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Resumen
La acrosina, es uno de los componentes principales del acrosoma, presenta actividad similar a la 
tripsina, y es liberado luego de la reacción acrosómica (RA). El objetivo del presente trabajo fue 
estudiar la inducción de la RA en espermatozoides de ratón con zonas pelúcidas homólogas y 
heterólogas. Espermatozoides de ratón capacitados por 2 horas en medio IVF suplementado con 
albúmina, heparina y suero sintético a 37 ºC y 5% CO2 fueron incubados en ausencia de Zona 
Pelucida (ZP) o en presencia de solubilizados de ZP aisladas de ratón (0,78 mg/ml) y alpaca (0,78 
mg/ml y 2,35 mg/ml). La RA se evaluó mediante inmunocitoquímica con anticuerpo monoclonal 
anti-acrosina humana C5F10 a intervalos de 1 hora durante 4 horas. Los resultados obtenidos en 
espermatozoides de ratón evidencian un incremento signifi cativo (p< 0,05) de la reacción acrosó-
mica inducida con ZP homóloga y heteróloga.

Palabras claves: Capacitación espermática, reacción acrosómica, zona pelúcida. 
Abstract

Acrosin is one of the principal components in the acrosome, has trypsin-like activity and is secreted 
after the Acrosome Reaction (RA). The aim of this study was to study the induction of the acroso-
mal reaction in mouse sperms with homologous- Pellucid Zone and heterologous- Pellucid Zone. 
Mouse sperms were capacitated by two hours in IVF medium, supplemented with albumin, heparin 
and synthetic serum to 37 °C and 5% CO2, and before they  were incubated in absence of ZP and 
in present of solubilized ZP from mouse (0,78 mg/ml) and alpaca (0,78 mg/ml y 2,35 mg/ml). The 
RA was evaluated through immunocytochemistry with monoclonal antibodies anti-human acrosin 
C5F10 within intervals of 1 hour during four hours. The results show a signifi cant increase (p<0,05) 
in acrosome reaction induced with homologous-ZP and heterologous-ZP.

Keywords: sperm capacitation, acrosome reaction, pellucid zone. 

Introducción
El acrosoma es una gran vesícula secretora, ubicada en la 

región apical de la cabeza de los espermatozoides. La reacción 
acrosómica (RA) es una múltiple fusión de la membrana externa 
del acrosoma y la membrana plasmática en la región anterior de 
la cabeza del espermatozoide, caracterizada por una extensiva 
fusión de vesículas híbridas de estas membranas con la liberación 
del contenido acrosomal y exposición de la membrana acrosomal 
interna (Yanagimachi, 1994). 

La capacitación es defi nida como el tiempo que el esperma-
tozoide debe residir en el tracto reproductor femenino antes de 
que adquiera la habilidad de fecundar al ovocito. Mientras que 
la capacitación in vitro es el tiempo de incubación de los esper-
matozoides en un medio de cultivo apropiado (Austin, 1951; 
Chang, 1951; Austin, 1952). La capacitación in vitro implica una 
serie de procesos tales como el acoplamiento de los pasos de 
traducción de señales que regulan el inicio de la reacción acro-
sómica, fosforilación de proteínas, modifi cación de los patrones 
de movilidad del fl agelo, desarrollo de la capacidad de fusionarse 
con el ovocito, hiperpolarización del potencial de membrana y 
la elevación del pH y de los niveles de calcio intracelular.

La zona pelúcida (ZP) es una matriz proteica extracelular que 
rodea al gameto femenino de los mamíferos, está compuesta 
por tres distintas glicoproteínas ZP1, ZP2 y la ZP3 en ratones 
(Wassarman y Albertini, 1994; Wassarman, 1995) y se ha demos-
trado que el inductor natural de la reacción acrosómica es ZP3, 
la cual induce la liberación del contenido acrosomal; permitiendo 

el inicio de la segunda fase en la interacción espermatozoide-ZP. 
Esta fase involucra una interacción más estable con la membrana 
acrosomal interna, y donde la glicoproteína ZP2 es la respon-
sable (Bleil et al., 1988; Yanagimachi, 1994).

Materiales y métodos
Muestras de Espermatozoides

Cinco ratones de la cepa Balb C de 8 semanas de edad ali-
mentados con comida balanceada y agua ad libitum, mantenidos 
a fotoperíodo de 14 horas luz y 10 horas oscuridad fueron 
sacrifi cados por dislocación cervical, se les extrajo la cola del 
epidídimo homogenizándolo en medio de cultivo de solución 
salina balanceada de Earle suplementado con suero sustituto 
sintético, BSA (Sigma Aldrich), piruvato de sodio, heparina 10 
UI/ml, bicarbonato de sodio, estreptomicina 50 mg/L y peni-
cilina 50 UI/ml. 

Aislamiento de Zonas Pelúcidas
Los ovarios fueron disectados en Buffer Fosfato Salino; las 

zonas pelúcidas, reconocidas en el  microscopio-estereoscopio, 
colectadas con la menor cantidad de volumen de PBS, trans-
feridas a un tubo de microcentrífuga, centrífugadas a 16000 
RPM por 15 minutos, eliminando el sobrenadante se procedió 
a solubilizar a 68 ºC por una hora, posteriormente se centrifugó 
a 16000 RPM por 15 minutos, cuidadosamente se extrajo el 
sobrenadante y se almacenó a -20 ºC (Miller et al., 1992). 
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Separación y Capacitación Espermática
La selección de espermatozoides se realizó por swim up por 

30 minutos en medio de cultivo IVF (Medicult), el proceso de 
capacitación fue por un periodo de 2 horas a 37 ºC y 5% CO2, 
de donde se recuperaron los espermatozoides capacitados desde 
la parte superior del tubo.

Inducción de la Reacción Acrosómica
La reacción acrosómica fue inducida en espermatozoides de 

ratón capacitados, incubados con soluciones de zona pelúcidas 
(ZP) aisladas de ovocitos de ratones y de alpacas hembras (Huan-
cavelica-Perú) (Miller et al., 1992) durante 2 horas. Se cuantifi co 
la concentración de proteína de ZP aislada con la técnica de 
Bradford (Fig. 1). 

Evaluación de la Reacción Acrosómica
Se tomaron 20 µL de espermatozoides capacitados de cada 

de muestra a intervalos de una hora y fi jados en paraformalde-
hido 4% sobre láminas limpias. La muestra posteriormente es 
incubada en solución de bloqueo (BSA 0,8%, IGSS 0,1%, suero 
sustituto 5%, NaN3 2 mM a pH 7,4) por 30 minutos; enfrentada la 
muestra al anticuerpo C5F10 (anticuerpo monoclonal anti-acro-
sina humana) en buffer de incubación (BSA 0,8%, IGSS 0,1%, 
suero sustituto 1%, NaN3 2 mM) por 1 hora, posteriormente 
la muestra fue incubada con anticuerpo secundario (Inmunogold 
™) en oscuridad por 12 horas a temperatura ambiente. Las 
muestras fueron lavadas con PBS después de cada paso, post-
fi jadas en glutaraldehido 2%, amplifi cadas con plata y evaluadas 
a microscopio de luz, contabilizando los espermatozoides como 
no reaccionados cuando el acrosoma es refringente y como  
reaccionado cuando el mismo está coloreado.

Estadística
La comparación estadística de los parámetros evaluados se 

realizó con prueba estadística no paramétrica Kruskal-Wallis con 
un nivel de signifi cancia p<0,05, todos los análisis se hicieron 
con el paquete estadístico MINITAB versión 14.0.

Resultados
La muestra de espermatozoides obtenida de cola de epidí-

dimo de ratones Balb C muestra una concentración promedio 
de 4,5 x 108 espermatozoides/ml, luego de realizado el proceso 
de selección espermática y capacitación in vitro la motilidad 
espermática fue del 95% y se trabajó con una muestra 10 veces 
diluida a la concentración inicial. 

La concentración proteica total aislada desde 200 zonas pe-
lúcidas de ratón y alpaca fueron de 0,78 mg/ml y  2,35 mg/ml 
respectivamente, realizándose una dilución para comparar los 
niveles de reacción acrosómica en los espermatozoides de ratón 
con cada una de las especies. 

La tabla 1 presenta los porcentajes de evaluación del esta-
do del acrosoma en espermatozoides de ratón posterior a la 
incubación con los solubilizados de ZP de ratón y 2 diferentes 
concentraciones de proteínas para ZP de alpaca. 

( A )

( B)( B)

Figura 1. Zonas Pe-
lúcidas de ratón (A) y 
alpacas (B) aisladas 
manualmente (40X).

Figura 2. Muestra los espermatozoides que reaccionan y no 
reaccionan. (A) La fl echa indica un espermatozoide de ratón 
con reacción del acrosoma, el cual fue inducido con ZP de 
alpaca (2,35 mg/ml) (1000X) y (B) Espermatozoides de ratón 
del grupo control que no presentan reacción (400X).

Tabla 1. Espermatozoides que experimentaron reacción 
acrosómica en ausencia y presencia de solubilizado de zona 
pelúcida homóloga y heteróloga. 

Hora 1 Hora 2 Hora 3 Hora 4
Control  12,9% 17,33% 18,64% 13,04%
(0 mg/ml)
ZP Ratón  57,14%* 54,17%* 83,33%* 79,79%*
(0 mg/ml)
ZP Ratón  57,14%* 54,17%* 83,33%* 79,79%*
(0 mg/ml)

(0,78 mg/ml)
ZP Alpaca 17,84%
(0,78 mg/ml)
ZP Alpaca 17,84%
(0,78 mg/ml)

£ 24,32%£ 36,95%£ 53,33%£

 (0,78 mg/ml)
ZP Alpaca 17,84%
 (0,78 mg/ml)
ZP Alpaca 17,84%

ZP Alpaca 16,07%
 (0,78 mg/ml)
ZP Alpaca 16,07%
 (0,78 mg/ml)

£ 41,86%¥ 42,62%¥ 62,5%¥

 (2,35 mg/ml)
ZP Alpaca 16,07%
 (2,35 mg/ml)
ZP Alpaca 16,07%

*,£, ¥. Representan diferencia signifi cativa en cada hora evaluada res-
pecto al control y entre los tratamientos (p<0.05).

( A )( A )

( B)
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El estado del acrosoma fue evaluado de acuerdo a la  presencia 
de un acrosoma refringente en un espermatozoide no reaccio-
nado y región acrosomal coloreado de uno reaccionado como 
se muestra en la fi gura 2. 

Discusión
Durante la incubación para la capacitación in vitro de los esper-

matozoides de ratón se retira el colesterol de la membrana plas-
mática del espermatozoide, debido a la capacidad de la albúmina 
de aceptar moléculas de colesterol, lo que produce un incremento 
de la fl uidez por remoción de componentes y  reordenamiento de 
las proteínas de membrana (Cardona-Maya, 2005). Se ha estable-
cido que zonas pelúcidas de ovocitos no fertilizados de hámster 
inducen la reacción acrosómica en espermatozoides capacitados 
de ratón, humano y rata, mientras que la zona pelúcida de estas 
especies no induce reacción acrosómica en los espermatozoides 
de hámster (Uto et al., 1988). Para el caso de Alpaca-Ratón los 
resultados obtenidos mediante inmunocitoquímica después de 
la inducción de la RA son signifi cativos (p<0,05) y muestran 
que los solubilizados de ZP de ratón inducen niveles mayores 
de reacción acrosómica en los cuatro tiempos, mientras que ZP 
alpaca (2,35 mg/ml) muestra un alto incremento de inducción de 
RA al tiempo 2, respecto a la muestra ZP alpaca (0,78 mg/ml); 
demostrándose que en los solubilizados de alpaca se encuentra el 
inductor de la RA, que interactúa con los receptores en la cabeza 
de los espermatozoides de ratón e induce la reacción acrosómica 
de manera especie-interespecífi ca.

Altas concentraciones de ZP3 de ratón inducen reacción 
acrosómica, mientras pequeños glicopéptidos de ZP3 se unen 
al espermatozoide inhibiendo su unión al ovocito (Wassarman, 
1988); estos resultados respaldan que los solubilizados concen-
trados de ZP de ratón y de alpacas inducen reacción acrosómica 
en espermatozoides de ratón in vitro, demostrando que en los 
solubilizados de ZP de alpaca se encuentra un inductor de la 
reacción acrosómica.

Las restricciones impuestas por la ZP no son absolutas in 
vitro (Wassarman y Litscher; 2001), cambios en la estructura de 
los oligosacáridos (composición, secuencia, uniones y/o modi-
fi caciones) junto con los cambios en las proteínas de unión en 
el espermatozoide deben ser tomados en cuenta para la unión 
especie-específi ca entre los gametos (Wassarman y Litscher, 
1995), así el espermatozoide de ratón se une al ovocito de hamster 
in vitro (Moller et al., 1990), a ovocitos humanos y ovocitos de 
ratón que expresan ZP3 recombinante humana (Rankin et al., 
1998), y a además experimenta reacción acrosómica in vitro con 
solubilizados de ZP de alpacas a concentraciones de 0,78 mg/ml 
y 2,35 mg/ml esto debido probablemente a similaridad en la 
secuencia de las glicoproteínas de ZP y en las modifi caciones 
post-traduccionales.
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