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INTRODUCCION.

Los espermatozoides son el estadfo final de la espermato
génesis, proceso mediante el cual, las espermatogonias pasan-
do por diversas etapas de diferenciacién, adquieren la estruc
tura y fisiologfia adecuada para cumplir con su destino biol6-
gico més aparente, fertilizar al 6vulo depositando el comple-

mento masculino de ADN en el citoplasma del gameto femenino.

En las fases iniciales de la espermatogénesis, son produ
cidas un gran némero de éélulas diploides por mitosis sucesi-
vas, acompafiadas de fenémenos caracteristicos de diferencia--
cién, hasta llegar al estadio de espermatocitos primarios,
los cuales reducen su nﬁmeroide cromosomas durante la mejio---
sis, transforméndose en espermatocitos secundarios (haploi---
des) y posteriormente en espermétides. La diferenciacién de-
las espermétides hasta convertirse en espermatozoides es lla-
mada espermiogénesis y comprende como parte de los fendmenos-
de adquisicién de la morfologia caracteristica del espermato-

zoide, la estructuracién del ndcleo.

El nﬁcleo de los espermatozoides de mamiferOS es un orga
nelo altamente condensado y excepcionalmeﬁte estable, para ad
quirir estas propiedades los espermatozoides de mamiferos de-
ben ser sometidos a una larga serie de procesos complicados -
que se inician en el testiculo con el reemplazamiento de las-
histonas de tipo somético por protaminas ricas en cisteinas -

especificas del espermatozoide y con la formacién de enlaces-



disulfuros (S-S) entre las cisteinas de la protamina (6), es-
te cdmplicado proceso necesita ser revertido después de la fe
cundacién como un prerrequisito para la transcripcién de la -

informacién genética del espermatozoide.

La obtencién in vitro de cromatina espermética de célu--
las eyaculadas y maduras requieren de tratamientos drésticos-
(8), sin embargo, la descondensacién in vivo de la cromatina-
nuclear se lleva a cabo répidamente cuando el espermatozoide-
se incorpora al citoplasma del 6vu10, para iniciarse inmedia-

tamente la formacién del pronﬁcleo masculino (38, 49).

Recientemente se ha venido estudiando la descondensacién
del nficleo del espermatozoide induciéndola in vitro, por una-
gran variedad de tratamientos (14, 32). Pero adn se descono-
cen por completo los mecanismos involucrados en la transicién
del estado heterocromitico (CONDENSADO) al eucromético (DES--
CONDENSADO) en la cromatina nuclear espermética, y en el in--
cremento de la accesibilidad del templado del ADN nuclear, -
evidencias considerables han presentado que la reduccién de -
enlaces disulfuro establecidos entre laé protaminas ricas en-
cisteinas y la cromatina espermética de eutéricos puede ser -
el mecanismo bésico por el cual se completa la actividad des-
condensante del espermatozoide humano (51). Por otro lado, -
la experiencia de varias investigaciones indican que los com-
puestos sulfhidrilos por si solos, aGn a una concentracién -
mds alta que la que se encuentra en condiciones fisiolbgicas,

son incapaces de inducir la descondensacién del nfcleo del -



_espermatozoide (24, 25), y que éstos requieren de la adicibn-
de cualquier detergente (10, 18 y 24), o de otro tipo de com-

puestos para llevarla a cabo (20, 41).

Investigaciones recientes han demostrado que la incuba--
qién de espermatozoides en presencia de heparina, logra des--
condensarlos y el hinchamiento que se produce en los nﬁcleos-
empieza aproximadamente 30 minutos después de afiadir la hepa-
rina, siendo un fenémeno dependiente de la concéntracién, ar-
canzando hasta un 83% de nficleos descondensados después de 6-
horas de incubacién con 30 mg de heparina por mililitro (15).
Se ha posfulado que este efecto corresponde en gran medida a-
la presencia de receptores especificos para los mucopolisacé-

ridos en la membrana del espermatozoide (16).

Por otro lado, se ha reportado que el plasma seminal de-
origen prostético tiene la habilidad de proteger répidamente-
contra la accibn descondensante de la heparina (40), y del do
desilsulfato (SDS)V(ZZ). La posible identificacién del compo
nente prostético que actﬁa como estabilizador de la cromatina
nuclear en el plasma seminal ha sido propuesta por Kvist - -

" (28), quien encontré que los espermatozoides sometidos a la -
accién del SDS sufrieron descondensacién de su cromatina si -
éstos eran pretratados con substancias que se conoce pueden -
liberar zinc de los espermatozoides (EDTA, ALBUMINA), 5610 el
zinc y ningln otro catidén prostético (Ca*’ Mg**), puede inhi-

‘bir la descondensacién nuclear inducida por la heparina lleva

da a cabo experimentalmente, de manera que el zinc podria te-



ner un efecto inhibitorio reversible sobre los grupos tiol -
intracelulares derivados de los rompimientos de los puentes-
(S-S) presentes en la cromatina; por lo tanto los espermato-
zoides con grupos tiol libres son ficilmente oxidados en el-
medio atmosférico (34), sin embargo, los grupos tiol unidos-
al zinc son considerablemente menos susceptibles a la oxida-
cibn. La importancia del zinc en el espermatozoide podria -
ser la de proteger los grupos tiol de la destruccién oxidati
va después de la eyaculacién (30), asf{ que el espermatozoide
podria tener un mecanismo intrinseco para controlar la des--
condensacibén que estaria temporalmente inhibida por el zinc-
y al liberarlo en el tracto genital femenino, este mecanismo

se reactivaria (29).

Recientemente se ha involucrado al Glutatién en la re--
duccibn de enlaces disulfuro y en la subsecuente dispersién-
de la cromatina espermitica durante la fertilizacién, sin em
bargo, el Glutatién reducido (GSH) que es ei principal grupo
tiol intracelular (35), ha sido implicado en jugar un papel-

importante en estos eventos (11, 33, 38).

Por ejemplo, el tratamiento in vitro de los 6vulos madu
ros de hamster con un oxidante especifico del GSH, como la -.
diamina, inhibe reversiblemente la descondensacién del nécleo
de espermatozoides (38), y la disminucibn sistémica del GSH-
ovlrico con L-butionina-S,R - Sulfoximina (BSO), que es un -
inhibidor especifico de la sintesis de GSH (22), bloqué la -

descondensacidn nuclear del espermatozoide de ratén durante-



la fertilizacibn in vitro (11). Por algln tiempo se ha cono-
cido de la habilidad de los 6vulos de muchas especies de mami
feros para descondensar el nﬁcleo del espermatozoide y que éi
to es directamente proporcional al estado de maduracién del -

6vulo (1, 2, 7, 36, 43, 46).

Por tal motivo en el presente trabajo se estudid el efec
to de compuestos tiol (DTT, Mercaptoetanol, GSH),'Iones (Ca++
y Zn++) y GSSG ya sea solos o combinados con heparina para -
tratar de dilucidar cuéles de estos compuestos participan en-

la descondensacibn nuclear y si de alguna manera pudieran ser

las condiciones que se presentan fisiolbgicamente.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

Estudiar el posible mecanismo de descondensacién nuclear

del espermatozoide humano en el évulo.
OBJETIVOS PARTICULARES:
1. Determinar el papel del glutatién en la descondensaci6n~

del nﬁcleo del espermatozoide humano inducida por la heparina.

2. Estudiar el efecto de los iones divalentes en la descon-

densacién nuclear por la heparina en presencia del glutatién.

3. Estudiar la descondensacién de los nficleos de los esper-
matozoides humanos a diferentes concentraciones de heparina y

glutatidn.

Pl



HIPOTESIS,

Ya que la descondensacién del nﬁcleo del espermatozoide
ha sido inducida in vitro por el tratamiento de las células-
con la heparina, ademés de las evidencias que indican que el
glutatién pPresente en los 6vulos maduros le confieren a es--
tos Giltimos, actividad descondensante sobre los espermatozoi
des y que tanto la heparina como el glutatién se encuentran-
de manera fisiolégica en el citoplasma del évulo (3, 38), --
nos hace postular que el glutatibén participa como facilita--
dor en el fenémeno de descondensacién inducida por la hepari
na en los espermatozoides previamente liberados de ZIn y que-
estos fenémenos pudieran ser el mecanismo de descondensacién
nuclear para la formacién del pronﬁcleo masculino que se lle
va a cabo en el citoplasma del 6vu10 bajo condiciones fisio-

légicas.



MATERIAL Y METODOS.

EL TRATAMIENTO DE LOS ESPERMATOZOIDES HUMANOS EN DIFEREN
TES CONDICIONES DE INCUBACION CON GLUTATION REDUCIDO, HE

PARINA E IONES.
EQUIPO

- Centrffuga Sorvall, Modelo GLC-1

- Bafio Maria, Dubonoff Metabolic, Shaking Incubator, ajustado
a 37°C. |

- Potenciémetro Metrohm Hersau Modelo Compensator E-388.

- Microscopio 6pticoACar1 Zeiss.
REACTIVOS

1). Solucién amortiguadora "A" (26).

Cloruro de potasio 113 mM, fosfato monobésico de potasio
12.5 mM. Fosfato dibdsico de potasio 2.5 mM, Cloruro de mag-
nesio 3 mM. Tris (hidroximetilamino metano) 20mM, adicionada-

con antibiéticos.

Pesar 0.609 gr de cloruro de potasio, 1.70 gr de fosfato
monobésico de potasio, 0.57 gr de fosfato dibééico de potasib
2.425 gr de cloruro de potasio, 0.6099 gr de cloruro de magne

sio, 500 mg de estreptomicina, 1000,000 UI de penicilina.

Disolver completamente cada reactivo en el orden dado, -



’

ajustar el pH a 7.4 con écido clorhidriéo IN y aforar a 1000

ml con agua destilada.
2). Fijador de Microscopia electrébnica.

Pesar 2 gr de Paraformaldehido, adicionar 50 ml de agua
'desionizada y disolver a 60°C, agregando 3 gotas de NaOH I N
enfriar y agregar 20 ml de glutaraldehido al 25%, afiadir 90-
ml de cacodilato de sodio 0.2 M,‘ajustar el pH a 7.4 y afo--

.rarla a 200 ml con agua desionizada (50).
3). Solucibén de cacodilato de sodio 0.2 M, pH 7.4.

Pesar 3.2 gr de cacodilato de sodio, disolver y aforar a

100 ml con agua desionizada, ajustar el pH a 7.4 con NaOH I N.
4). Eosina 5% y azul de anilina 5%.

Pesar 5 gr dé eosina y 5 gr de azul de anilina, disolver

y aforar a 100 ml con 1la solucién amortiguadora “A" (13).
METODO.

El sémen fue obtenido de donadores jévenes sanos y de -

fertilidad comprobada.

Las células esperméticas se separaron del plasma.seminal
centrifugando a 2,500 rpm durante 20 minutos, posteriormente-
se lavaron 2 veces con la solucién amortiguadora "A" centrifu
gando a 2,500 rpm por 15 min y se resuspendieron a una concen

tracibén final de 25 x 10° células por mililitro.
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DETERMINACION DEL NUMERO DE ESPERMATOZOIDES.
EQUIPO

- Cémara de Neubauer
- Micropipeta para glébulos blancos
- Microscopio bptico Carl Zeiss

- Agitador para pipetas Mod. Yankee
REACTIVOS

1). Solucién para contar espermatozoides.

Citrato de sodio 2.9% en formol 1%.

Se pesan 2.9 gr de citrato de sodio, se mide 1 ml de for

mol, se mezclan y se aforan a 100 ml con agua desionizada.

METODO

La cuantia del nﬁmero de espermatozoides se lleva a cabo
por el método propuesto por Belsey (4) que consiste en el uso
de la cémara Neubauer y la micropipeta para glébulos blancos,
con esta ﬁltima se aspira la suspensién celular a contar (vo-
lumen conocido) hasta la marca 0.5 y se completa hasta el afé
ro 1.1 con la solucién para contar espermatozoides. La pipe-
ta se agita perfectamente y se desechan las 3 primeras gotas.
La cimara del hemacitSmetro se llena con la suspensién celu--

lar y se deja reposar de 5 a 10 min con el objeto de que las-
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células se sedimenten. EIl hemacitémetro se coloca en un mi--
croscopio bptico y se localiza la cuadricula para glébulos ro
jos procediendo a contar las células contenidas en los cua---
dros de cada esquina y el cuadro del centro, (Fig. 1), se su-
ma la cantidad de células de los 5 cuadros y el resultado sé-
mﬁltiplica por 20, que es la dilucién empleada en la pipeta,-
por 5, ya que se conté la quinta parte de la cuadricula y por
10,000, ya que el volumen de la clmara es de 10* ml, obtenién
dose asi el nﬁmero de espermatozoides expresadbs en millones/

ml. de la suspensién celular.




Fig. 1 Representacidén esquemidtica de la cuadricula del
hematocitometro Neubauer utilizado para contar

espermatozoides.
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DIAGRAMA DE TRABAJO

' S 4
' SEMEN
S 4
CENTRIFUGACION
(2,500 rpm/20 min.)
¥ 2
ESPERMATOZOIDES

2 lavados con la
sol. "A" y con-
tar (25 X 100 -
cél. por ml.)

INCUBACION INCUBACION
25 X 106 c&1. con 25 X 106 cé1. con
41.6 mM de heparina 5 mM de GSH + 0, 1.6,
+0, 0.1, 0.5, 1, 11.6, 21.6 y 31.6 uM
5y 10 uM de GSH a de heparina a 37°C
37°C, por 20, 40, 60, por 20, 40, 60, 90 y
90 y 120 min. ) 120 min.
INCUBACION INCUBACION

25 X 100 cél.con 5 mM de GSH 25 X 108 cé1. en 31.6
+ 31.6 uM de heparina, + uM de heparina con:
1l.- 31.6 uM de CaCly 1.- 10 mM de mercapto
2.- 31.6 uM de InCl, etanol.
3.- 31.6 uM de CaSO04 2.- 10 mM de DTT.
4.- 31.6 uM de ZnSO, 3.- 10 mM de GSSG.

-

FIJACION
fijador de microscopia electrdnica
¥
TINSION
Eosina 5%, y azul de anilina 5%
-

MICROSCOPIA OPTICA
Observacion de 20 campos por tubo
en contraste de fases.
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1) INCUBACION DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS CON GLUTATION RE-

DUCIDO, EN PRESENCIA DE 41.6 uM DE HEPARINA.

Se incubaron 25 X 106 células en un mililitro de la solu
Cién amortiguadora "A" (26), y 41.6 uM de heparina (PM=13,000)
con 0, 0.1, 0.5, 1.5, y 10 mM de glutatién reducido (GSH),

' (PM=307.3), a 37°C por 20, 40, 60, 90 y 120 minutos, después-
de este tiempo, los espermatozoides se fijaron con glutaral--
dehidd al 2.5% y paraformaldehido al 1% (50), y se tifieron -
con azul de anilina al 5% y eosina al 5% (13), para observar-
el grado de descondensacién por lo menos en 20 campos por tu-

bo, en microscopia de contraste de fases.

II). INCUBACION DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS CON HEPARINA EN -
PRESENCIA DE 5mM DE GLUTATION.

Se incubaron 25 X 106

células en un mililitro de la solu
cién amortiguadora "A" (26), con 5 mM dé glutatién y 0, 1.6,-
11.6, 21.6, y 31.6 uM de heparina, a 37°C por 20, 40, 60, 90-
y 120 minutos; después de este tiempo las células se fijaron-
con glutaraldehfdo al 2.5% y paraformaldehido al 1% (50), vy -
se tifieron con azul de anilina al 5% y eosina al. 5% (13), pa-

ra observar el grado de descondensacidén por lo menos en 20 -

campos por tubo en microscopia de contraste de fases.

TII). INCUBACION DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS CON DIFERENTES -

IONES EN PRESENCIA DE 31.6 uM DE HEPARINA Y 5 mM DE -
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GSH.

Se incubaron 25 X 106

células por mililitro con la Sol.
amortiguadora "A" (26) en glutatién reducido 5 mM y heparina

31.6 uM con: a) CaCl b) ZnClz, c) CaSO4, d) ZnSO4, a una -

29
éoncentracién de 31.6 uM ¥ una temperatura de 37°C por 10,-
20, 30, 40, 60 y 90 minutos. Después de este tiempo las cé-
lulas se fijaron con glutaraldehido al 2.5% en paraformal---
dehido al 1% (50), y se tifieron con eosina al 5% y azul de -
anilina al 5% (13), para observar el grado de descondensa---

cién por lo menos en 20 campos por tubo en microscopia de -

contraste de fases.

IV. INCUBACION DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS EN PRESENCIA DE -
HEPARINA 31.6 uM CON 10 mM DE MERCAPTOETANOL, DITIOTREI
TOL Y GLUTATION OXIDADO.

Se incubaron 25 X 106

células por mililitro con la solu
cién amortiguadora "A" (26), en 31.6 uM de heparina con: a)-
mercaptoetanol 10 mM, b) DDT (Ditiotreitol) 10 mM, c) GSSG -
' (Glutatién Oxidado) 10 mM, a 37°C por 10, 20, 30, 40, 60 y -
90 minutos, después de este tiempo de incubacién las células
'se fijaron con glutataldehido al 2.5% en paraformaldehidp al
1% (?O), Y se tifieron con eosina al 5% y azul de anilina al-
5% (13}, para observar el grado de descondensacién de los es

permatozoides por lo menos en 20 campos por tubo en microsco

pia de contraste de fases.



MICROFOTOGRAFIA.

Microfotograffa en microscopio de contras
te de fases, de espermatozoides humanos -

tratados con heparina y glutation.

__A. Nacleo de Espermatozoide Normal.
B. Nficleo de Espermatozoide Descondensa-

do.
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RESULTADOS.

Ninguno de los reactivos empleados ya sea solos o combi-
nados, tales como: DTT, GSH, GSSG y 2- MERCAPTOETANOL a con--
.centraciones de 10 mM, bajo condiciones experimentales, -
funcionaron como promotores de la descondensacién nuclear en-
los espermatozoides humanos, aﬁn en tiempos de incubacién pro
longados (24 bhrs.), (tabla 1), o cuando fueron incubados por-
arriba de la temperatura corporal (§7°C), sin embargo 5610 -
cuando se empleé 153 mM de heparina, ésta fue capaz de indu--
cir un pequefio incremento en la descondensacidn nuclear des--

pués de 6 hrs. (Microfotografia).

Por otro lado, la incubacidn de heparina 153 uM con DTT-
10 mM, GSH 10 mM 6 Mercaptoetanol 10 mM indujeron un incremen
to mucho m&s ripido, en el nlmero de ntGcleos descondensados;-

sin embargo, el Mercaptoetanol fue el mis activo (Tabla 1).

La Fig. 2 indica que la presencia de 41.6 uM de heparina
con 5 mM de GSH fue capaz de inducir la descondensacién de un
86% de los nicleos de espermatozoides después de 60 minutos -
de incubacién y que aGn a concentraciones tan bajas como 0.1-
mM de GSH son capaces de inducir un incremento significativo-
en el nlmero de nicleos descondensados (28% a 120 min.), la -
figura 2 muestra también que en tiempos cortos de incubacién,
los excesos de GSH (10 mM) inducen un efecto inhibitorio im--

portante en la descondensacién nuclear de los espermatozoides.



TABLA

1

EFECTO DE ALGUNOS COMPUESTOS SULFHIDRILOS SOBRE LA DESCONDEN-

SACION DEL NUCLEO DEL ESPERMATOZOIDE.

Los siguientes datos muestran los porcentajes de descondensacidn de los nu-
cleos de espermatozoides en la presencia de los compuestos sulfhidrilos - -

(10 mM), solos o combinados e incubados 6 horas a 37°C.

usada a 153 uM.

REACTIVOS DTT
DTT o*
GSH 0
GSSG 0

2-MERCAPTO 0

HEPARINA 40

GSH

0*

96

GSSG

2-MERCAPTO-
ETANOL

0
0
0
0*

98

* La incubacidn fue prolongada arriba de 24 horas.

La heparina fue -

HEPARINA

40
96

0
98

10



Fig.

2

La descondensacidn del niicleo del espermatozoide hu
mano dependiente del tiempo de incubacidén con: - -
41.6 uM de heparina en presencia de diferentes con-
centraciones de GSH: 0.1 mM ©9-O0 ; 1 mM *~*; 5 mM
A~a 5 10 mM o—o0.
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Sin embargo, cuando la concentracién de GSH se mantuvo-
constante a 5 mM (Fig. 3), la descondensacibén nuclear fue in
ducida con concentraciones tan bajas como 1.6 uM de heparina
y una descondensacién méxima con 31.6 uM de heparina; ésto -
es, 5 veces menos que la concentracién activa minima de hepa
rina, de cuando se usé sola y 70 veces menor que la concen--
tracién reportada que descondensa un 85% de espermatozoides-
humanos en 6 horas de incubacién (15). También es posible -
observar que bajo condiciones constantes de GSH, la heparina
alcanza una velocidad méxima de accién con (21.6uM); la cual
no aumenta con el incremento de la concentracién de glycosa-
minoglicanos. Como puede verse (Fig. 4), bajo condiciones -
6ptimas, 5 mM de GSH y entre 1.6 a 31.6 uM de heparina, los-
tiempos cortos de incubacién fueron précticamente inefecti--
vos para inducir la descondensacién. Sin embargo la descon-
densacidén méxima ocurrid répidamente entre 20 y 60 minutos -
de incubacién. Después de 60 min de incubacidén bajo estas -
condiciones, no se observ6 ningﬁn incremento en el nﬁmero de
nﬁcleos descondensados. Por otro lado, cabe hacer notar que
con la adicién de los jones Zn'’ y Ca’® a concentraciones de
41.6 uM en presencia de glutatién a 10 mM y heparina a 31.6~
uM, se logré un efecto inhibitorio en el que sélo se pudo ob
servar de un 10 a 20% de espermatozoides descondensados des-

pués de 1 hora de incubacién a 37°C. (Datos no presentados).



Fig. 3 La descondensacidén del nacleo del espermatozoide hu
mano dependiente del tiempo de incubacidén con hepa-
rina en presencia de 5 mM de GSH: 20 min; &4-& 40-

min o-~o 60 min; 9-9 90 min; o—o 120 min. r_*
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DISCUSION.

Se conoce poco acerca de los factores que involucran el-
6Vulo en la reduccién de los enlaces disulfuro (S5-8) de las -
protaminas y la subsecuente dispersién de la cromatina del es
permatozoide después de la fertilizacibén. Varios reactivos -
bajo diversas condiciones fisico—quimicas (33), han sido pro-
puestos como compuestos efectivos en la descondensacién del -
nﬁcleo del espermatozoide como: los reactivos tiol (51), la -
liberacién del Zn (15, 17), o sus fragmentos (17), algunas -
enzimas (38, 48), etc. Sin embargo, debido a las dificulta--
des de eficiencia de estos compuestos en condiciones biolégi-
cas normales de pH y temperatura, el requerimiento de cofacto
res no fisiolégicos como lo son los detergentes, las limita--
ciones de concentraciones activas de algunos de ellos dentro-
del 6vulo, ninguno de estos agentes pueden ser postulados co-
mo participantes en el mecanismo fisiolégico normal de la des

condensacién de la cromatina del espermatozoide.

Se ha postulado que el GSH podria jugar un papel clave -
en este proceso. Esto es apoyado por las observaciones in vi
tro de que la descondensacibén del nficleo del espermatozoide -
requiere la reduccién de los enlaces disulfuré nucleares (re-
. visado por Longo) (31), e indirectamente por 1la presencia de-
la Glutatién reductasa demostrada recientemente en los évulos
de ratén (47). 8in embargo los reactivos tiol parecen ser -

inactivos y requieren la presencia de otros reactivos que ge-
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neralmente es un detergente como el dodecil sulfato de sodio

(SDS) (10, 23, 24, 44).

La heparina y compuestos similares a ella estén presen-:
tes en el fluido uterino y folicular (19), también como en -
Ia zona peldcida, en el citoplasma del évulo (16, 43) y que-
son sintetizadas por las células de la granulosa y la teca.-
Se ha demostrado que estos compuestos se unen especificamen-
te a la membrana del espermatozoide humano de una manera més
especifica que a otro tipo de células (2) y que la heparina-
provoca la descondensacién del nﬁcleo del espermatozoide, -
sin embargo, las concentraciones necesarias para este ﬁltimo
efecto, son de 5 a 30 mg/ml y éstas son concentraciones muy-
altas para tratar de explicar satisfactoriamente la descon--
densacién de la cromatina en base a las propiedades de la he
parina. Recientemente se ha determinado la concentracién de
los glycosaminoglicanos en el liquido folicular de Eovino,e—
indican que aunque el dermatén puede alcanzar concentracio--
nes de 1.0 - 2.0 mg/ml (5), el heparfn sulfato sélo alcanza-

concentraciones de 0.24 a 0.36 mg/ml (5).

Los niveles de GSH en los 6vulos de mamiferos han sido-
recientemente determinadas (12, 37). La concentracién de -
CSH en muestras de 6vulos superovulados varia de 1.58 a 1.92
pmol. por célula, con un promedio de 1.80 M 0.13 pmol. Estos
resultados indican que la concentracién de GSH en estas céig
las es cercano al limite superior del rango que se ha repor-

tado para las células de mamiferos, que es de 0.5 a 10 mM -
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(35). Sin embargo, nuestros resultados, como el resultado de
otros investigadores (37, 38}, indica que el GSH a estas con-
centraciones no induce la descondensacién nuclear espermética
in vitro aﬁn cuando es combinado con algunos otros reactivos-
tiol (Tabla 1). Sin embargo los siguienfes datos apoyan nues
‘tra hipbtesis de que el GSH podria ser una condicién necesa--
ria pero no suficiente para iniciar la descondensacidén de la-

cromatina del espermatozoide humano.

Los resultados presentados aqui, permiten vencer algunas
dificultades presentadas para aceptar que el GSH o la hepari-
na como participantes claves en el mecanismo fisiolégico de -
la descondensacién nuclear. En efecto, aunque ninguna de es-
tas substancias son activas cuando se encuentran solas, a las
concentraciones encontradas en el medio ambiente en el que se
lleva a cabo la descondensacién nuclear, cuando son usadas -

_juntas bajo condiciones completamente fisioldgicas (21.6 uM -
de heparina y ' 5 mM de GSH), pH 7.4 y a una temperatura de - -
37°C, son capaces de provocar la descondensacién nuclear de - .
los espermatozoides humanos cerca de un 90% dentro de los pri

meros 60 minutos de incubacién.

Los resultados de Perreault et. al., (39), hah demostra-
do que la inYeccién de nGcleos de espermatozoides en 6vulos -
de hamster, los nficleos se observan sin modificacién dentro -
del citoplasma del évulo durante 20 min, después de este lap-
so de tiempo el nﬁcleo.se descondensa dentro de una hora des-

pués de su microinyeccibén. Muchos de los nficleos de los es--
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permatozoides inyectados desarrollaron un pronucleo morfolégi
camente normal después de incubaciones entre 2 y 6 horas (51).
Nuestros resultados indican (figura 4) que 1la descondensacién
producida por el tratamiento combinado con 5 mM de GSH y hepa
rina es procedido por una fase retardada de 20 min, similar a
la observada por Perreault (39), vy que 1a méxima descondensa-~
cibn se llevé a cabo también dentro de los préximos 60 minu--
tos, resultados que podriap indicar que la accién combinada -
de GSH y heparina constituye el mecanismo fisiolégico normal-

de la descondensacién de la cromatina nuclear.



Fig. 4 Descondensacidén del niicleo del espermatozoide huma-

no es dependiente del tiempo de incubacidén a dife-

rentes concentraciones de heparina 1.6 uM o — o;
11.6 M ¢ — @; 21.6 uM ©o—ao ; 31.6 uM
At 3 41.6 uM 7 ¥,
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RESUMEN.

Se ha propuesto que el glutation reducido o cualquier -
otro reactfvo tiol puede participar en el mecanismo por el -
cual se lleva a cabo la actividad descondensante. Sin embaz
go, in vitro estos reactivos son inactivos y requieren la -
presencia de otros reactivds, usuaimente detergentes. La he
parina se une especificamente a la membrana del espermatozoi
de humano provocando su descondensacién y la activacién de -
la transcripcibén y sintesis del ADN, pero las concentracio--
nes a la cual estos efectos ocurren parecen ser més altos -
que los esperados en condiciones biolégicas. En el presente
estudio los reactivos tiol a concentraciones 10 mM ya sea so
los o combinados fueron completamente inefectivos para indu-
cir una descondensacién nuclear significante aGn bajo tiem--
pos proleongados de incﬁbacién (24 hrs). 2mg/ml de heparina,-
fue solo capaz de inducir un pequefio incremento en la descon
densacién nuclear. Sin embargo tratamientos simulténeos con
GSH y heparina induce ia descondensacién con concentraciones
de GSH tan bajas como 0.lmM. Cuando la concentracién de GSH
fue mantenida a. 5 mM constante, la descondensacién fue indu-
cida con concentraciones tan bajas como 1l.6uM de heparina y-
"una mixima descondensacidén (90%) fue obtenida con solo 21.6uM
de heparina, que es més de 5 veces4menor que 1la concentracién

minima activa de heparina, cuando es usada sola.
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CONCLUSIONES.

Los compuestos tiol no inducen descondensacidn alguna

cuando son ensayados por si solos.

El glutation facilita la accién descondensante de la he

parina.

La descondensacidén de los niicleos de espermatozoides hu
manos en presencia de Heparina - Glutation, se puede
realizar a concentraciones fisiolégicas de ambos reacti

Vos.

La concentracidén 6ptima para inducir el 90% de desconden
sacién nuclear es de 5 mM de GSH, disminuyendo a concen-

traciones mas altas.

La concentracién de heparina utilizada bajo condiciones-

experimentales se redujo a 70 veces menos.

A tiempos cortos no se observd descondensacidn alguna re
quiriendo un tiempo inicial de retardo en estos proce--

S0OS.
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