
RESUMEN
EVALUACIÓN DE LA REACCIÓN ACROSOMAL EN ESPERMATOZOIDES HUMANOS INDUCIDA POR

LOS MONOSACÁRIDOS MANOSA Y N-ACETILGLUCOSAMINA
Objetivo: El objetivo de esta investigación fue evaluar el papel de los monosacáridos, manosa y N-

acetilglucosamina en la inducción de la reacción acrosomal en espermatozoides humanos. 
Método: Cada individuo donó una muestra de semen, la cual fue sometida al proceso de capacita-

ción usando albúmina sérica bovina, posterior a lo cual se evaluó el porcentaje de espermatozoides
que presentaban reacción acrosomal al estimularlos con manosa y N-acetilglucosamina, usando
microscopía de fluorescencia y citometría de flujo. 

Resultados: Los resultados obtenidos en las 10 muestras evaluadas mediante citometría de flujo
mostraron que sólo el ionóforo de calcio A23187 indujo reacción acrosomal (p<0,001); en contraste
por microscopía de fluorescencia usando la lectina PSA-FITC, se observó un aumento estadística-
mente significativo en la reacción acrosomal inducida con manosa y N-acetilglucosamina (p<0,001). 

Conclusiones: Los monosacáridos manosa y N-acetilglucosamina inducen reacción acrosomal par-
cial y no completa, por lo tanto el espermatozoide gracias a la reacción acrosomal parcial y a las modi-
ficaciones morfológicas que sufre durante ese proceso es capaz de fertilizar el oocito. 
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ABSTRACT
EVALUATION OF THE ROLE OF THE MONOSACCHARIDES, MANNOSE AND

N-ACETYLGLUCOSAMINE IN THE INDUCTION OF THE ACROSOME REACTION IN HUMAN
SPERMATOZOA

Objective: The aim of this investigation was to evaluate the role of the monosaccharides, mannose
and N-acetylglucosamine in the induction of the acrosome reaction in human spermatozoa. 

Methods: Each individual gave a semen sample, the samples were capacitated using bovien serum
albumin; the analysis of the mannose and N-acetylglucosamine induced acrosome reaction was eval-
uated for fluorescence microscopy and flow cytometry.

Results: The results obtained in the acrosomal reaction in the 10 samples evaluated by flow cytom-
etry showed that only calcium ionophore A23187 induced acrosomal reaction (p<0.001); in contrast,
by fluorescence microscopy, was observed a statistically significant increase in the induced acrosomal
reaction with mannose and N-acetylglucosamine (p<0.001).
Conclusions: The monosaccharides mannose and N-acetylglucosamine induces partial acrosomal
reaction and it does not complete, therefore the spermatozoa due to partial acrosomal reaction and
the morphologics modifications that suffer during that process is able to fertilize the oocyte.

Keywords: Spermatozoa. Cocyte. Receptor. Zona pellucida. Acrosome reaction.
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La reacción acrosomal es un proceso especiali-
zado de fusión de la membrana citoplasmáti-

ca con la membrana acrosomal externa en la
zona apical de la cabeza espermática originando
la liberación de las enzimas almacenadas en el
acrosoma y la exposición de la membrana acro-
somal interna. La importancia de la reacción
acrosomal podría ser la liberación de las enzimas
hidrolíticas que son requeridas para que el esper-
matozoide pueda penetrar la zona pelúcida; este
proceso se desencadena luego que el espermato-
zoide entra en contacto con una serie de molécu-
las presentes en la zona pelúcida1, lo cual permi-
te el reconocimiento específico entre el esperma-
tozoide y el oocito.

Para que ocurra la reacción acrosomal y la fer-
tilización, se requiere que el espermatozoide
sufra un proceso de capacitación, que se da
durante el paso a través del tracto reproductor
femenino donde ocurre la interacción entre los
espermatozoides y las células del epitelio oviduc-
tal2. Es aceptado que estos dos eventos, capaci-
tación y reacción acrosomal, están unidos se-
cuencial y funcionalmente y que varios de los
procesos de activación de señales intracelulares
que ocurren durante la reacción acrosomal, fue-
ron iniciados durante la capacitación. 

La zona pelúcida es sintetizada por los oocitos
en los roedores y por las células de la granulosa
en cerdos, vacunos y humanos. En los murinos,
la zona pelúcida está compuesta por 3 glicopro-
teínas sulfatadas ZP1 (185-200 KDa), ZP2 (120-
140 KDa) y ZP3 (83 KDa); en los humanos tiene
las mismas glicoproteínas pero de menor tamaño,
90-110, 64-76 y 57-73 KDa, respectivamente.
Mediante microscopía electrónica se observa que
en ambos modelos, murino y humano, la zona
pelúcida es una matriz homogénea de filamentos
interconectados3 que en su estructura y compo-
sición forman una red tridimensional decorada
por una compleja mezcla de cadenas de oligosa-
cáridos2 .

Una gran variedad de moléculas han sido pro-
puestas como receptores candidatos de la zona
pelúcida en la superficie espermática; entre estos
receptores se pueden mencionar: la tirosina quina-
sa4,5, la ß-1, 4 galactosiltransferasa6,7, el Sp-568,
las espermadesinas9 y las zonadesinas10,11. Estas
moléculas han sido evaluadas en diferentes espe-

cies y ninguna ha podido ser reconocida como el
receptor único que permite la interacción entre el
espermatozoide y la zona pelúcida.

Los primeros eventos que ocurren durante la
fertilización pueden ser vistos como una forma
altamente compleja de reconocimiento célula a
célula, que involucra cadenas de carbohidratos en
las membranas12-14. Algunas observaciones han
mostrado que los carbohidratos están involucrados
en varios pasos durante la fertilización pero parti-
cularmente en la unión del espermatozoide a la
zona pelúcida15-22, en la reacción acrosomal21,23-25

y en la fusión espermatozoide-oocito26. 

La participación de los residuos de carbohi-
dratos en la unión entre el espermatozoide y el
oocito en humanos ha sido ampliamente estudia-
da19,21; por ejemplo, la preincubación de esper-
matozoides con manosa y fucosa altera la capaci-
dad de unión de estas células a la zona pelúcida,
debido al bloqueo de los receptores espermáti-
cos19,21,27-29. El receptor de manosa, en particu-
lar, participa en la interacción intergametos y su
distribución topográfica en espermatozoides
humanos está fuertemente correlacionada con el
estado del acrosoma; luego que el espermatozoi-
de sufre la reacción acrosomal el receptor de
manosa se desplaza a la región ecuatorial simul-
táneamente con la liberación del contenido del
acrosoma para permitir la fusión de la membra-
na plasmática del espermatozoide con la mem-
brana plasmática del oocito30,31. Los niveles de
colesterol en la membrana plasmática del esper-
matozoide regulan la aparición de receptores de
manosa debido a que, durante el proceso de
capacitación, existe una salida de colesterol por
la presencia de moléculas aceptoras de colesterol
como la albúmina sérica bovina, creando un es-
tado termodinámico favorable para la salida de
los receptores de manosa, desde almacenamien-
tos internos, a la membrana plasmática exter-
na30.

La N-acetilglucosamina, por su parte, es otro
carbohidrato que también participa en la interac-
ción intergametos en humanos. Hace algunos
años se reportó que la N-acetilglucosamina indu-
cía la reacción acrosomal en espermatozoides
humanos a través de mecanismos similares a los
descritos en la inducción de esta reacción por la
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zona pelúcida, además se correlacionó con la fer-
tilización in vitro23,32. Estos resultados sugieren
que la reacción acrosomal inducida por la N-ace-
tilglucosamina y por la zona pelúcida comparten
muchas características. La participación de los
residuos de N-acetilglucosamina de la zona pelú-
cida en la interacción espermatozoide-oocito en
humanos podría ser sustentada en ensayos
donde se trataron los oocitos con N-acetilgluco-
saminidasas y se bloqueó la capacidad de unión
de los espermatozoides25, lo que sugiere la pre-
sencia de sitios de unión de N-acetilglucosamina
en el espermatozoide. 

Generalmente los oligosacáridos que han sido
evaluados para la inducción de la reacción acro-
somal están unidos a albúmina sérica bovina
(BSA) con el fin de formar una estructura tridi-
mensional, sin embargo surge la duda de si real-
mente el efecto inductor lo está realizando el oli-
gosacárido o la proteína16,18,33,34. El objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto de los monosa-
cáridos manosa y N-acetilglucosamina, libres de
BSA, en la inducción de la reacción acrosomal en
espermatozoides humanos capacitados.

METODOLOGÍA
Muestras de semen
Se analizaron muestras de semen de 10 indi-

viduos que fueron tomadas mediante masturba-
ción en un recipiente estéril, posterior a una abs-
tinencia de 2 a 5 días. Todos los individuos
tenian sus parámetros seminales normales con-
respecto a la OMS36. 

Separación y capacitación espermática
La separación y la capacitación espermática se

realizaron simultáneamente variando el protocolo
descrito por Jondet35. Brevemente, los espermato-
zoides fueron incubados durante períodos de 5 ó
12 horas a 37ºC/5%CO2 en un tubo de Jondet con
medio HAM F-12 suplementado con 35 mg/ml de
albúmina sérica bovina –BSA- (Sigma Chemical
Company, St Louis, MO, USA); luego de la incuba-
ción se recuperaron los espermatozoides capacita-
dos del compartimiento interno de dicho tubo.

Inducción de la reacción acrosomal
La inducción de la reacción acrosomal se

realizó estimulando los espermatozoides con 10

y 100 mg/ml de los monosacáridos, manosa y
N-acetilglucosamina (Sigma Chemical Company,
St Louis, MO, USA) y 10 µM de ionóforo de calcio
A23187 (Sigma Chemical Company, St Louis,
MO, USA), durante 3 horas a 37ºC/5%CO2.

Evaluación de la reacción acrosomal por 
microscopía de fluorescencia
Aproximadamente 1x106 espermatozoides fue-

ron lavados dos veces en buffer fosfato salino
(PBS), depositados sobre portaobjetos, fijados por
exposición a metanol frío/30 segundos y colorea-
dos 30 minutos/cámara húmeda con la lectina
Pisum sativum aglutinina marcada con isotiocia-
nato de fluoresceína -PSA-FITC- (Sigma Chemical
Company, St Louis, MO, USA) a una concentra-
ción de 50 µg/ml en PBS. Luego de dos lavados
con PBS, los extendidos secos fueron montados en
glicerol al 90% en PBS y se evaluaron 100 esper-
matozoides en el microscopio de fluorescencia a
una longitud de onda de 485 nm con un aumento
de 100X, para determinar el porcentaje de esper-
matozoides reaccionados. Se consideraron como
espermatozoides reaccionados aquellos que pre-
sentaban fluorescencia sólo en la región ecuatorial
y espermatozoides intactos, aquellos que presen-
taron todo el acrosoma fluorescente, (Fig. 1).

Evaluación de la reacción acrosomal por
citometría de flujo

Una suspensión de 1x106 espermatozoides se
incubó con 10 µl de IgG humana (Miltenyi Bistec
GMBH, Bergisch Gladbach, Germany) durante
30 min/Tºamb para bloquear la unión a los
receptores Fc. Después de dos lavados con PBS a
600rpm/8 minutos, se agregaron 10 µl del anti-
cuerpo IgG de ratón contra CD46 humano conju-
gado con FITC (BD PharMingen San Diego, USA);
en otra alícuota se agregó un control de isotipo
utilizando un anticuerpo IgG de ratón contra tri-
nitrofenol (BD PharMingen San Diego, USA). Las
muestras se incubaron a temperatura ambiente
protegidas de la luz, se lavaron con PBS y luego
se les adicionó 2,5 µg/ml de ioduro de propidio
(Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA)
para evaluar la viabilidad espermática. Se realizó
una adquisición de 10.000 eventos usando un
citómetro de flujo Epics XL (Coulter) y se deter-
minó el porcentaje de células reaccionadas con el
programa WinMDi 2,8®.
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Análisis estadístico 
La comparación estadística entre los estímu-

los evaluados se realizó con una prueba de Anova
no paramétrica (Kruskal-Wallis); para obtener
información adicional sobre el comportamiento
de los grupos estimulados a las diferentes con-
centraciones de los monosacáridos, se realizó la
prueba de comparación múltiple de Dunn’s; para
corroborar que existiera diferencia entre el con-
trol positivo con ionofóro de calcio A23187 y la
reacción acrosomal espontánea se uso la prueba
de Mann-Whitney. Todos los análisis se hicieron
con el paquete estadístico Prism® version 3.02
Software.

RESULTADOS
Descripción de los eyaculados
En la Tabla 1 se hace una descripción de las

características de los eyaculados de los 10 indi-
viduos analizados y se observa que en todos

ellos los parámetros seminales
son normales según la OMS36.
Todos los individuos eran apa-
rentemente sanos, con fertilidad
desconocida y tenían una edad
promedio de 24,8 años (21-32).

Estandarización de la inducción de
la reacción  acrosomal
Para determinar el mejor tiempo
en el cual se evaluaría la reacción
acrosomal, se realizó una cinética
de inducción de la reacción acro-
somal con 10 mg/ml de monosa-

cáridos, con tiempos desde 0 hasta 240 minutos.
Los resultados usando tanto citometría de flujo
como microscopía de fluorescencia mostraron
que el tiempo óptimo para la valoración del por-
centaje de inducción de reacción acrosomal por
los monosacáridos fue de 180 minutos postin-
ducción (Fig. 2). 

Evaluación de la reacción acrosomal
Los resultados obtenidos en las 10 muestras

evaluadas mediante citometría de flujo mostra-
ron que sólo el ionóforo de calcio A23187 indujo
reacción acrosomal (p<0,001). En contraste,
mediante la evaluación de la reacción acrosomal
por microscopía de fluorescencia usando la lecti-
na PSA-FITC, se observó un aumento estadística-
mente significativo en la reacción acrosomal
inducida con manosa y N-acetilglucosamina a las
concentraciones de 10 y 100 mg/ml (p<0,001)
(Fig. 3). 

Aunque el porcentaje de reacción
acrosomal varió de donante a do-
nante, en la Figura 4 se ilustran los
resultados típicos obtenidos mediante
citometría de flujo: en FL1 las células
marcadas con el anticuerpo anti-
CD46-FITC y en FL2 las células que
adquirieron o no el ioduro de propidio.
Para intentar explicar los resultados
contradictorios de la reacción acroso-
mal inducida con los monosacáridos
por las técnicas de microscopía de
fluorescencia y de citometría de flujo,
se realizó un análisis de las células
vivas y las células muertas en los

FIGURA 1. Patrón de espermatozoides reaccionados y no reaccionados colore-
ados con la lectina PSA marcada con isotiocianato de fluoresceína.

Tabla 1
Descripción de los parámetros seminales analizados de cada uno de los
individuos, comparados frente al valor de referencia de la Organización
Mundial de la Salud de 199936.

Valor de los Valor OMS36

10 individuos

Volumen (ml) 3,7 (2.2 – 5.0) ≥2.0

Viabilidad (%) 83,8 (79 – 88) >50

Morfología (%) 17,8 (16 - 20) >15

Concentración pre-capacitación (106/ml) 50 (25 - 86) ≥20

Movilidad (a+b) pre-capacitación (%) 60,6 (54 - 75) >50



datos de la citometría de flujo, diferenciando la
incorporación o no del ioduro de propidio y no se
encontró diferencias en los valores obtenidos
agrupando las células vivas y las muertas o ana-
lizándolos por separado. Sin embargo es impor-
tante tener en cuenta que las muestras de semen
usadas para la inducción de la reacción acroso-
mal en cada uno de los análisis presentaron altas
proporciones de células vivas (>80%).

Efecto del tiempo de capacitación en la reacción
acrosomal
Se evaluó la diferencia en el proceso de capa-

citación durante 5 y 12 horas con medio HAM F-
12 suplementado con 35 mg/ml de BSA y no se

observó diferencia estadís-
ticamente significativa en el
porcentaje de células que
presentaban reacción acro-
somal en los dos tiempos,
tanto por citometría de flujo
como por microscopía de
fluorescencia (Fig. 5); la
distribución de los datos en
ambos grupos fue similar.

DISCUSIÓN
En el presente estudio se
evaluó el papel de los
monosacáridos manosa y
N-acetilglucosamina en la
inducción de la reacción

acrosomal en espermatozoides humanos, poste-
rior a la capacitación. In vivo, los espermatozoi-
des migran hacia el encuentro del oocito después
de su tránsito a través del tracto reproductor
femenino, donde se lleva a cabo el proceso de
capacitación y estos espermatozoides capacita-
dos son los que pueden penetrar la zona pelúci-
da y fertilizar el oocito. En nuestro sistema de
laboratorio, los espermatozoides eyaculados fue-
ron capacitados incubando los espermatozoides
en un tubo de Jondet35,37 con medio HAM-F12
suplementado con BSA. Durante esta incubación
con la albúmina, se retira el colesterol de la mem-
brana plasmática del espermatozoide debido a la
capacidad de la albúmina de aceptar moléculas
de colesterol, lo que produce un incremento de la
fluidez, una remoción de componentes y un reor-
denamiento de las proteínas de la membrana.
Uno de los cambios más importantes es la salida
de los receptores de manosa de almacenamientos
internos30 que podría explicar el aumento en el
número de células que presentaron reacción
acrosomal por microscopía de fluorescencia des-
pués de la inducción con 10 mg/ml de manosa
(Fig. 2). 

Los resultados obtenidos mediante microsco-
pía de fluorescencia después de la inducción de
la reacción acrosomal (Fig. 3), muestran que el
ionóforo de calcio utilizado como control positivo,
produce aproximadamente el doble de inducción
de reacción acrosomal que los estímulos, lo cual
nos permite proponer que no sólo los monosacá-
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FIGURA 2. Cinética de la inducción de la reacción acrosomal por las técnicas de cito-
metría de flujo (a) y microscopía de fluorescencia (b).

FIGURA 3. Efecto de la inducción de la reacción acroso-
mal inducida por los monosacárido, manosa y N-acetil-
glucosamina, evaluada por citometría de flujo  y por
microscopía de fluorescencia.



ridos inducen la reacción acrosomal, sino que
éste es un fenómeno complejo que involucra
muchas vías y procesos.

De otro lado, en la zona pelúcida del huma-
no25 y del hámster38,39 hay residuos de N-acetil-
glucosamina, y como se observa en nuestros
resultados, la capacidad de inducción de la reac-
ción acrosomal por incubación con la N-acetilglu-
cosamina aumentó después de la capacitación, lo
que sugiere que el receptor para esta molécula
podría ser también dependiente de cambios en la
membrana del espermatozoide, como ha sido
reportado para el receptor de manosa30 (Fig. 2).
Sin embargo, en algunos estudios19,28 el trata-
miento de espermatozoides con N-acetilglucosami-
na, manosa y fucosa antes de la coincubación con
los oocitos no produjo ningún efecto aparente,

aunque es importante re-
calcar que en estos estu-
dios los espermatozoides
fueron tratados con los es-
tímulos después de la sepa-
ración, sin ser capacitados
previamente, y el proceso
de capacitación permite un
incremento tanto de los re-
ceptores de fucosa y mano-
sa19,28 como de los recepto-
res de N-acetilglucosamina
según nuestra experimen-
tación.
El aumento de los recepto-
res de manosa y de N-ace-
tilglucosamina después de
la capacitación están so-
portados por un estudio en
el cual al preincubar los
espermatozoides humanos
con los respectivos mono-
sacáridos se disminuye la
capacidad de unión de los
espermatozoides a los ooci-
tos. Estos autores usaron el
ensayo de hemizona para
evaluar la capacidad de
unión; sin embargo aunque
describen que hay una dis-
minución en la capacidad
de unión, no encuentran

efecto en la inducción de la reacción acrosomal18.
Adicionalmente la presencia de monosacáridos
como manosa y N-acetilglucosamina fue observa-
da después de realizar tratamientos enzimáticos
de las membranas plasmáticas40, lo que hace
pensar que los espermatozoides pueden tener
ligandos para receptores presentes en la zona
pelúcida, haciendo de este proceso de interacción
intergamentos un proceso mucho más complejo.

Otro hallazgo importante de nuestro trabajo
fue la diferencia en la inducción de la reacción
acrosomal por citometría de flujo y por microsco-
pía de fluorescencia, ya que con la primera no se
observó inducción de la reacción acrosomal
mientras que con la segunda sí se incrementó el
porcentaje de espermatozoides reaccionados al
estimular con los monosacáridos (p<0,0001).
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FIGURA 4. Diagrama de puntos de espermatozoides marcados con anticuerpo anti
CD46-FITC e yoduro de propidio. Cada panel está dividido en cuatro cuadrantes, repre-
sentando diferentes subpoblaciones de espermatozoides acorde con su estado acroso-
mal y viabilidad: en el cuadrante inferior izquierdo se localizan las células vivas y con
acrosoma intacto, el cuadrante superior izquierdo representa los espermatozoides
permeables al ioduro (células muertas) y con acrosoma intacto, en el cuadrante infe-
rior derecho se ubican los espermatozoides vivos reaccionados y el cuadrante superior
derecho representa los espermatozoides permeables al yoduro pero que han sufrido
reacción acrosomal; (a) reacción acrosomal espontánea, (b) estímulo con ionóforo de
calcio A23187, (c y d) estímulo con N-acetilglucosamina a 10 y 100 mg/ml, respecti-
vamente y (e y f) estímulo con manosa a 10 y 100 mg/ml, respectivamente.
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Después de revisar algunos artículos41-43 pode-
mos proponer que los monosacáridos manosa y
N-acetilglucosamina inducen reacción acrosomal
parcial, ya que ésta es posible determinarla por
microscopía de fluorescencia y no mediante cito-
metría de flujo, que sólo permite cuantificar las
células que presentan reacción acrosomal com-
pleta.

El término de reacción acrosomal parcial y
completa se refiere al estado acrosomal de los
espermatozoides: la reacción acrosomal parcial
se define como la liberación parcial del contenido
acrosomal o la pérdida parcial de la membrana
acrosomal externa, y por reacción acrosomal
completa se entiende la exposición de la mem-
brana acrosomal interna y la pérdida completa
del contenido acrosomal41-43. Una de las diferen-
cias entre los métodos PSA-FITC y el anti-CD46-
FITC es que la PSA es una tinción negativa, por-
que colorea la membrana acrosomal externa o el
contenido acrosomal y cuando se da la exocitosis,
se evalúa la desaparición del marcaje. A diferen-
cia de la PSA, el anti-CD-46 unido a un fluoro-
cromo es una coloración positiva, es decir, que
sólo los espermatozoides reaccionados son mar-

cados; esta metodología sólo permite detectar el
paso final de la reacción acrosomal cuando la
membrana acrosomal interna es expuesta1, y allí
se encuentra la proteína CD46.

Una de las preguntas que surge al plantear las
dos clases de reacción acrosomal es ¿cuál es la
que necesita el espermatozoide para poder fertili-
zar: reacción acrosomal parcial o completa?. Por la
metodología usada en este trabajo en la cual no
se usaron nunca oocitos, ni hubo interacción
intergametos sólo podemos discutir lo reportado
en la literatura. Desde los años 50 Austin y
Bishop escribieron “la lisis de la zona pelúcida no
ha sido aún demostrada, pero un pequeño agujero
en la zona después del paso del espermatozoide
podría probar la existencia”44; esto permitió
detectar varias enzimas en el acrosoma como la
acrosina, la arilsulfatasa y la ß-N-acetilhexasa-
minidasa pero su papel en dicho proceso sigue
siendo aun motivo de estudio, ya que se recono-
ce que la reacción acrosomal es un prerrequisito
para que el espermatozoide pueda penetrar a tra-
vés de la zona pelúcida. Sin embargo, la reacción
acrosomal no es sólo la liberación de enzimas
sino que además es el proceso por el cual el

FIGURA 5. Comparación del porcentaje de inducción de la reacción acrosomal evaluada por citometría de flujo y micros-
copía de fluorescencia, después de 5 y 12 horas de capacitación.



espermatozoide sufre cambios en la parte apical
de la cabeza dándole unas características de ter-
minación en punta que favorecería la penetración
porque le permite abrirse camino por si sólo a
través de la ZP2 y la ZP1, por lo tanto después de
la liberación enzimática se da una segunda fase
de unión del espermatozoide a la zona pelúcida la
cual no es dependiente de enzimas45.

A partir de nuestros resultados, y en concor-
dancia con Crosby y cols45, podríamos proponer
que el espermatozoide al entrar en contacto con
los monosacáridos de la zona pelúcida inicia el
proceso de reacción acrosomal parcial para
poder empezar a atravesar la ZP3, sufriendo los
cambios en la estructura de la cabeza, los cua-
les le permitirán, en compañía del resto de con-
tenido acrosomal, penetrar completamente la
zona pelúcida.
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