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Utilidad de las lectinas en el estudio de espermatozoides

Utility of lectins in sperm cells
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Resumen

El proceso de fecundacion puede definirse como una secuencia de acontecimientos moleculares coor-
dinados que consiste en la penetracion y fusion de un espermatozoide con un ovocito, y finaliza con la
primeradivision normal del cigoto. Aunque hace ya mu cho tiempo que se describio al espermatozoide
como el agente fecundante, los conocimientos acerca de los receptores que intervienen en el reconoci-
miento especie-especifico entre ambos gametos atin no se conocen con claridad. Las lectinas son unas
moléculas que gracias a su exquisita selectividad para unirse a determinadas secuencias oligosacari-
dicas pueden ser de gran utilidad para darnos una mayor info rmacion acerca de los receptores esper-
mdticos que intervienen en la fecundacion. Los estudios que se han hecho hasta ahora con lectinas,
tanto en animales como en humanos, han permitido observar que hay una reestructuracon de gluco-
proteinas desde la espermat ogénesis hasta el momento de la fecundacion, asi como también, han per-
mitido identificar determinadas secuencias oligosacaridicas que juegan un importante papel en dicho
proceso. Del mismo modo se han utilizado para evaluar el estado del acrosoma y estudiar el estado
funcional de la poblacion espermdtica. El uso de las lectinas en futuros estudios nos va a facilitar una
mayor comprension acerca de lafisiologa de la interaccion entre espermatozoide y ovocito, y a su
vez, nos va a permitir elab o rar nu evos ensayos diagndsticos y aportar nu evas soluciones en el trata-
miento de la infe rtilidad masculina.

Palabras clave: Lectina. Glucoproteina.

Summary

Fentilization can be defined as a highly coordinated molecular sequence that consist in the penetra-
tion and fusion of an sperm cell and and egg, and ended with the first normal division of the zygote.
Although there have been a long time since sperm was identified as the fe rtilizing agent, our unders-
tanding about the receptorsinvolved in the species-specific re c ognition between both gametes is limi-
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ted. Lectins are molecules that have an exquisite selectivity to bind definite oligosaccharidic sequen-
ces so they can be of gre at utility in giving us more information about the sperm receptors involved in
fentilization. Studies with lectins that have been done up to now, both animals and humans, have allow
us to observe that there is a glicoprotein reestructurdion from spermat ogenesis to fertilization, as
well as have let us identify definite oligosaccharidics sequences that plays an important rol in the

ab ove mentioned process. In the same way they have been used to evaluate the acrosomal status and
to study the functional status of the sperm population. The use of lectins in further studies is going to
make us the understanding of the interaction between sperm and egg physiology easier, and at the sa-
me time, they will allow us to develop new diagnostic assays and to contribute with new solutions to

the treatment of male inferntility.

Key words: Lectin. Glucoprotein.

INTRODUCCION

La fecundacién es un proceso altamente especiali-
zado que implica una secuencia coordinada de interac-
ciones celulares entre los gametos masculino y femeni-
no con el fin de formar un cigoto diploide y dar lugar a
un nuevo individuo (1). Aunque hace ya aproximada
mente 200 afios desde que se identificé al espermato-
zoide como el agente fecundante del semen, nuestro
conocimiento de los mecanismos moleculares implica-
dos en la fecundacién es limitado. El primer paso en el
proceso de fecundacidn es el reconocimiento especie-
especifico entre el espermatozoide y el ovocito. Los re-
ceptores de ambos gametos implicados en esta interac-
cién aun no han sido claramente identificados (2).

Las células germinales masculinas sufren procesos
de divisioén, diferenciacidon y maduracion intratesticu-
lar dependientes de las células de Sertoli. Una vez
han sido liberados a la luz del tdbulo seminifero pa-
san por la rete testis al epididimo donde sufrirdn una
serie de cambios conocidos como maduracién esper-
madtica. Durante su trdnsito por el epididimo, el esper-
matozoide sufre una glicosilacién activa de lipidos y
proteinas de la membrana plasmadtica, llevada a cabo
por galactosiltransferasas y sialiltransferasas presen-
tes en el fluido epididimario. También tiene lugar una
pérdida y ganancia de nuevas glucoproteinas segrega-
das en el epitelio del epididimo que dotan al esperm a-
tozoide de capacidad fecundante y confieren estabili-
dad a su membrana plasmatica, previniendo una
prematura capacitacién o reaccién acrosémica (3).
Algunas de las proteinas adquiridas se sospecha que
son factores descapacitantes (4). La maduracién la
completan en el resto del transito a medida que inte-
ractdan con las secreciones de las vesiculas seminales
y de la préstata.

Una vez los espermatozoides se encuentran en el
tracto genital femenino, sufren un proceso denomina-

do capacitacion que se define como una serie de cam-
bios complejos a nivel estructural y funcional, que ha
de sufrir el espermatozoide para estar en condiciones
de fecundar al ovocito. Entre estos cambios se en-
cuentran la pérdida de factores descapacitantes, el au-
mento de la concentracién de calcio intracelular, la
adquisicién de hipermotilidad, la modificacién de la
superficie del espermatozoide facilitada por la ultra-
estructura del moco cervical y sus enzimas y la pérdi-
da de colesterol por parte de la membrana del esper-
matozoide (5). Los factores descapacitantes suelen
actuar como anclajes para determinadas glucoprotei-
nas, por lo que su pérdida supone una mayor libertad
de movimiento por parte de dichas glucoproteinas. Lo
mismo ocurre con la disminucién del colesterol pre-
sente en la membrana, gran parte del cual se queda en
el moco cervical. Al disminuir el contenido de éste,
aumenta la proporcién de fosfolipidos anidnicos, lo
que dota de una mayor fluidez a la membrana plas-
madtica y facilita la redistribwcién de las glucoprotei-
nas, adquiriendo la conformacién de ‘llave’ que es la
que va a interaccionar con la zona pelicida (ZP) du-
rante el reconocimiento especie especifico entre el
gameto masculino y femenino y que por tanto va a
permitir que tengan lugar las posteriores etapas de la
interaccién entre espermatozoide y ovocito, como son
la reaccién acrosémica, la penetracién de la zona pe-
licida y la unién y posterior fusién de las membranas
de ambos gametos (6). Es aqui donde las lectinas co-
bran importancia ya que son las moléculas que nos
van a permitir identificar y estudiar la redistribucién
de las glucoproteinas de la membrana espermadtica
desde la espermatogénesis hasta la fecundacion.

LECTINAS

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de ori-
gen no inmune capaces de aglutinar células y de enla-
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zarse de forma especifica y reversible a carbohidra-
tos, ya sean libres o que formen parte de estructuras
mds complejas. Por tanto, van a ser capaces de reco-
nocer de forma selectiva determinadas secuencias oli-
gosacaridicas que forman parte de las glucoproteinas
de la membrana de los espermatozoides y que, poten-
cialmente, van a intervenir en el reconocimiento pri-
mario del ovocito.

Estas proteinas, privadas de actividad enzimética,
contienen al menos dos sitios de unién, de ahi que
puedan enlazarse en primer lugar a un azicar especi-
fico y en forma secundaria a una molécula glicosila-
da. Su exquisita selectividad las convierte en valiosas
herramientas bioquimicas (7, 8).

Localizacion

Se encuentran presentes en toda la escala evoluti-
va (animales, plantas, hongos, micro organismos y vi-
rus), lo cual refleja su participacidn decisiva en acti-
vidades celulares muy diversas.

En el Reino Animal se encuentran contenidas en
la hemolinfa, membranas celulares y érganos sexua-
les. Intervienen en numerosos procesos intra e inter-
celulares, tanto fisioldgicos como patolégicos.
Ejemplos de los pimeros son el reconocimiento entre
el espermatozoide y el 6vulo durante la fecundacion,
adhesion entre células y célula-matriz extracelular en
la embriogénesis y el desarrollo, diferenciacién y
proliferacion celular. También intervienen en la infl a-
macioén, transformacién maligna y metdstasis.

En el Reino Vegetal se localizan en cotiledones y
endospermos de las semillas. No se conoce con exac-
titud la funcidén bioldgica de las lectinas vegetales, no
obstante, la presencia de lectinas en raices asociadas
a lugares de nodulacién de bacterias fijadoras de ni-
trégeno, sugiere una funcién simbidtica. También
existen indicios de la toxicidad de algunas lectinas
para determinados insectos fit6fagos (8).

En cuanto a los microorganismos, se encuentran
contenidas en la membrana y en el citosol y sus fun-
ciones bdsicas son las de unién de bacterias, virus y
toxinas a la superficie celular. Numerosos agentes pa-
tégenos se sirven de lectinas de unidn a glicanos para
el anclaje a la superficie celular que precede a la in-
feccion.

Estructura

Estdn compuestas por una cadena polipeptidica a
la que pueden estar unidos uno o mas residuos oligo-
sacaridicos entre los cudles suelen estar los siguien-
tes: D- manosa, D-galactosa, L-fucosa, N-acetil-D-glu-

cosamina, N-acetil-D-galactosamina, dcido sidlico,
glucosamina ygalactosamina.

Aplicaciones

Las lectinas se consideran armas valiosas en el
campo de la Genética, la Biomedicina y la Inmuno-
logfa. Su utilidad estd basada en la propiedad que tie-
nen de combinarse con varios tipos de glicoconjuga-
dos presentes en las superficies celulares y fluidos
corporales. Se utilizan principalmente para:

— Tipificacién de grupos sanguineos; la mayoria
de las lectinas aglutinan eritrocitos de todos los gru-
pos sanguineos, actuando a la misma dilucién y por
tanto no son especificas de grupo. Las especificas
aglutinan eritrocitos humanos preferentemente de un
determinado grupo sanguineo. Esta especificidad per-
mite usar a las lectinas como reactivo de tipificacion
de grupos sanguineos (9).

— Estudio de la estructura de las membranas; las
lectinas se utilizan como marcadores para emplearlos
en técnicas histoquimicas y en la microscopia electro-
nica para estudiar la estructura y funcién de la mem-
brana plasmadtica. Generalmente se utilizan lectinas
conjugadas con marcadores fluorescentes, como la
biotina (7). También se utilizan para la purificacion
de polisacéridos, glicoproteinas y glicolipidos.

— Deteccidn de transformaciones malignas; a tra-
vés de la aglutinacidn preferencial que muestran las
lectinas con células transformadas (7). Un ejemplo de
esta actividad es la lectina de la leguminosa Vicia vi -
llosa y de la labiada Salvia sclarea. Estas lectinas re-
conocen selectivamente a un antigeno que se esconde
en la estrucutura de la membrana plasmaética de célu-
las humanas normales, pero que se encuentra expues-
to en la superficie celular del noventa por ciento de
los carcinomas humanos. La elevada especificidad
por este marcador de carcinomas hace que las lectinas
en cuestion sean herramientas bioquimicas ttiles para
la deteccién precoz de tumores humanos (8).

— Medicamentos para prevenir metdstasis; las pro-
piedades citotdxicas de algunas lectinas como la
Ricina y la Abrina podrian ser de utilidad como armas
terapéuticas en el tratamiento del cdncer humano (7).

— Estudio y mayor compresion de la fisiologias de
la interaccién entre espermatozoide y ovocito.

En generl, gracias a su exquisita selectividad, las
lectinas son las encargadas de descifrar los cddigos
relativos a los glicidos, lo cual, si atendemos al enor-
me potencial codificador de informacién de las es-
tructuras de los glicanos, superior al de proteinas, 4ci-
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dos nucleicos y otra moléculas, les hace cobrar una
gran importancia (1). Este potencial tiene su explica
cién en la posibilidad que tienen las unidades estru c-
turales de los carbohidratos de engarzarse entre si en
varios puntos y de varias formas, si tenemos en cuen-
ta la isomeria o/. Los aminodcidos de las proteinas y
los nucleotidos de los acidos nucleicos se limitan, en
cambio, a generar estructuras lineales, lo que restrin-

— También permiten evaluar el estado del acroso-
ma de una poblacién espermdtica y ver el pocentaje
de espermatozoides que sufren una reaccién acrosé-
mica prematura (23-25).

— Finalmente, pueden ser utilizadas como marc a-
dores para evaluar la morfologia espermitica (26).

Las principales lectinas utilizadas en estudios de
reproduccidn asistida son las siguientes: Tabla 1.

Tabla 1

Las principales lectinas utilizadas en estudios de reproduccion asistida
Lectina Localizacién Secuencia oligosacaridica reconocida
Con A Cannavalia enzyformis a-D-glucosa y a-D-manosa
WGA Triricum vulgarns N-acetilglucosamina y 4c. sidlico
PNA Arachis hypogaea 3-galactosa
SBA Soja N-acetil-D-galactosamina
DBA Dolichos bifloms Metil-2-acetamina-2-desoxi-D-galactosa
PSA Pisum sativum Residuos de manosa
AAA Anguilla anguilla Restos de fucosa
LEA Licopersicum esculentum N-acetil-lactosamina
TPA Tetragonolobws purpureus Residuos de fucosa
UEA-1 Ulex Europaeus Antigeno fucosilado H

ge su diversidad. La capacidad de crear un repertorio
amplio de isémeros a partir de unos pocos aziicares
sencillos es la que convierte a los polisacaridos en las
moléculas de reconocimiento por excelencia (8).

Aplicaciones en el campo de la reproduccion asistida
Las lectinas pueden emplearse en los siguientes casos:

— Para estudiar la redistribucién que sufren las
glucopmoteinas de la membrana plasmaética del esper-
matozoide, gracias a su capacidad de unirse selectiva-
mente a determinadas secuencias oligosacaridicas
(10). Esta propiedad ha permitido observar las cam-
bios que sufre la superficie de la membrana esperm 4-
tica durante la maduracién epididimarm en los esper-
matozoides de diversos mamiferos incluyendo el
cordero(11), larata (12, 13), el conejo (14, 15), el mono
(16), el cerdo (17), el perro (3) y el ratén (18). También
ha revelado cambios durante la capacitacién en el
mono (16), en el ratén (19), en el cerdo (20) y en hu-
manos (21).

— Su patron representativo de marcaje puede ser Util
a la hora de estudiar el estado funcional de la poblacién
espermdtica y de predecir su valor fecundante (22).

Estudios en animales

En 1996 Navaneetham D. y colaboradores realiza-
ron un estudio en el que utilizaron tres lectinas (Con
A, PNA y WGA) para marcar espermatozoides de
mono procedentes del epididimo, de eyaculado y tras
capacitacién. Como resultado observaron diversos
cambios en la distri bucién de las glucoproteinas (GP)
de la superficie espermadtica durante la maduracién
espermitica y la capacitacion (16).

Un afio més tard e, Nishikimi y colaboradores utili-
zaron la lectina Con A para evaluar el estado funcio-
nal del acrosoma en espermatozoides de vacunos, ya
que dicha lectina presenta distintos patrones de mar-
caje en espermatozoides que han sufrido la reaccién
acrosémica (RA) y en los que no (25).

En 2002 Kawakami y colaboradores realizaron un
estudio en el que utilizaron 6 lectinas diferentes (Con
A, DBA, PNA, PSA, SBA, y WGA) para marcar la
superficie de los espermatozoides de distintas partes
del epididimo de perros y de esta forma observar si
existian diferencias en los patrones de marcaje duran-
te el trdnsito por el epididimo. Observaron que los es-
permatozoides procedentes de testiculo presentaban
fluorescencia para las lectinas DBA, PNA, PSA y

260 - Utilidad de las lectinas en el estudio de espermatozoides

Vol. 25- n°4 - Julio-Agato 2008



WGA, pero no para Con A 'y SBA. Por lo tanto, la su-
perficie de los espermatozoides de testiculo de perro
se encuentra cubierta por una GP compuesta por me-
til-2-acetamida-2-deoxi-D-gdactosa, que es el sacdri-
do al que se une la lectina DBA y el cual no estd pre-
sente en la superficie de espermatozoides de testiculo
humano, los cudles no presentan fluorescencia para
D BA aunque si para SBA (26). Los espermatozoides
procedentes de la cabeza del epididimo presentaban
fluorescencia para todas las lectinas estudiadas menos
para Con A y los procedentes del cuerpo del epididi-
mo presentalan fluorescencia para todos las lectinas.
Esto indicaba que, durante el transito por el epididi-
mo, glucoproteinas compuestas por N-acetyl-D-ga-
lactosamina, que es el sacérido al que se une la lecti-
na SBA, y por a-manosa, que es el sacdrido al que se
une la lectina Con A, eran secretadas por el epitelio
de la cabeza del epididimo y del cuerpo del epididi-
mo, respectivamente, y cubrian la superficie del es-
permatozoide.

En cuanto a la cola del epididimo, observaron que
los espermatozoides procedentes de este segmento no
presentaban fluorescencia para las lectinas DBA ni
SBA, lo que parecia indicar que se trataba de factores
descapacitantes que eran eliminados por enzimas pre-
sentes en el fluido epididimario, durante el transito
entre el cuerpo y la cola del epididimo, lo cual dotaba
al espermatozoide de un movimiento activo y de ca-
pacidad fecundante. Esta hipotesis fue corroborada
cuando se observd que espermatozoides lavados pro-
cedentes del cuerpo del epididimo tampoco presenta-
banfluorescencia para DBA ni SBA.

La capacidad fecundante medida para espermato-
zoides del cuerpo y de la cola del epididimo mostraba
valores mayores de fertilidad en espermatozoides de
la cola del epididimo que en espermatozoides proce-
dentes del cuerpo.

Estas observaciones confirmaban que durante el
transito por el epididimo existe una activa adicién y
eliminacién de glucoproteinas en la membrana del es-
permatozoide encaminada hacia la maduracién y la
adquisicion de capacidad fecundante (3).

En la rata (28) y en el cerdo (29, 30) también se
ha observado una disminucién en el contenido de glu-
coproteinas, a lo largo del transito por el epididimo,
asociada con la maduracién espematica.

Jiménez 1. y colaboradores realizaron ,en el afio
2003, un estudio con espermatozoides de cerdo en el
que utilizaron tres lectinas (WGA, Con A y UEA) pa-
ra observar si existian distintos patrones de marcaje
en espermatozoides eyaculados, capacitados y tras su-
frir la RA. En espermatozoides eyaculados se observo
fluorescencia para WGA tanto en la cabeza como en

la cola, pero ésta descendia en espermatozoides cap a-
citados y lo hacia aun mds en aquellos que habian su-
frido la RA. La Con A se unia homogéneamente a la
muestra de espermatozoides en fresco tanto en la ca-
beza como en la pieza intermedia, y la fluorescencia
se incrementaba en espermatozoides capacitados,
principalmente en la regién intermedia. En esperma-
tozoides que habian sufrido la RA, la fluorescencia se
concentraba en el borde de la regién acrosomal. En
cuanto a la lectina UEA, no mostr$ variaciones signi-
ficativas en ninguna de las tres nuestras (20).

Estas observaciones seguian confirmando que
existia, esta vez en cerdos, una reorganizacién de las
GP de la membrana del espermatozoide necesaria pa-
ra que la fecundacidn in vivo se lleve a cabo.

Estos resultados también pueden ttiles como indi-
cadores de la capacidad fecundante del esperma de
cerdos, lo cual puede resultar de muy valiosa utilidad
en granjas. Asf lo indica el mismo grupo de investiga-
cién en otro estudio en el que utilizando las mismas
lectinas y midiendo los mismos pardmetros en cerdos
fértiles y subfértiles, observaron que la fluorescencia
emitida por el complejo FITC-WGA era sensible-
mente menor en espermatozoides en fresco, capacita-
dos y tras la reaccion acrosémica de cerdos subférti-
les que de aquellos que tenian una fertilidad probada.
La lectina UEA aumentaba su unién a la superficie
espermdtica s6lo en espermatozoides capacitados de
cerdos subfértiles. Por el contrario la lectina Con A
no mostraba diferencias significativas entre fértiles y
subfértiles (31).

En 2004, de nuevo K anwakami y colaboradores uti-
lizaron 7 lectinas diferentes (Con A, DBA, GS-1,
PHA-E, PSA, UEA-1, WGA) para observar posibles
cambios en el patrén de marcaje en espermatozoides
de la cola del epididimo, eyaculado y capacitado en
perros. Los resultados ammojaron a la luz que la dnica
lectina que marcaba los espermatozoides procedentes
de eyaculado, pero no los de la cola del epididimo era
la PHA-E. Sin embargo la fluorescencia de esta lecti-
na tras la capacitacion descendia considerablemente.
Los autores concluyeron que el monosacarido N-ace-
tilgalactosamina, que es al que se une especificamen-
te la lectina PHA-E, era un factor descapacitante se-
cretado por la préstata y cuya pérdida causaba un
influjo en calcio al interior del citoplasma del esper-
matozoide, induciendo de esta forma el proceso de la
capacitacion (32).

También en 2004 Sarah S. Baker y colaboradores
realizaron un estudio en el que utilizaron 8 lectinas
diferentes (LEA, PSA, PNA, AAA, UEA-1, WGA,
STA y TPA) con el objeto de identificar cambios en
la localizacién de GP en espermatozoides de ratén
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como consecuencia de la capacitacidon. De las ocho
lectinas estudiadas, siete mostraron diferentes patro-
nes de marcaje en la superficie de la cabeza esperm &-
tica tras sufrir la capacitacion. Estas diferencias en
los patrones de marcaje entre espermatozoides cap a-
citados y no capacitados mostraba la existencia de
una redistribucién de GP en la membrana de esper-
matozoides de ratén como consecuencia de la capaci-
tacion (19). Dicha redistri bucién es vital para que el
espermatozoide pueda interaccionar correctamente
con la zona pelucida del ovocito y, por lo tanto, para
que el proceso de la fecundacién se lleve a cabo de
una forma exitosa.

Estudios en humanos

En 1993 Benoff S. y colaboradores, observaron
que espermatozoides en fresco procedentes de eyacu-
lado no presentaban receptores de manosa. Sin em-
bargo éstos si se encontraban presentes en la superfi-
cie espermdtica tras la capacitacidn, lo que parecia
demostrar que en espermatozoides no capacitados es-
tos receptores se encuentran internalizados en la
membrana del espermatozoide y sin posibilidad de
ser expuestos al exterior debido a que el elevado nivel
de colesterol en la membrana impide su novimiento.
En cambio, tras la capacitacion, al incrementarse el
cociente fosfolipidos anidnicos/colesterol los recepto-
res de manosa gozan de mayor libertad para redistri-
buirse y orientarse hacia el exterior de la membrana,
quedando asi expuestos para el reconocimiento inicial
de la ZP (33-35).

Del mismo modo, Lassalle y Testart, un afio mas
tarde, observaron que durante la maduracién en el
epididimo y la capacitacién de espermatozoides hu-
manos, el marcaje en la cabeza del espermatozoide
con la lectina con A disminuia, a la vez que aumenta-
ba el marcaje con WGA. Estos cambios estaban rela-
cionados con la adquisicion de la habilidad para unir-
se alaZP (36).

Otros de los estudios realizados han ido encamina-
dos a demostrar que la unién de lectinas a esperm at o-
zoides humanos se encuentra alterada en pacientes in-
fértiles (37, 38). Por ejemplo, se ha comprobado que la
baja expresion de receptores para WGA supone una
causa de infertilidad masculina (39, 40), por lo que los
receptores de WGA (N-acetilglucosamina y/o 4cido
sidlico) deben jugar un importante papel en el proceso
de fecundacién. Asi mismo, también se ha comprobado
que el aumento del grado de teratozoospemia es pro-
porcional a la disminucién del marcaje con WGA (41).

Este dltimo grupo de investigacién realizd, en la
década de los noventa, dos estudios utilizando lecti-

nas. En el pimero de ellos, realizado en 1995, se pre-
tendia determinar el significado clinico de los distin-
tos patrones de marcaje observados en espermatozoi-
des humanos al ser incubados con la lectina WGA.
Asociaron el estudio a un programa de fecundacién in
vitro de forma que los porcentajes de fecundacién
eran expresados como el porcentaje de ovocitos en
MII que eran fecundados con éxito. Observaron que
los espermatozoides humanos capacitados in vitro pa-
ra su uso en un programa de FIV mostraban distintos
patrones de marcaje con la lectina WGA correlacio-
nados con las tasas de fecundacién. Las muestras en
las que el marcaje de la region acrosomal con la lecti-
na WGA era menor al 35% se correspondia con tasas
de fecundacidn inferiores al 50%, mientras que aque-
llas muestras en las que la regién acrosomal era mar-
cada en un porcentaje mayor al 35% se comrelaciona
ba con tasas de fecundacidn iguales o mayores al
50% (22). De esta forma mostraron el posible valor
diagnéstico del uso de ensayos con WGA, asociados
a programas de FIV, para evaluar la capacidad fecun-
dante de lamuestra seminal.

En 1997 realizaron un nuevo estudio, en el que
observaron la unién de espermatozoides humanos a
microgotas de agarosa cubiertas con lectinas (simu-
lando de esta forma la unién entre espermatozoide y
zona peldcida). Observaron que el tinico ensayo que
presentaba valores predictivos, al compararlos con
las tasas de fecundacion, era la unién de espermato-
zoides a microgotas de agarosa cubiertas de la lectina
WGA, lo cual indicaba, de nuevo, que los residuos
sacaridicos N-acetil-D-glucosamina y 4c. sidlico es-
taban presentes en la unidn entre espermatozoide y
zona pelicida y daba pie a la creaciéon de un nuevo
ensayo diagndstico que evaluase la capacidad de los
espermatozoides para unirse a la zona pelicida del
ovocito (42).

También se han realizado estudios para evaluar el
estado del acrosoma en espermatozoides humanos.
Mortimer D. y colaboradores utilizaron la lectina PNA
(conjugada con un fluorocromo) combinada con un
test de vitalidad (Hoechst 33258) para estudiar el esta-
do acrosomal conjuntamente con la viabilidad de es-
permatozoides humanos. Los distintos patrones de
marcaje de la lectina PNA mostraban el estado de la
membrana acrosomal y el test de vitalidad indicaba si
se trat aba de una RA prematura (esperm at o zoide vivo)
o si bien se podia deber a un deterioro en la estructura
de las membranas (espermatozoide muerto) (43).

La integridad de la funcién acrosomal parece ser
de vital importancia para la fecundacién, ya que los
espermatozoides que carecen de €l son incapaces de
dar lugar a fecundacién, y ademds se ha descrito que
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un elevado porcentaje de acrosomas morfolégicamen-
te anormales esta relacionado con fallos en FIV (44).

Una RA prematuray la incapacidad del esperm a-
tozoide para llevar a cabo la RA ante estimulos ap ro-
piados se pueden encontrar asociados con infertilidad
masculina de origen idiopético (45). Por lo tanto, la
importancia de los estudios en este campo radica en
la cantidad de aspectos relevantes que pueden ser
examinados estudiando la membrana acrosomal y la
reaccion acrosdmica, tales como la capacidad fecun-
dante de los espermatozoides, la explicacién para de-
terminados casos de infertilidad masculina de origen
idiopético y la posibilidad de desarrollar anticoncep-
tivos masculinos basados en anticuerpos que reconoz-
can especificamente determinadas GP de la membra-
na acrosomal externa interfiriendo asi en la reaccién
acrosémica (47).

Las lectinas también se han utilizado para elaborar
un mapa de sus sitios de unién en células espermato-
génicas de testiculo humano y en espermatozoides
humanos, lo que ha permitido observar que la distri-
bucién de los gliconjugados de las células espermato-
génicas varia durante la diferenciacién y maduracién
espermadticas (47). También se han realizado estudios
encaminados a elaborar un mapa completo de la dis-
tribucién de los oligosacdridos que forman parte de
las glucoproteinas en testiculos humanos de adultos
(48) y de recién nacidos (49). La tinica diferencia que
se observd fue que el marcaje de las células de
Leydig con SBA y de las espermatogonias con DBA
era indicativo de que pertenecian a un recién nacido
ya que este patrén de marcaje no se observa en adul-
tos. La células de Sertoli mostraron el mismo patrén
de marcaje tanto en adultos como en recién nacidos,
lo que indicaba que ambos mostraban los mismos re-
siduos olignsacaridicos.

Otro de los estudios en los que se utilizaron las
lectinas para visualizar cambios en los residuos oligo-
sacaridicos presentes en los testiculos fue el que, en
2004, realizaron Gheri G. y colaboradores, en el cual
utilizaron siete lectinas para observar las diferencias
que existian entre los testiculos descendidos y los no
descendidos en un varén prepuberal de ocho aflos. Se
observé que residuos de D-galactosa-N-acetil-D-ga-
lactosamina y a-L-fucosa presentes en el citoplasma
de las células de Sertoli de testiculos descendidos, no
estaban presentes en testiculos no descendidos. Las
células de Leydig de testiculos descendidos presenta-
ban residuos de N-acetil-D-glucosamina, ausentes en
las células de Leydig de testiculos criptorquidicos.
También se observaron diferencias en la composicion
de azicares de la ldmina propia de los tibulos semi-
niferos (50).

Existen ademds una serie de estudios experimenta-
les, aun no publicados, en los que se estd trabajando
con nuestras espermdticas humanas de pacientes nor-
mo, asteno y teratozoospérmicos. Estos estudios van
encaminados a comprobar si existen dife rencias en el
p atrén de GP de las distintas muestrs antes y después
de ser capacitadas in vitro y una vez se obtengan los
resultados se comparardn con las muestras normozo-
ospérmicas para observar posibles divergencias. Para
ello se fijan las nuestras y son sometidas a técnicas de
inmunocitoquimica indirecta mediante la cual se mar-
can con las correspondientes lectinas. Hasta ahora se
han observado cambios en el patrén de marcaje con
lectinas entre las nuestras en fresco y tras capacitado
de cada una de las poblaciones. Todo apunta a que se
podran observar diferencias entre el glicocdlix que
presentan los espermatozoides de pacientes norm o zo-
ospémmicos y el que presentan aquellos con algin pa-
rametro seminal alterado y de esta forma evaluar si di-
chos pacientes presentan asociadas alteraciones en los
patrones de distri bucién de glicoproteinas de la mem-
brana espermética que pudiesen afectar a la interac-
cidn entre esperm at o zoide y ovocito.

CONCLUSIONES

La estructura conservada y la composiciéon simple
de la zona peliicida de mamiferos ha facilitado la
identificacién de los componentes superficiales que
interaccionan con el espermatozoide. Por el contrario,
se ha confirmado que los receptores espermdticos pa-
ra la zona peliicida no se han conservado a lo largo de
la evolucidn, y dicha variacién ha conllevado a la es-
peciacién (51). La complejidad de los patrones de ex-
presion de las proteinas en la superficie de la mem-
brana espermdtica (52), la especificidad con la que
las proteinas espermadticas se expresan en determina-
das regiones (53) y las dificultades a la hora de aislar
fragmentos de la membrana plasmadtica libres de con-
taminacién citoplasmatica hacen que la identificacion
de las proteinas espermaticas que interactian con la
ZP sea una tarea muy complicada.

A pesar de ello, hasta ahora se han descrito mds de
veinte proteinas de la superficie espermdtica implica-
das en la interaccidn inicial entre espermatozoide y
ovocito. El reconocimiento especie-especifico entre
gametos no es producto de la accién de una unica pro-
teina, sino que hay varias implicadas endichoproceso.

El método mds conveniente para identificar estas
GP espermiticas es a través de la unién especifica de
lectinas, gracias a las cudles se ha podido observar los
continuos cambios y redistribuciones que sufre la
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membrana espermdtica desde la espermatogénesis
hasta la fecundacion del gameto femenino. Los resul-
tados obtenidos a través de los estudios realizados
con lectinas han de ser interpretados con cautela. En
primer lugar, hay que tener en cuenta que la especifi-
cidad de las lectinas depende de las condiciones en
las que se realice la técnica, tales como, el proceso de
fijacion, temperatura y concentracion de ligandos. En
segundo lugar, el método que se utilice para procesar
el semen también puede falsear los resultados obteni-
dos. Por ultimo, también hay que tener en cuenta la
presencia de glicolipidos en la membrana espemmati-
ca, lo que implica que las secuencias oligosacaridicas
de las GP no son las tinicas que reconocen especifica-
mente las lectinas.

APLICACIONES CLINICAS

Considerando la relevancia que tienen los pasos
iniciales de la interaccién entre espermatozoide y
ovocito en el proceso de la fecundacion, la informa-
cién aportada por los estudios realizados con lectinas
resulta de vital importancia para entender el mecanis-
mo de la fecundacidén. Ademads, estos estudios pueden
contribuir a:

- El desarrollo de nuevos ensayos diagndsticos
que permitan conocer la capacidad fecundante del se-
men antes de iniciar un ciclo de reproduccién asisti-
da, lo que orientaria a los clinicos al indicar el tipo de
técnica de reproduccion asistida a la que se deben so-
meter los pacientes.

- La ayuda en el tratamiento de la infertilidad
masculina, aportando nuevas soluciones.

- El desarrollo de nuevos métodos anticoncepti-
vos, utilizando moléculas en forma de antigenos que
bloqueen determinadas GP esenciales en el reconoci
miento especie-especifico entre gametos, lo que im-
pediria la unién entre espermatozoide y ovocito y por
tanto, en dltimo término, la fecundacién.

Del mismo modo, también seria interesante la rea-
lizacién de estudios con lectinas en nuestras semina-
les que no han dado lugar a fecundacién tras un ciclo
de FIV, lo cual podria poporcionamos el motivo por
el que dicho semen carece de capacidadfecundante.
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