandos de selectina (54).

La glicodelina S podria contribuir a un estado de decapacitacion en los espermato-

zoides humanos en el plasma seminal y prevenir asi la capacitacion prematura (54).
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Papel de la glicodelina en la fecundacion

El fluido folicular inhibe la union del espermatozoide a la zona pelucida, mientras
que las células del cimulo reducen este efecto (55). Para clarificar los factores que
sustentan estas observaciones, dos laboratorios de investigacion, uno en Helsinki y
otro en Hong Kong, desarrollaron investigaciones que permitieron la identificacion
de la glicodelina como una molécula efectora importante en este fenomeno.
Cuando los espermatozoides migran a través de la matriz del camulo, la actividad
inhibitoria dependiente de la interaccion de gametos tanto de la glicodelina A como
de la F, se reduce. El consumo de estas dos isoformas por las células del camulo se
ha encontrado de forma unica entre la familia proteica de la lipocalina. Ademas del
consumo de glicodelina, las células del cimulo también deglicosilan parcialmente
la glicodelina F, obteniéndose una interesante isoforma, la glicodelina C, que tiene
un efecto opuesto: estimula la union entre espermatozoide y zona pelicida. (56).
Estas observaciones podrian explicar porqué retirar las células del cimulo antes
de la Fecundacion in vitro (FIV), no mejora los resultados, sino mas bien lo con-
trario. Los resultados sugieren que el papel biologico de la glicodelina F podria
estar relacionado con la prevencion de una reaccion acrosdmica prematura indu-
cida por la progesterona, antes de que los espermatozoides hayan penetrado en el
cumulo (57).

Sin embargo, atin hay algunas cuestiones sin resolver. Por ejemplo, no se sabe to-
davia si todos los espermatozoides que atraviesan las células del cimulo estan libres
de glicodelina F cuando alcanzan la zona pelucida, o cuantos de ellos transportan
la glicodelina C. Parece ser que la penetracion de los espermatozoides en el cimulo
los modifica de dos formas. La primera es la eliminacion de los efectos inhibitorios
de la glicodelina A y F en el espermatozoide unido al ovocito y reaccionado, y la
segunda es la estimulacion de la glicodelina C para que los espermatozoides sean
capaces de unirse a la zona pelucida (56). Incluso si las células del cimulo no eli-
minaran o modificaran las isoformas inhibitorias de todos los espermatozoides, los
resultados sugieren que el espermatozoide fertilizador esté libre de las isoformas
inhibitorias. Queda atn por determinar cuando los espermatozoides capaces de fer-

tilizar requieren glicodelina C estimulante en su cabeza (57).
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Papel del camulo en la seleccion espermdtica

Como ya se ha comentado previamente, alteraciones en la formacion del camulo,
pude afectar a la capacidad fertilizadora de los espermatozoides y a su funcion (21).
La acciodn de las células del cimulo sobre la funcidén espermatica puede ser me-
diada via productos de secrecion celular (9, 10). Pero a pesar de las evidencias
que demuestran la importancia de las células del cimulo para la fecundacion del
ovocito (21), el papel fisioloégico del mismo aun no esta del todo claro, debido a
su limitada disponibilidad. Lo mismo ocurre con la concentracion de los productos
de secrecion analizados, mucho mas baja en los medios condicionados que lo que
realmente existe in vivo en el cumulo (8).

Se han utilizado varios modelos in vitro para estudiar los efectos del cimulo en la
funcion espermatica. Estos modelos incluyen la incubacion de espermatozoides
con complejos cumulo-ovocito (COC), pero tienen el inconveniente de que no re-
presentan la situacion in vivo. Hong y col (58) desarrollaron un modelo en el cual,
el camulo se sitia en un capilar y se deja a los espermatozoides que migren desde
el extremo del mismo, y lo atraviesen. Los resultados de este experimento demos-
traron que los espermatozoides que atravesaban las células del cimulo presentaban
en gran proporcion, una morfologia normal, patrones de capacitacion y reaccion
acrosomica y capacidad de union a la zona. Desde el punto de vista de su cinética,
presentaron una mayor velocidad progresiva (VAP), velocidad curvilinea (VSL),
batida del flagelo (BCF) y linealidad (LIN ), pero menor desplazamiento lateral
de la cabeza (ALH), asi como menor nimero de espermatozoides hiperactivados.
Estos autores, explicaban el aumento del nimero de espermatozoides capacitados
por la capacidad de las células del ciimulo para estimular la capacitacion de los
espermatozoides que lo atraviesan. Respecto a la seleccion de espermatozoides
morfoldégicamente normales, no se ha encontrado explicacion, aunque se sabe que
la morfologia espermatica esta relacionada con la capacidad fertilizadora (59). Los
cambios en los patrones de movilidad encontrados en los espermatozoides de este
experimento estan relacionados con la mejora para atravesar las células del cu-
mulo. Se ha sugerido que el cambio en el patréon de movilidad espermatica en un

medio viscoso, como es la matriz del cimulo, podria ser debido a heterogeneidad
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local en el mecanismo de resistencia de la matriz (60). La mayoria de los esper-
matozoides que penetraron en el cumulo, en este ensayo, habian experimentado
la reaccion acrosomica comparado con los controles. Este hecho es consistente
con otros estudios (61), que mostraban que el COC humano incrementaba el por-
centaje de espermatozoides reaccionados cuando se co-incubaban 14-18 horas post
inseminacion.

El medio de cultivo condicionado con células del cimulo, donde se han incubado
ovocitos y espermatozoides, después de FIV, y tras recogerlo de las placas de cultivo
16-18 post inseminacion, inducen la reaccion acrosomica de los espermatozoides
(62), sugiriendo que existen productos de secrecion celular implicados. Uno de los
principales candidatos es la progesterona, la cual estimula la reaccién acrosémica
espermatica (63). Otro componente en las células del camulo que puede tener efecto
sobre la reaccion acrosomica es el acido hialuronico, el cual incrementa el influjo
de calcio intracelular en el espermatozoide (64). La accion del acido hialurénico
hace al espermatozoide mas susceptible de sufrir la reaccién acrosdémica bajo in-
duccion de los constituyentes del cimulo y la zona pelucida (64).

Hong y col (65) publicaron un trabajo en el que, por primera vez se estudia el
efecto de la matriz del cimulo intacta en las funciones de los espermatozoides.
Este estudio demostrd que pocos espermatozoides son capaces de atravesar la ma-
triz del camulo, sugiriendo que las CC afectan a la penetrabilidad de los esperma-
tozoides a través de la matriz.

Las CC pueden proporcionar un microambiente dptimo y beneficioso tanto para
el ovocito como para el espermatozoide capaz de fertilizarlo. Las CC pueden afec-
tar la funcion espermatica modificando la concentracion de nutrientes de la matriz
del cimulo. El lactato es la principal fuente de energia de los espermatozoides.
Una enzima especifica, la lactato deshidrogenasa izoenzima C4 esta presente en
el espermatozoide para su metabolismo energético. La lactato deshidrogenasa se
ha localizado en la region post-acrosomal del espermatozoide y su deficiencia esta
asociada con una disminucion de la movilidad y concentracion espermatica y por
lo tanto con la infertilidad masculina (66).

En un estudio realizado por Hong y col. (67), el medio de incubacion contenia
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glucosa pero no lactato. Las CC activan el metabolismo de glucosa a lactato in
vitro. Por eso la concentracion de glucosa era probablemente mas baja y la de lac-
tato mas alta en el ciimulo que en el medio que los rodea.

En este estudio también se investiga por primera vez el efecto del 4cido hialurénico
a una concentracion de 1.0 mg/mL, (similar a la que existe fisiologicamente en el
CC), en la funcion espermatica. Asi, se demuestra que el acido hialurénico no
afecta a la reaccion acrosdémica pero si modula la movilidad espermatica. Este
hecho concuerda con el hallazgo de receptores de acido hialurénico en los esper-
matozoides humanos (68). El acido hialurénico tiene un efecto diferencial en fun-
cion de la capacidad de movimiento. Asi, a una concentracion de 200 ng/mL, el
acido hialurdnico facilita la movilidad espermatica en muestras de semen normo-
zoospérmicas y oligozoospérmicas (69). Sin embargo, la movilidad de los esper-
matozoides procesados por swim-up aumentaba solo cuando la concentracion de
acido hialurénico era mayor (650 ng/mL), sugiriendo que bajas concentraciones
de acido hialurénico afectan solo la movilidad de las subploblaciones menos mo-
viles (70). A concentraciones similares a las existentes en las células del camulo,
el acdio hialurdnico incrementa VAP, VSL y LIN de los espermatozoides.
Aunque el acido hialuronico no afecte a la reaccion acrosomica, se ha demostrado
que si facilita la reaccion acrosdmica a través de la progesterona. Este efecto es
mediado por PH-20, que, como se ha comentado previamente, aumenta los niveles
de calcio intracelular (67). Por otra parte, extracto de cimulo induce la reaccion
acrosdmica espontanea. Las moléculas implicadas en este hecho no se conocen
aun, aunque podria ser asi mismo la progesterona, ya que las CC producen pro-

gesterona, la cual induce la reaccion acrosdémica.
Reaccion acrosomica y penetracion en el cumulo

Generalmente se ha asumido, al menos en el raton, que ha sido la especie mas es-
tudiada a este respecto, que la reaccion acrosomica (RA) tiene lugar en la superficie
de la zona pelucida (ZP). Aunque se sabe que, ademas del raton, los espermato-
zoides de varias especies son capaces de sufrir la RA en la superficie de la ZP, se

ha publicado por diversos investigadores la presencia de espermatozoides méviles
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dentro del cumulo en varios estadios de RA (71, 72). Esto ha promovido el analisis
de cuando realmente se produce la misma, si antes o después de la unién a la ZP.
Los puntos clave para sostener la teoria de que se produce cuando hay contacto con
la ZP son: i) los espermatozoides con el acrosoma intacto se unen a la ZP; ii) una
glicoproteina de la ZP, la ZP3, puede desencadenar la RA; iii) la poblacion de es-
permatozoides reaccionados en la superficie de la ZP aumenta con el tiempo (71,73).
Sin embargo, experimentos realizados con espermatozoides expresando EGFP de
ratones transgénicos, han fallado en detectar AR en la ZP de ovocitos decumulados
(74). De acuerdo con Gahlay (75), la ZP de ratones transgénicos eran incapaces
de inducir RA, aunque los ovocitos de estos ratones podian seguir fertilizandose,
sugiriendo que la AR ocurre durante el paso de los espermatozoides a la zona, o
antes de alcanzarla. Estos descubrimientos sugieren que el dogma de que la RA
ocurre en la ZP, requiere una seria reconsideracion.

La Fecundacion in vitro e in vivo es posible sin las células del cumulo. Sin em-
bargo, el cumulo parece ser esencial para la fecundacion. En opinion de Toyoda y
col. (76), la tasa de fecundacion de los ovocitos decumulados in vitro es mas bien
erratica, mientras que aquellos ovocitos rodeados de la matriz del cimulo son mas
consistentes. Aunque la ZP, en particular su componente, la ZP3, es capaz de in-
ducir la RA bajo condiciones experimentales (72,73), los componentes del ciimulo
tienen la capacidad de inducir la RA o al menos de iniciarla (77). La matriz del
cumulo, como hemos visto anteriormente, también es importante para seleccionar
espermatozoides competentes para la fecundacion (78).

Jiny col. (79), en un reciente experimento con espermatozoides de raton transge-
nico, han demostrado que los espermatozoides que tenian acrosomas intactos,
cuando contactaban con ZP al azar, pasaban a través de ella, mientras aquellos que
comenzaban la RA (pérdida de EGFP acrosomal) antes de contactar con la ZP, no
podian hacerlo . Esto implica que la relevancia fisiologica de la RA comienza antes
de que los espermatozoides contacten con la ZP, y que esto es mas la excepcion
que la regla.

Sin embargo, queda aun por confirmar, que factores del cumulo son los que indu-

cen la reaccion acrosomica.
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Papel de las células del camulo en los fallos de fecundacion

La matriz extracelular de las células del cimulo esta formada principalmente por
glicosaminoglicano, hialuronato, que forma una red interconectada con varias pro-
teinas y proteoglicanos (17). La formacion de esta matriz resulta en el fendémeno
conocido como expansion del cimulo o mucificacion.

Datos de estudios animales indican que el ovocito secreta factores paracrinos que
pueden regular la diferenciacion y expansion de las células del camulo (1). Esta
expansion parece ser debida al incremento de la sintesis de hialuronato, posible-
mente a través de la secrecion del ovocito de factores de diferenciacion como GDF-
9, (9), proteina BMP-15 (10) y otros activadores de la sefial SAD 2/3 (18).
Adicionalmente, la proteina BMP-15 secretada por el ciimulo, previene la apop-
tosis (21).

Un aumento de la apoptosis de las células del camulo esta relacionado con una
baja tasa de fecundacion en el proceso de FIV (80). Ademas, los ovocitos pueden
dirigir directamente la actividad estereidogénica y el metabolismo del caimulo (81).
La funcion de direccion del ovocito sobre las células del camulo parece ser debida,
en parte, via regulacion de los niveles de células del camulo transcritas (82). Asi,
las células del camulo pueden reflejar la salud del ovocito. Asi mismo, existen
datos de que las células del cimulo pueden ser predictores validos de la capacidad
de fecundacion y competencia de desarrollo del ovocito (83).

De esta forma, aunque las células del camulo puedan tener una apariencia normal,
una maduracion alterada de las mismas puede ocasionar una secrecion anormal de
factores ovocitarios tales como GDF-9 o BMP-15, esenciales para un adecuado
crecimiento y funcion de las células del caimulo. Este medio ambiente del cimulo
alterado, tiene el potencial, no solo de impedir el paso del espermatozoide, sino
comprometer procesos que estan asociados con este transito para lograr la fecun-
dacidn, tales como la capacitacion, o la reaccion acrosomica (84).

Aunque pudiera pensarse que procedimientos tales como la ICSI, en el cual pre-
viamente se han decumulado los ovocitos, evitan este problema, parece ser que
los defectos persisten en el origen, y son responsables de determinados fallos de

fecundacion (21).
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