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INTRODUCCION

La célula espermatica es el producto final del proceso de la gametogénesis en el macho
(espermatogénesis), el cual se realiza en los tubulos seminiferos del testiculo (Kretser y
Kerr, 1994). A diferencia de lo que ocurre en el sexo femenino, el proceso de la
espermatogénesis es continuo durante la edad adulta del macho y comprende la
division mitdtica y meidtica de las células germinales basales. Aun cuando los
espermatozoides de todos los mamiferos presentan caracteristicas generales, se
observan variaciones entre las diferentes especies con respecto al tamaro y forma de la
cabeza asi como en la longitud y tamario relativo de los componentes del flagelo. Para
nosotros es de importancia referimos particularmente al espermatozoide humano.

EL ESPERMATOZOIDE.

El espermatozoide humano es una célula muy alargada, de aproximadamente 60 um de
longitud por unas 3 um en su parte mas ancha. Constituye una célula extraordinaria-
mente especializada cuyo propésito fundamental es doble:

a).-iniciar la activacion del ovocito y

b).-transferir el material genético paterno.

Para poder llevar a cabo estas funciones, el espermatozoide humano, al igual que los de
la mayoria de los animales, han desarrollado ciertas caracteristicas propias que pueden
ser sumarizadas de la siguiente manera:

1) Movilidad independiente, que junto con otros mecanismos, conduce al
espermatozoide por el tracto genital femenino hasta encontrar el ovocito.

2) Capacidad para reconocer el ovocito especie especifico a través de un
receptor de zona peldcida.
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3) Habilidad para penetrar las capas externas del ovocito, interactuar con la
membrana plasmatica del mismo y finalmente provocar una fusién
membranal entre ambos gametos (Krester y Kerr, 1994).

El espermatozoide de los mamiferos posee dos componentes principales, la cabezay la
cola o flagelo, estas dos partes, claramente diferenciables estructuraimente, se unen
en la region llamada cuello.

La cabeza del espermatozoide humano mide aproximadamente 5-6 pm de
longitud y unas 2.5 a 3.5 um de ancho y contiene esencialmente la densa cromatina
nuclear (compuesta por un numero haploide de cromosomas) y el aparato acrosomal.
En la cabeza se encuentra ademas una pequena cantidad de citoplasma en el cual se
han identificado algunas estructuras importantes relacionadas con el citoesqueleto.

El flagelo es una estructura en que la maquinaria de produccién de energia, a
partir de los sustratos consumidos, se encuentra ligada al mecanismo de generacion de
la movilidad indispénsable para que la gameta se translade al sitio donde se realizara su
encuentro con la gameta femenina; finalmente. Tanto la cabeza como la cola, estan
envueltas por la membrana plasmatica de una manera tan cercana, que solo permite la
presencia de una pequena cantidad de citoplasma.

La especializacion funcional del espermatozoide puede encontrarse en cada uno de sus
componentes, pero es francamente determinante en lo referente a la estructura de la
cabeza, particularmente por la aparicién de uno de los organelos indispensables para la
realizaciéon de la fertilizacion, el acrosoma. También es notable la especializacion de la
estructura de la cromatina nuclear.:

EL ACROSOMA

El acrosoma constituye una transformacién estructural del complejo de Golgi y del apara-
to lisosomal de las células somaticas. Este organelo caracteristico del espermatozoide,
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contiene enzimas que son esenciales para la fertilizacién. Aunque el acrosoma ha sido
comparado con un lisosoma modificado, también ha sido descrito como un granulo de
secrecidn de ruptura regulada. En el acrosoma se ha descrito la presencia de numerosas

enzimas, la mayor parte de ellas de caracter hidrolitico, entre las cuales es importante
para nosotros mencionar las siguientes:

Error! Reference source not

Fosfolipasa A2

found.AcCrosina .
. Fosfolipasas C
Aril-amidasa ) ]
Hialuronidasa
Aril-sulfatasa . o
) Neuraminidasa (sialidasa)
Aspartilamidasa . . )
] Peptidasa, tipo Catepsina-D
b-galactosidasa ) o
) b-N-Acetil-glucosaminidasa
Calpaina ll ) o )
Dipeptidil-peptidasa
Esterasa ] o
- Peptidasa de tipo Colagenasa.
Fosfatasa acida
EL NUCLEO

El nacleo ha sufrido una extensa modificacién tanto quimica (sustitucion de las

histonas nucleares por protaminas especificas), como estructural (su volumen es

significantemente menor que el requerido por el nucleo de una célula somatica), de
manera de conferirle las mayores posibilidades de realizar la transferencia del
material genético dentro de las mas estrictas condiciones de estabilidad. Las

principales proteinas asociadas con el DNA en el nucleo del espermatozoide son las

lamadas protaminas. Estas son polipéptidos relativamente pequefios vy

caracterizados por su riqueza en amino acidos basicos, como la arginina y la cisteina.

El RNA mensajero que codifica para la sintesis de las protaminas se sintetiza en las

espermatidas, indicando que estas proteinas basicas son productos del genoma

haploide que ya se encuentra en estas células de la estirpe germinal. El complejo
Protamina-DNA, de gran compactacion, debe esta propiedad, al menos en parte, a
la formacién de enlaces disulfuro entre las cisteinas que constituyen un gran
porcentaje de la estructura de las protaminas. Es de suma importancia considerar que
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algunos tipos de infertilidad masculina se han relacionado con la deficiente
estructuracion del nacleo espermatico. Este aspecto de la estructura del
espermatozoide sera objeto de un estudio mas cuidadoso en un apartado de esta

tesis.

Desde un punto de vista mas estricto, y orientado por la presencia de claros dominios
regionales en la membrana plasmatica que la recubre, y que mencionaremos con
detenimiento un poco mas adelante, la cabeza ha sido dividida en varias regiones:

La regiéon apical o acrosomal que ocupa toda la mitad anterior del
espermatozoide y que contiene la mayor parte del acrosoma. Es esta regién en donde
la estructura membranosa del espermatozoide es mas complicada, estando formada
sucesivamente por la membrana plasmatica, las membranas acrosomales externa e
intema, envolviendo el acrosoma, y la membrana nuclear. Es también en esta regién
en donde se verifica la fusiéon de las membranas plasmatica y acrosomal externa que
constituye parte de la llamada reaccidén acrosomal.

Es conveniente mencionar que recientemente se han identificado en el
espermatozoide humano algunas estructuras del citoesqueleto colocadas en el estrecho
espacio que separa el acrosoma de la superficie nuclear (region sub-acrosomal) y que
representan el organelo llamado perforatorium estructuraimente presente en ofras
especies animales (Longo FJ, Cook S. 1991; Oko Y Clermont, 1991). La microscopia
electrénica ha revelado que el acrosoma, particularmente el llamado segmento
marginal, posee una sub-estructura compleja, que no es posible observar mediante la
simple observacién con el microscopio 6ptico, mostrando en algunas especies un
aspecto lamelar o cristalino.

La regién media o ecuatorial que contiene el extremo basal del acrosoma. Es
en este punto donde la membrana acrosomal interna se continta con la membrana
acrosomal externa y donde se inicia la region en que la membrana plasmaética cubre
directamente la membrana nuclear. Es en esta region en donde, una vez que el
espermatozoide ha sufrido la reaccion acrosomal y penetrado a través de la zona
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pelucida, se inicia el contacto y se realiza la fusion con la membrana plasmatica del

ovocito.

Finalmente la regién posterior, postacrosomal o basal que termina en el
cuello y sirve de punto de union con la parte mas anterior del flagelo. En la estructura de
la célula espermatica este punto de uniéon esta constituido por el llamado anillo
posterior. Las partes principales de esta region del espermatozoide, que también ha
sido llamada pieza conectora, son: el capitulum que pertenece al inicio del flagelo y
esta constituido por una densa lamina fibrosa que adquiere la forma del extremo distal
del ntcleo, la fosa de implantacién, o sea la densa estructura fibrosa sobre la que
termina el nucleo. De hecho la fosa de implantacién esta formada por la unién de la
membrana nuclear y la llamada placa basal o placa densa. y, en tercer lugar, las
columnas segmentadas. El tratamiento con tripsina del espermatozoide parece ser
capaz de hidrolizar la unién entre el capitulum y la lamina basal y por lo tanto decapitar
al espermatozoide.Otros tratamientos utilizados con este fin, como las aminas primarias
o el dodecil-sulfato de sodio, actuan fundamentalimente separando las dos capas de la
membrana nuclear. La pieza conectora termina en su parte distal en el punto en que
comienza la protuberancia formada por la espiral mitocondrial.

La caracteristica y especializada forma del espermatozoide es un reflejo de sus
actividades funcionales unicas. Como ya mencionamos, el acrosoma contiene enzimas
esenciales para la fertilizacion mientras el flagelo aporta la maquinaria y energia
necesarias para la movilidad. El papel de estos componentes es asegurar la entrega
del material genético contenido en el gameto masculino, al interior del gameto
femenino, en donde la singamia de ambos prontcleos da origen al zigoto.

Por su interés para nosotros como parte del sistema de descondensacién nuclear in
vitro es necesario revisar con mayor detenimiento tanto la estructura nuclear, como la
estructura membranal del espermatozoide. En efecto, la necesidad de utilizar un
detergente en los sistemas de descondensacion nuclear que utilizaremos en nuestro
trabajo, se relaciona directamente con la disrupcién del sistema membranoso que
recubre el nlcleo del espermatozoide.
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MEMBRANA PLASMATICA

La membrana plasmatica del espermatozoide se haya caracterizada por la presencia de
dominios superficiales claramente definidos, que difieren en composicién y funcion, a
pesar de que se su continuidad no se encuentra interrumpida sino en el extremo final de

ia cola.

La naturaleza heterogénea de la superficie del espermatozoide se hizo aparente por
medio de estudios de potencial de membrana, deteccién de glicoproteinas especificas
por medio de lectinas, marcado con anticuerpos especificos y estudio de los patrones
de criofractura.

La evidencia de que la organizacién y composicién de la membrana plasmatica varia
entre las diferentes regiones de la superficie del espermatozoide, favorecidé el concepto
de que dicha membrana esta constituida por un mosaico de dominios restrigidos que
reflejan la especializada funcién de los componentes superficiales del mismo (12
Fawcet, 1975). Estudios subsecuentes han demostrado que los dominios son zonas
con dindmica propia que sufren cambios en organizaciéon y composicién durante la vida
de la célula.

Los principales dominios de la membrana plasmatica coinciden aproximadamente con
las subdivisiones de |a cabeza espermatica : region acrosomal (cabeza anterior) y
regién postacrosomal (cabeza posterior). La membrana plasmatica de la region
acrosomal puede ser subdividida en:
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(a) segmento marginal (segmento apical, banda anterior, borde periférico),
dominio sobre el margen anterior del acrosoma,

(b) segmento principal (segmento acrosomal), dominio sobre la porcién mayor del
acrosoma, y

(c) segmento ecuatornial (acrosoma posterior), dominio sobre la parte posterior del
acrosoma (Toshimori y Col, 1887). Los dominios de los segmentos marginal
y principal son frecuentemente referidos en conjunto como el acrosoma
anterior y el capuchon acrosomal. Ambos dominios estan separados por el
creciente central en el espermatozoide de cuyo y posiblemente de otras
especies.

El dominio de la region postacrosomal (cabeza posterior, segmento postacrosomal)
incluye la membrana plasmatica entre el margen posterior del acrosoma y el cuello. El
margen entre las regiones acrosomal y postacrosomal puede ser delimitada por la
banda aserrada (anillo subacrosomal), la cual cife la cabeza del espermatozoide a
nivel del margen posterior del segmento ecuatorial (Friend, 1982).

La membrana plasmatica del flagelo esta separada en el domimio de la pieza media que
cubre la vaina mitocondrial y el dominio de la cola posterior (pieza principal, cola distal).-
Ambos dominios estan separados por el annulus, un anillo fibroso que es componente
del citoesqueleto flagelar y parece adherirse a la superficie interior de dicha membrana

Las primeras observaciones que sugirieron la heterogeneidad de la membrana
plasmatica del espermatozoide provienen de estudios sobre la carga neta superficial.
En efecto, se observd que cuando espermatozoides de carnero, conejo o toro son
suspendidos en un campo electroforeético, todos ellos orientan el flagelo hacia el anodo.
Esto sugiere que el espermatozoide tiene una carga neta negativa y que la mayor parte
de ella se encuentra mas asociada con la cola que con la cabeza(Bedford, 1963).

Estudios posteriores realizados con ayuda de la microscopia electronica, realizados con
espermatozoides de conejo y garafidn, demostraron que la unién de hidroxido de fierro




Teresa Fonseca : Cinética de la descondensacién nuclear del espermatozoide humano

coloidal, positivamente cargado, es mayor en el flagelo que en la cabeza (Lopez y Col,
1987).

Hay evidencias adicionales, proporcionadas por la utilizacion de lectinas o aglutininas
vegetales, que han sido usadas ampliamente para demostrar que la membrana
plasmatica del espermatozoide esta regionalizada y no es uniforme en sus propiedades.
Las lectinas se unen a moléculas de sacaridos particulares con una alta especificidad
(Sharon y Lis, 1974). A menudo son multivalentes, pueden unirse por mas de una
region a una célula dada y causar aglutinacion al unir dos células adyacentes. Las
lectinas pueden ser conjugadas con marcadores fluorescentes, enzimas, marcas
radiactivas o sefialamientos visibles en el microscopio elctronico. Los ensayos de
aglutinacion realizados en espermatozoides de multiples especies, demostraron que
existen diferencias regionales con respecto a la cantidad y localizacion de sacaridos
especificos en la superficie espermatica. El uso de lectinas conjugadas con marcas
fluorescentes o marcadores ultraestructurales, ha confirmado la heterogeneidad y
permanencia de la distribucién de sacaridos en la superficie del espermatozoide. Los
resultados obtenidos son un poco diferentes de los observados en los estudios de
aglutinacion.

Un método histoquimico utilizando peroxidasa fue capaz de mostrar que la unién de
Con A es mas intensa en la cabeza que la cola del espermatozoide de conejo (Gordon y
Col, 1975). Otros estudios ultraestructurales utilizando ferritina conjugada con diferentes
lectinas y con diferentes tipos de espermatozoides, demostraron la repeticién del mismo
patron. Todos estos estudios confirmaron una vez mas que el nimero de sitios de
unién a las lectinas es mayor en la cabeza que en la cola. Sin embargo los dominios
de superficie reconocidos por las lectinas, a menudo no estan bien definidas y se han
observado diferentes patrones de unidn para la misma lectina en espermatozoides de la
misma especie.

Por medio de criofractura y réplica superficial, se han corroborado diferencias regionales
que corresponden a dominios de la superficie espermatica. Hay variacion en el nimero,
tamario y patron de distribucién de las particulas intramembranales y en la presencia
de otras estructuras asociadas a la membrana, relacionadas con diferentes regiones de

10

7

.
I 84

RS

t

.

AP AR




Teresa Fonseca : Cinética de la descondensacion nuclear del espermatozoide humano

la membrana plasmatica. El tamaiio y la distribucién de las particulas varia entre las
diferentes especies y cambian con la maduracion epididimaria, la capacitaciéon y la
reaccion acrosomal. Sin embargo se han asociado patrones caracteristicos con los
segmentos marginal y ecuatorial del acrosoma anterior, el margen posterior del
segmento ecuatorial y la regién postacrosomal de la cabeza espermatica. Se han
observado otras especializaciones en la membrana plasmatica que cubre el anilio

posterior y el annulus.

En la mayoria de las especies, la membrana que cubre el acrosoma anterior y el
segmento ecuatorial, contiene particulas intramembranosas distribuidas al azar. Sin
embargo se presentan numerosos arreglos hexagonales de particulas en estas mismas
regiones del espermatozoide, particularmente en el espermatozoide de cuyo (Friend,
1980). El arreglo de particulas semeja un patron de parches en la cubierta superficial
(Bearer y Friend, 1990), la cual puede ser vista en cortes y réplicas de superficie,
ademas puede ser eliminada del espermatozoide tratandolo con tripsina o
neuraminidasa. La banda asserrada del margen posterior del segmento ecuatorial esta
formada por hileras de particulas empacadas apretadamente. La localizacién y
topografia general de esta banda, puede verse como un rasgo distintivo en todos los
espermatozoides y puede ser observado tanto con el microscopio optico (Koehler,
1970), como en el microscopio electronico de transmision y de barrido (Eddy y Koehler,
1982), particularmente cuando se utiliza la metodologia de réplicas de superficie
(Phillips, 1977).

La membrana plasmatica del area postacrosomal de la cabeza espermatica,
generaimente  presenta  una poblacién mas densa de particulas
intramembranales(Friend y Fawcet, 1974) que el area acrosomal, ademas de que
algunas veces se presentan en aglomerados. La parte basal del area postacrosomal
contiene cordones prominentes o bandas de particulas (Friend y Fawcet, 1974) que a
menudo se presentan como palizadas. Yacen junto al anillo posterior que a su vez
presenta un cinturén de cordones de pequefas particulas en la membrana plasmatica
a nivel de la unién entre la cabeza y la cola(Friend y Fawcet, 1974).

11
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El anillo posterior esta formado por la membrana plasmatica que se haya fuertemente
unida al cinturon de material denso y fibroso que yace bajo la envoltura nuclear y
parece formar un sello entre los compartimentos de la cabeza y la cola, lo que permite
mantener diferentes condiciones ionicas y metabolicas en la cabeza y el flagelo. En
algunas especies, la membrana plasmatica de la pieza media del flagelo contiene
cordones de particulas , que corren en un arreglo diagonal y que coincide con la
pendiente de las mitocondrias subyacentes colocadas en forma helicoidal (Friend y
Fawcet, 1974). Se ha sugerido que las bandas de particulas pueden ser homdlogas al
collar de particulas de la base del cilio.

Estudios de criofractura seguida de tratamientos con agentes intercalantes de la
membrana proporcionaron evidencia adicional de que la membrana plasmatica difiere
entre los diferentes dominios. El espermatozoide de cobayo tratado con filipina
desamolla complejos filipina/esteroide entre las placas de las particulas
intramembranales en los dominios de los segmentos principal y ecuatorial de la region
acrosomal (Friend, 1984). La filipina es un polieno que forma complejos de beta-
hidroxiesteroles dando como resultado dominios ricos en estos complejos. La
membrana plasmatica de la regién postacrosomal tiene menos de la cuarta parte de
complejos filipina-esterol que la regién acrosomal y el patrén producido sugiere que los
esteroles se encuentran presentes principalmente en la cara externa de la bicapa -
(Friend, 1984). La membrana plasmatica de la region acrosomal de los espermatozoides
de garaidn y hamster dorado también tienen cantidades significativamente mayores de
esteroles que la region postacrosomal (Lopez y de Souza,1987). El area entre los
segmentos principal y ecuatorial en el espermatozoide de cuyo, a menudo presenta
regiones circulares extensas libres de esteroides y particulas intramembranales (Friend,
1980).

Anticuerpos preparados contra espermatozoides, células germinales, células somaticas,
o moléculas aisladas han sido capaces de identificar distintos dominios de superficie en
el espermmatozoide vivo. Los anticuerpos pueden ser conjugados directamente con
varias marcas o detectados indirectamente con segundos anticuerpos que portan
marcas visibles por microscopia de luz o electronica. Los anticuerpos también pueden
ser usados para aislar o identificar moléculas especificas y descubrir su funcién por

medio de bioensayos. En algunos casos se ha encontrado que antigenos compartidos
12
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con otros tipos celulares estan restringidos a regiones especificas de la superficie

espermatica .

Ejemplificando con el espermatozoide de ratén (a) un antisuero al antigeno H-Y,
reacciona con la membrana plasmatica sobre el segmento ecuatorial (Koo y Col, 1973),
(b) un antisuero a F9 de células con terocarcinoma se une a la region postacrosomal
(Fellous y Col, 1974) y (c), un antisuero a galactosiltransferasa se une a la region del
segmento principal de la regiéon acrosomal (Lépez y Col, 1985). Antisueros a
espermatozoides o células espermatogenéticas también pueden reaccionar con
regiones especificas como el segmento principal de la regién acrosomal (O'Rand,
1977), la region postacrosomal, o la cola posterior.

Otros antisueros a células germinales reaccionan con multiples regiones de la superficie
espermatica tales como el segmento ecuatorial, la region postacrosomal la pieza media
(Koehler, 1974), la cabeza (Tung y Col, 1979), el flagelo completo o la superficie total
del espermatozoide. Se especula tentativamante que los anticuerpos que reaccionan
con regiones especificas pueden reconocer uno o0 pocos antigenos, mientras que
aquellos que reaccionan con toda la superficie reconocen muiltiples antigenos. Sin
embargo la union a toda la superficie espermatica ha sido. observada con antisueros a
un solo antigeno (O'Rand, 1977) o antigenos multiples (Herr y Eddy, 1980).

Aun cuando los anticuerpos monoclonales son a menudo especificos a moléculas
particulares, también pueden reconocer epitopes compartidos por muchas células
(Villaroya y Scholler, 1986). Mas aun, los anticuerpos monoclonales que marcan solo
un dominio de la superficie espermatica pueden inmunoprecipitar proteinas de mas de
un peso molecular (Primakoff y Myles, 1983). En algunos casos estas proteinas son
subunidades de un complejo molecular que coprecipita bajo tales condiciones (Blobel y
Col, 1990), pero en otros casos pueden ser moléculas no relacionadas que comparten
un epitope comun reconocido por el anticuerpo.

Los anticuerpos monoclonales han sido usados para estudiar esperma de raton, rata,
cuyo, humano, cerdo, hamster y conejo. Algunos de estos anticuerpos reconocen
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multiples dominios, incluyendo aquellos de la superficie espermatica total (Gaunt,
1983), la cabeza completa (Primakoff y Myles, 1983), o el flagelo total (Feuchter y Col,
1881). Sin embargo, otros suelen unirse a dominios individuales del segmento principal,
el segmento , ecuatorial, el acrosoma anterior, la regién postacrosomal, la pieza media y
cola posterior del espermatozoide vivo. Ademas algunos anticuerpos monoclonales
reconocen patrones variables de aparentes subdominios en el espermatozoide. Esto
puede ocurrir como resultado de la dispersion de componentes de la superficie
espermatica durante el procesamiento o enmascarado parcial de estos mismos por
moléculas extrinsecas o su reubicacion como consecuencia de la fluidez membranal
(Saxena y Col, 1986). Sin embargo, se han realizado una gran cantidad de estudios
usando anticuerpos monoclonales para diferentes especies que han confirmado que la
superficie espermatica esta constituida por dominios bien definidos y que las diferentes
proteinas y glicoproteinas pueden ser, también confinadas a dominios individuales o
compartidos por multiples dominios.

COMPOSICION DE LA MEMBRANA PLASMATICA

La membrana plasmatica no posee contenidos poco usuales de colesterol o glicolipidos,
pero contiene, relativamente, grandes cantidades de plasmalogenos y otros fosfolipidos
con unién-éter (Wolf y Cols, 1990) y de lipidos con cadenas alifaticas poli-insaturadas
(Evans y Col, 1980). Los fosfolipidos constituyen el 70% del total de los lipidos
membranales en el espermatozoide de cerdo (Nikolopoulou y Col, 1985), y los
fosfolipidos con colina constituyen casi dos terceras partes de los fosfolipidos en la
membrana de la cabeza anterior del espermatozoide de camero (Parks y Hammersted,
1986). Los esteroles y sus derivados son los lipidos que siguen en abundancia, con una
relacién molecular colesterol fosfolipido aproximadamente de 0.12.

Los estudios de criofractura, han sugerido que la cantidad de esterol en la region
anterior del acrosoma de los espermatozoides de cerdo y toro, es cuatro veces mayor
que la que existe, en la regién post acrosomal. En el espermatozoide de cuyo la regién
postacrosomal contiene algunos esteroides o lipidos anidnicos, aunque se ha
encontrado que la gota citoplasmica de Ia pieza media es rica en ambos componentes.
También el colesterol sulfatado constituye una pequena fraccion del contenido total de
esteroles, pero es un componente mayoritario en la membrana plasmatica sobre el
acrosoma del espermatozoide humano (Langlais y Col, 1981).
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Aunque en poca abundancia, existen glicolipidos caracteristicos del espermatozoide
(Parks y Col, 1987) que quizd controlan la organizaciéon lateral de los dominios
membranales. (Wolf y Col, 1988). El glicolipido mas abundante en las células
espermatogeneticas y el espermatozoide es el sulfo-galactosil-glicerol (SGG), que
también se encuentra, aunque en mucho menor cantidad en el cerebro. El SGG se
encuentra presente tanto en la cabeza como en la cola del espermatozoide. Un
anticuerpo monoclonal contra SGG es capaz de reaccionar con el segmento ecuatorial y
la pieza media del espermatozoide de raton.

Los acidos grasos libres constituyen una pequefia cantidad de la composicion lipidica
en general, mientras que el diacilglicerol estd presente en la misma cantidad que los
glicolipidos (Nikolopoulou, 1985). La relacion fosfolipido/proteina es de 0.68
aproximadamente, tomando como base el peso de la membrana total, lo que sugiere
que la cantidad de lipidos totales y proteinas es casi la misma. Sin embargo esto es
para la membrana plasmatica en su totalidad, pero es posible que la cantidad, tipo de
de lipidos y la relacion lipido/proteina sean distintas en los diferentes dominios. Mas
aun, hay cambios en el contenido lipidico que ocurren durante la maduracién y la
capacitacion, lo que puede producir efectos substanciales en la composicion y funcion
de la membrana del espermatozoide. '

CAPACITACION DEL ESPERMATOZOIDE.

Una vez terminada su maduracion en el epididimo, el espermatozoide es capaz de
moverse activamente, pero ain no posee la capacidad inmediata de fertilizar. Esta
capacidad se adquiere después de residir en el tracto femenino por cierto periodo de
tiempo, que depende de la especie de que se trate. Los cambios morfo-fisiologicos que
conducen a su habilitacién para la fertilizacion son denominados colectivamente
capacitacion.

El descubrimiento de la capacitacién fue el resultado de intentos frustrados de algunos
pioneros que trataron de fertilizar ovocitos in vitro con espermatozoides eyaculados o
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epididimarios. En 1949 Noyes, Finkle y Rocke encontraron que los espermatozoides de
conejo reciéntémente eyaculados o colectados del vas deferens, eran incapaces de
fertilizar ovocitos en el oviducto, mientras que los que habian estado residiendo en el
oviducto de donadoras durante 4 a 8 horas, eran capaces de hacerlo (Noyes, 1953).
Quiza estos investigadores no se dieron cuenta de la implicacion de sus importantes
hallazgos y nunca publicaron un trabajo completo en ese aspecto. Mas aun, el crédito
del decubrimiento de la capacitacion fue atribuido a Chang (1951) y a Austin (1951)
quienes documentaron por primera vez la evidencia experimental de la necesidad de la
capacitacion en el conejo y la rata. Fueron Thibault y sus colaboradores (Thibauit,
1954) los que realizaron el primer reporte convincente del exito de la fertilizacion in vitro
en el conejo, usando esperma que habia sido capacitado mediante su estancia durante
varias horas en el Gtero de una coneja.

AUn ahora, a mas de cuarenta afos desde el descubrimiento de la capacitacion, sus
bases moleculares no son completamente entendidas. Sin embargo, se considera como
un evento muy importante en la capacitaciéon, la remocién o alteracion de la capa
protectora de la membrana plasmatica del espermatozoide, lo cual sensibiliza dicha
membrana al ambiente especifico de la fertilizacion y sobre todo, permite que el
espermatozoide localize y sea capaz de fijarse a la superficie del ovocito (Orgebin-Crist
y Col, 1982).

En la actualidad es posible capacitar in vitro al espermatozoide de una amplia variedad
de especies de mamiferos (Dunbary O'Rand, 1991), pero debemos mantener en mente
que la capacitacion natural se lleva cabo dentro del tracto femenino, cuya fisiologia esta
bajo el control enddcrino, ademas del sistema nervioso autbnomo.

Ejemplificando: durante el periodo periovulatorio, el moco cervical sirve para:

() protejer al espermatozoide del medio ambiente vaginal hostil y de la
fagocitosis por los leucocitos vaginales,

(ii} previene la entrada del plasma seminal en el Gtero,

(iii) excluye los espermatozoides morfoldgica, y quizd funcionalmente,
anormales

(iv) retiene y conserva espermatozoides para su posterior migracién hacia la
parte superior del tracto genital para el caso de que la presencia de los primeros
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espermatozoides no coincida con el momento adecuado para realizar la
fertilizacién (Overstreet, 1983).

CAPACITACION IN VIVO.

El sitio en donde los espermatozoides comienzan y terminan la capacitacion puede
variar de acuerdo a las especies. En las especies en las cuales el semen es depositado
en el utero durante el coito, los espermatozoides parecen alcanzar la mayor parte de
las etapas de la capacitacion en el segmento inferior del itsmo tubario, en donde son
almacenados los espermatozoides que ya han adquirido la capacidad fertilizante.

En el hamster la capacitacién espermatica dentro del itsmo progresa mas rapidamente
cuando las hembras se aparean después de la ovulacién, que cuando lo hacen antes
de la misma (Smith y Yanagimachi, 1978). Es poco probable que todos los
espermatozoides completen su capacitacion y dejen el itsmo simultaneamente. En lugar
de esto, parece que los espermatozoides son capacitados en una forma individual a
diferentes velocidades (quiza debido en parte a diferencias fisiolégicas entre ellos y su
misma localizacién dentro del itsmo) y abandonan esta regién, pocos a la vez, durante
un largo periodo. En el cerdo, este periodo puede ser de dos dias o mas. Quiza muchos
espermatozoides mueren en este mismo lugar sin haber completado su capacitacion.

En las especies en las cuales los espermatozoides son depositados en la vagina
durante el coito, la capacitacion puede comenzar mientras el espermatozoide pasa a
través del moco cervical. El frote de los materiales adsorbidos en la superficie
espermatica (incluyendo proteinas del liquido seminal) contra fa malla mucosa puede
facilitar la capacitacion (Katz y Col, 1989). Aunque algunos espermatozoides se
encuentran ciertamente en una etapa avanzada de la capacitacion después de su paso
por el mucus, se desconoce hasta que punto realizan este proceso en el moco cervical
y si los espermatozoides plenamente capacitados en este lugar son capaces de

alcanzar el oviducto para participar en la fertilizacion. En el hamster, los
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espermatozoides plenamente capacitados no poseen la capacidad de migrar del Gtero al
oviducto de una manera eficiente, aun cuando el Utero del hamster corresponde
funcionalmente a la vagina de la coneja con respecto a la distancia en el tracto femenino
entre el lugar donde se depositan los espermatozoides y el sitio donde se realiza la

fertilizacion.

ESPECIFICIDAD Y ESPECIALIDAD DEL TRACTO FEMENINO EN SU RELACION CON
LA CAPACITACION.

De acuerdo con Bedford (1977), los espermatozoides de conejo se capacitan mas
eficientemente cuando pasan de una manera secuencial a través del utero y del
oviducto. Sin embargo, pueden ser plenamente capacitados en el utero sin necesidad
de pasar por el oviducto (Brackett Y Server, 1970). La capacitaciéon puede ocurrir
lentamente en oviductos aislados y aun en cierto grado dentro de la vagina de la coneja
(Bedford, 1967).

Los embarazos exitosos en la mujer después de la transferencia de gametos intra
tubaria (GIFT) (transferencia de espermatozoides y ovocitos dentro del ampula del
oviducto), indican que los espermatozoides humanos no necesitan ser expuestos al
ambiente del ttero y de la region itsmica del oviducto para ser capacitados (Leeton y
Col, 1987). La inseminaciéon intraperitoneal directa, también ha dado casos de
fertilizacion exitosa y embarazo, lo que comprueba que es posible la capacitacion
espermatica dentro de la cavidad peritoneal y en el ampula. Todos estos hechos
sugieren que la capacitacidn in vivo no es estrictamente especifica de érgano o tejido.
La capacitacion en el tracto femenino tampoco es especie especifica, puesto que los
espermatozoides y ovocitos de una especie pueden ser fertilizados en el tracto femenino
de otra especie (Saling y Bedford, 1981).

Sin embargo, debe tenerse muy presente que la funcién mas importante del tracto
genital femenino parece residir en su habilidad para permitir, dentro del tiempo que
permite la viabilidad restringida de las gametas, no solo la llegada de espermatozoides
capacitados al lugar preciso en donde se realizara la fertilizacion, sino en un numero
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adecuado para realizar eficientemente la fertilizacién de todos los ovocitos ovulados. En
los mamiferos en los que el apareamiento se realiza inducido por la presencia del estro
en las hembras, los mecanismos que realizan el proceso de capacitacion in vivo deben
ser regulados con suficiente precision para que la presencia de espermatozoides
capacitados en el lugar de la fertilizacion quede asegurada casi independientemente del
tiempo en que se realiza el coito en relacién con el tiempo en que se realiza la
ovulacion. Todo esto, desde luego dependiendo de la viabilidad de las gametas.

La naturaleza bioquimica de los factores propios de las secreciones del aparato genital
femenino responsables de controlar la capacitacién se ha estudiado tanto en roedores
de laboratorio como en animales domésticos, pero ésta no ha podido definirse aun con
exactitud. Varias moléculas propias de estas secreciones han sido sugeridas como
posibles factores capacitantes o reguladores de la capacitacién, por lo menos cuando se
utiliza la incubacion in vitro. enzimas (B-amilasa, B-glucuronidasa, acetil hexosaminidasa,
proteinasas, neuraminidasa, anl sulfatasa, fucosidasa, anhidrasa carbébnica, esteroide
sulfatasa,.etc.); glicosaminoglicanos,catecolaminas, hormonas esteroides (77-8-
estradiol, progesterona); proteinas (albumina, lipoproteinas); nucledtidos ciclicos (AMPc,
GMPc), aminoacidos (faurina, hipotaurina, histidina), iones mono y divalentes, substratos
energéticos, etc. (Rosado, 1988; Yanagimachi, 1994, Rogers, 1978; Reyes y Col, 1980;
Reyes y Col, 1990). Esta amplia variedad de compuestos no deja lugar a dudas de que
se requiere mas experimentacioén para determinar si alguno(s) de ellos realmente esta(n)
involucrado(s) en la capacitacién in vivo; mas aun, ninguno de estos compuesto, tomado
independientemente, parece ser indispensable para la capacitacion in vitro.

La incubacidon en presencia de practicamente cualquier combinaciéon de estas
substancias produce importantes modificaciones biofisicas y bioquimicas en la
membrana plasmatica de los espermatozoides. Los cambios mas importantes que se
sabe participan en la capacitacién in vivo son:

a) la eliminaciéon o modificacién de algunos componentes superficiales, adsorbidos o
integrados a la membrana plasmatica durante la maduracion epididimaria y/o por
contacto con el plasma seminal que actian como factor(es) descapacitante(s)
(Reyes y Col, 1990; Reyes y Col, 1975);
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b) la disminucion de la carga neta negativa superficial, aparentemente por la pérdida de
acido sidlico y de algunos compuestos sulfatados (Rosado y Col, 1973, Cross y
Overstreet, 1987);

¢) cambios en la distribucion de glicoconjugados superficiales (Cross y Overstreet, 1987),

d) modificaciones en la distribucién y contenido de antigenos de superficie
(Yanagimachi, 1994, Villarroya y Scholler, 1987);

e) cambios en el patron de organizacién de las particulas intramembranales (Rosado,
1988; Reyes y Col, 1980);
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f) modificaciones en la conformacion de las proteinas propias de la membrana (Rosado,
1988);
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g) cambios en la permeabilidad membranal a los iones, principalmente al calcio (Reyes y
Col, 1980; Reyes, 1994).
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Existen en la literatura numerosos y muy buenos trabajos de revisién en los que se
analiza cuidadosamente el conocimiento actual sobre la regulacién de la capacitacion en
diferentes especies animales (Rosado, 1988; Yanagimachi, 1994; Rogers, 1978;
Bedford, 1983; Chang, 1984; Yanagimachi, 1990), por lo que en este trabajo la
discusion versara principalmente acerca de los avances recientes en el estudio de la
capacitacion en humanos.

EVENTOS PRINCIPALES QUE OCURREN EN LOS ESPERMATOZOIDES HUMANOS
DURANTE LA CAPACITACION.
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Los mecanismos que regulan, asi como la secuencia de eventos que se suceden
durante la capacitacién in vivo en estas células son practicamente desconocidos, a
pesar de la posibilidad actual de utilizar material biolégico y técnicas que eran
practicamente inaccesibles hasta hace 10 afios. Sin embargo, la amplia aplicacion actual
de las técnicas de fertilizacion in vitro y de reproduccion asistida en general requiere de
estudiar con mayor precisién y abundancia los mecanismos que regulan la capacitacion
in vitro y la induccién de la reaccién acrosomal en el espermatozoide humano.
2224740

MOVILIDAD.- La movilidad espermatica es considerada como uno de los parametros
importantes en el proceso de la fertilizaciéon, ya que participa tanto en el transporte de
los espermatozoides hacia la regidon ampular de la trompa de falopio, asi como durante
la interaccion de los gametos y los eventos previos a la fusion de los mismos. El primer
cambio en el patréon de movilidad que se observa in vitro después de la eyaculacion,
parece ser inducido por la eliminacion del plasma seminal y/o por la resuspensién de los
espermatozoides en alguna solucion fisioldgica o medio de cultivo. En este caso, la
velocidad de desplazamiento celular aumenta y la movilidad se toma vigorosa y
unidireccional (Robertson y Wolf, 1988) Este cambio se ha asociado principaimente a la
menor viscosidad que tienen los medios de cultivo comparados con el plasma seminal
(Robertson y Wolf, 1988) pero no es indicativo de capacitacion.

En diferentes especies de mamiferos se han identificado cambios caracteristicos en la
movilidad espermatica asociados con la etapa final de la capacitacion y el disparo de la
reaccion acrosomal, tanto in vitro como in vivo, estos cambios se conocen
genéricamente con el término de “hiperactivacion” (Yanagimachi, 1994). La expresion
mas obvia de la hiperactivacion es la movilidad mas vigorosa pero con poco
desplazamiento progresivo, debida 1) al aumento en el movimiento y flexién del flagelo,
2) a la gran amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza y 3) a que la trayectoria
observada es curvada y tortuosa o bien con tipo de estrella (Robertson y Wolf, 1988,
Morales y Col, 1988). La importancia funcional de la hiperactivacion puede incluir la

regulacion del transporte espermatico en el oviducto y la generacién de la fuerza
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requerida para la penetracion de la capa de células de granulosa y de la zona pelucida
en el ovocito (Yanagimachi, 1994).

Varios investigadores han publicado sus observaciones acerca de los cambios en la
trayectoria de los espermatozoides humanos durante la capacitacion in vitro, habiéndose
realizado estudios detallados del movimiento flagelar que demuestran la aparicion de
hiperactivacion en aproximadamente 20% de los espermatozoides después de
incubarios en condiciones adecuadas (Robertson y Wolf, 1988, Morales y Col, 1988,
Tesarik y Col, 1990). Por otra parte, se ha demostrado que estos cambios en el patrén
de movilidad, ademas, se presentan preferentemente en espermatozoides con
morfologia normal y que en los espermatozoides provenientes de pacientes infértiles, la
proporcion que presenta los movimientos caracteristicos de la hiperactivacion es
significativamente menor (Morales y Col, 1988). En los individuos oligozoospérmicos
estas alteraciones en la movilidad estan asociadas también con una menor capacidad
de los espermatozoides para completar la capacitacion, lo cual puede explicar, al menos
en parte, su incapacidad de fertilizar.

Recientemente se demostro en el hamster que la expresion de la hiperactivacion en los
espermatozoides capacitados in vitro es precedida por una elevacion . en las
concentraciones intracelulares del monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) y del calcio,
asociadas con una disminuciéon en el pH intracelular (White y Aitken, 1989). En los
espermatozoides humanos se han demostrado cambios similares a los descritos
anteriormente en las concentraciones intracelulares de calcio y protones, cuando son
incubados en condiciones de capacitacion (Reyes y Col, 1990, Reyes, 1994), pero su
relacién con la hiperactivacion no se ha establecido.

Componentes tanto del cumulus oophorus como del liquido folicular humano tienen un
efecto estimulante en la movilidad de los espermatozoides capacitados (Reyes y Col,
1990, Reyes, 1994; Tesarik y Col, 1990; Mendoza y Tersarik, 1990); este hecho, asi
como la existencia de un tipo particular de desplazamiento que esta asociado con la
incubacién de estas células en presencia de componentes solubles del cumulus (Tesarik
y Col, 1980), apoyan la posibilidad de que la hiperactivacion forme parte del fendmeno
de capacitacion en los humanos.
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CAMBIOS METABOLICOS.- Tanto el desplazamiento de los espermatozoides hasta el
sitio de la fertilizacién in vivo, como la penetracién in vivo e in vitro de las diferentes
capas que envuelven a los ovocitos, requieren de un gasto energeético considerable, por
lo que es necesario que las vias metabdlicas espermaticas se encuentren activadas,

incluyendo a todos los sistemas enzimaticos.

a) Metabolismo.- Algunos aspectos del metabolismo energético de los
espermatozoides humanos se han investigado durante la capacitacién in vitro,
habiéndose demostrado la importancia de la presencia de substratos glicolisables en los
medios de incubaciéon ya que los gametos masculinos obtienen la mayor parte de su
energia a partir de esta via.

Hicks y colaboradores estudiaron el efecto del AMPc, el 17-B-estradiol y el liquido
folicular sobre la glicolisis en estas células y reportaron un incremento significativo en el
consumo de oxigeno, cuando se adicionaron los componentes antes mencionados a los
sistemas de incubacién (Hicks y Col, 1972). Estos autores analizaron también, por
medio de substratos marcados radiactivamente, la preferencia espermatica para utilizar
una o mas de las vias metabdlicas de la glucosa y demostraron que durante la
capacitacion in vitro la glucosa se utiliza preferentemente por la via glicolitica, aunque
existe también un consumo altemnativo al través de la via de las pentosas (Hicks y Col,
1972).

Por ofra parte, Rogers y Perreault demostraron que la estimulacion de la glicdlisis facilita
la capacitacion in vitro en los espermatozoides humanos y que la optimizacion de este
proceso depende tanto del tipo de carbohidrato utilizado (glucosa> manosa> fructosa>>
galactosa), como de su concentracién (Rogers y Perreauit, 1990).

Una explicacion posible para el efecto estimulante del liquido folicular .sobre el
metabolismo espermatico reside en la presencia de histidina como uno de los
aminoacidos mas abundantes en esta secreciéon (Velazquez y Col, 1977), ya que
Delgado y col. (1975) reportaron que la incubacién en presencia de este aminoacido
favorece la liberacidén del zinc endégeno en los espermatozoides humanos lavados, lo
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que induce un incremento significativo en su consumo de oxigeno y en la movilidad, asi
como otros cambios en el metabolismo de estas células.

b) Actividad Enziméitica.- Tanto el inicio y mantenimiento de la movilidad, como la
activacién del metabolismo espermatico estan asociados con la activacion de sus
sistemas enzimaticos. Como ejemplos de las enzimas estudiadas durante la

capacitacion estan la adenilil ciclasa, las protein cinasas, las ATPasas y la fosfolipasa
Ao.

Existen evidencias de que la actividad de la adenilil ciclasa espermatica se incrementa
durante la capacitacién, lo cual a su vez aumenta la concentracion intracelular de
AMPciclico (Reyes y Col, 1988). Estos cambios no solo favorecen la movilidad vigorosa
en los espermatozoides (Reyes y Col, 1988), sino que estimulan también la actividad de
las protein cinasas dependientes de este nucleétido. Es posible que la fosforilacién de
proteinas inducida por el AMPc induzca cambios en las propiedades fisiolégicas de las
membranas espermaticas, principalmente a través de cambios en las estructuras
terciaria y cuaternaria de las proteinas membranales (Rosado, 1988; Huacuja y Col,
1977; Garcia y Col, 1991).

Por otra parte, la actividad de la fosfolipasa Ao ha sido asociada con los eventos de
fusion membranal caracteristicos de la reaccién acrosomal (Rosado, 1988; Huacuja y
Col, 1977, Garcia y Col, 1991). La accion de esta enzima sobre los fosfolipidos de la
membrana espermatica provoca la acumulacién de lisofosfolipidos, compuestos capaces
de producir fusidn y lisis membranal (Meizel, 1985). Recientemente se reporté que la
actividad de esta enzima aumenta significativamente cuando los espermatozoides
humanos se incuban en presencia de AMPc y liquido folicular, asi como la posibilidad de
que los cambios en la distribucion subcelular de esta enzima participen en la
capacitacion espermatica (Rosado, 1988; Huacuja y Col, 1977; Garcia y Col, 1991).

c) Transporte de lones .- Los espermatozoides viables mantienen gradientes idnicos

precisos al través de su membrana plasmatica, los cuales se regulan principalmente
mediante ATPasas dependientes de sodio, potasio o calcio. La relacidon iénica
intra/extracelular no es constante y se modifica durante la incubacidon en condiciones de

capacitaciéon (Reyes y Col, 1988; Reyes, 1994). Estos movimientos idnicos tienen como
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resultado la activacién de enzimas como la adenilil ciclasa y enzimas de origen
acrosomal, y han sido asociados también con los cambios en las caracteristicas de la
movilidad durante la capacitacion (Reyes y Col, 1978, Meizel, 1978, Reyes y Col, 1988).

c.1) ATPasas Dependientes de lones.- Gordon y col. (1978) reportaron la presencia de
una ATPasa dependiente de caicio en la membrana acrosomal extermna de los
espermatozoides de cobayo, sugiriendo que esta enzima bombea calcio hacia adentro
del acrosoma, estimulando la reaccion acrosomal. Ashraff y col. (1982) encontraron
esta enzima en la membrana plasmatica de la cabeza o el flagelo espermaticos y Garcia
y col. (1991) demostraron la presencia de una ATPasa dependiente de Ca2t no
solamente en los espermatozoides de cobayo sin acrosoma, sino también en las
membranas periacrosomal y acrosomal extema. La actividad asociada con la
membrana plasmatica representd cerca del 25% de la actividad enzimatica total y fue,
en condiciones basales, cerca del doble que la observada en la membrana acrosomal.
Cuando se llevd a cabo la reaccion acrosomal, parecié llevarse a cabo una redistribucion
de la enzima, junto con un incremento significativo en la actividad presente en los
espermatozoides sin acrosoma, al comparar con los controles.

Ashraff y col. (1982) reportaron también que la actividad de la ATPasa dependiente de
Na* y K* en los espermatozoides de cerdo esta restringida al flagelo, y Garcia y col.
(1991) encontraron que, en el cobayo, una proporciéon importante (70-75%) de la
actividad total de esta enzima puede recuperarse en el precipitado final
(espermatozoides sin acrosoma). Sin embargo, la actividad especifica de esta enzima
fue significativamente mayor en la membrana plasmatica (5 a 8 veces mas), lo que
apoya la idea de que la ATPasa dependiente de Na* y K* de la membrana plasmatica
de la cabeza de los espermatozoides tiene una actividad fisiolégicamente importante y
no es resultado de contaminacién. Mas aun, la incubacién en medio capacitante
aumentd la actividad de la enzima tanto en la membrana plasmatica como en la
acrosomal externa. Estos incrementos, junto con la presencia constante de esta
actividad en la fraccion de espermatozoides sin acrosoma, apoyan aun mas la idea de
que esta enzima tiene una participacién importante en la capacitacion.

CAMBIOS MEMBRANALES .-
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a) Rearreglo Membranal.- Las membranas son un ensamble dindmico de proteinas y
lipidos capaces de responder a las sefiales ambientales que modifican funciones
celulares especificas. Los cambios en la topografia membranal, o la redistribucién de
las moléculas de la superficie celular dentro o fuera de regiones especificas, pueden
considerarse como adaptaciones fisioldgicas a las modificaciones ambientales.
Actualmente se sabe que el ammeglo de las moléculas en regiones discretas en la
superficie celular, es de la mayor importancia para el desempeno normal de las células.
La topologia membranal de las moléculas superficiales puede controlar su funcién
determinando el ambiente de la molécula, ya sea mediante las interacciones entre las
moléculas entre si o entre las moléculas que pertenecen a diferentes células

adyacentes.

La redistribucion o los cambios estructurales en la topologia superficial de las moléculas
membranales pueden ocurrir, tedricamente, a través de varios mecanismos incluyendo:

1) enmascaramiento o desenmascaramiento de moléculas superficiales, tanto
por adsorcién de moléculas del solvente o por rearreglo de proteinas membranales
intrinsecas; estos procesos modifican la exposicién al medio ambiente de proteinas
especificas, haciéndolas accesibles o inaccesibles como sitios de fijacién o
reconocimiento;

2) insercion local de moléculas por adsorcién del medio ambiente o, por el
contrario, supresion de las mismas por disolucién en el medio de suspension de la

célula;

3) migracion de moléculas presentes en la superficie (Stryer, 1988). La
migracion lateral puede estimularse por la fijacion de ligandos y es evidente en el
fenémeno de "capping”; sin embargo, este tipo de migracion se ha observado también
en ausencia de interaccion con ligandos, un ejemplo puede ser el agrupamiento de los
receptores a acetil colina en miotubulos en cultivo. |

Las modificaciones en la topologia membranal pueden propiciarse también por cambios
en la composicion de los lipidos, que a su vez pueden inducir el rearreglo en las
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proteinas superficiales de acuerdo con las variaciones en la polaridad del medio
ambiente (Stryer, 1988).

a.1) Antigenos.- Durante la capacitacion los espermatozoides experimentan
alteraciones en su expresion antigénica. Por ejemplo, Okabe y Col, (1987) desarroliaron
un anticuerpo monoclonal que presenta un aumento en su reactividad con los
espermatozoides capacitados, comparados con los espermatozoides sin capacitar.
Utilizando anticuerpos monoclonales desarrollados en contra de espermatozoides
humanos, Villarroya y Scholler (1987) demostraron cambios en la fijacion del anticuerpo
después de la capacitacién. Ellos demostraron también una migracién de los antigenos,
dependiente de calcio, de la parte anterior de la cabeza a la region postacrosomal
después de la reaccidén acrosomal.

Myles y Primakoff (1985) describieron que después de la incubacién en condiciones de
capacitacion, los espermatozoides presentan migracion de antigenos superficiales
presentes originalmente en la parte posterior del flagelo, hacia la parte anterior del
mismo. Estos autores sugirieron que esta redistribucion obedece a un proceso que
requiere energia, es dependiente de temperatura, ocurre en ausencia de caicio exégeno
y se bloquea cuando se impide el movimiento espermatico. Ademas, el antigeno
conocido como PH-20, localizado exclusivamente en la region posterior de la cabeza en
los espermatozoides con acrosoma intacto, migra después de la incubacién en
condiciones capacitantes hacia la regién anterior de la cabeza y después de que se lleva
a cabo la reaccién acrosomal, puede demostrarse en la membrana acrosomal interna.

Puesto que en estos dos casos no fue posible demostrar la participacién de un ligando
externo, los autores sugirieron que estos rearreglos membranales funcionan como
respuesta a un programa interno que ocurre durante la capacitacién. La migracion de
antigenos en direccidn opuesta, de la cabeza al flagelo, se ha descrito en el cerdo
(Bearer y Friend, 1990).

b) Factor(es) Descapacitante(s).- Existen evidencias de que durante y después de la
eyaculacién, algunos componentes del plasma seminal (glicoproteinas, polipéptidos,
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proteinas) se fijan fimemente en la superficie de los espermatozoides inhibiendo su
capacidad fertilizante. Esta unién, denominada *descapacitacién”, es tan firme que
algunas de estas moléculas no pueden removerse de la membrana espermatica
mediante lavados repetidos con soluciones fisiologicas, y la eliminacion o modificacion
de estos materiales adsorbidos se ha considerado como uno de los eventos esenciales
de la capacitacion in vivo 6 in vitro (Yanagimachi, 1994; Reyes y Col, 1980; Reyes,
1994).

La presencia en el plasma seminal y en secreciones obtenidas de diferentes 6rganos del
aparato reproductor masculino de componentes que previenen o revierten la
capacitacién, fue descrita desde hace 15-20 afos; sin embargo, debido a que se han
encontrado varias moléculas con estas caracteristicas (Yanagimachi, 1894; Reyes y Col,
1980; Reyes y Col, 1990, Reyes, 1994), su naturaleza bioquimica no ha sido
completamente elucidada. Se ha sugerido que el(los) factor(es) descapacitante(s)
actia(n) en la membrana espermatica bloqueando receptores, grupos funcionales,
enzimas, mecanismos o canales de intercambio idnico, etc. y que sus funciones incluyen
la proteccion de la integridad de los espermatozoides durante su estancia en el
ambiente vaginal, asi como la inhibicién de la reacciéon acrosomal en regiones del

aparato genital femenino que no son las apropiadas (Yanagimachi, 1994, Reyes y Col,
1980; Morales y Col. 1988).

c) Componerites de la Membrana.- El analisis morfoiégico de los espermatozoides en
proceso de capacitacion sugiere que no suceden cambios previos a la reaccion
acrosomal; sin embargo, el uso de métodos de analisis mas precisos ha indicado la
existencia de cambios membranales importantes durante la capacitacion, tanto a nivel
superficial (bioquimicos) como intramembranal (ultraestructurales), ademas de la
eliminacion de los materiales adsorbidos durante la maduracion epididimaria y la
eyaculacion. Entre estos cambios se han identificado los siguientes:

c.1) Proteinas.- De acuerdo al modelo aceptado de las membranas bioldgicas como
"mosaicos fluidos", las proteinas y glicoproteinas estan asociadas con las bicapas de
lipidos que forman la matriz membranal mediante uniones no covalentes (Rosado, 1988:
Reyes y Col, 1990, Reyes, 1994; Stryer, 1988). Estas proteinas intrinsecas que forman
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parte de la bicapa, solo pueden eliminarse mediante tratamientos severos (uso de
detergentes por ejemplo); sin embargo, existen proteinas localizadas en la superficie
celular (periféricas) que se asocian con la membrana principalmente mediante
interacciones electrostaticas y pueden eliminarse por medio de agentes quelantes,
modificando el pH o la fuerza idnica del medio de cultivo. La capacitacion espermatica
involucra principalmente cambios en las proteinas superficiales (Rosado, 1988; Reyes y
Col, 1990, Reyes, 1994; Yanagimachi, 1994).

La distribucion de estas proteinas y glicoproteinas en la membrana de los
espermatozoides humanos ha sido estudiada mediante el analisis de los patrones de
fijacion de lectinas y anticuerpos monoclonales fluorescentes (Cross y Overstreet, 1987).
La capacitacion in vitro de estas células cambia el patron de fijaciéon de estas moléculas,
a semejanza de lo que ocurre en otras especies de mamifero, lo que refieja pérdida de
componentes superficiales o bien alteraciones en la carga superficial de las células. De
hecho, mediante el uso de técnicas electroanaliticas (polarografia), se ha demostrado
que la carga negativa y el contenido de a&cido sidlico en la superficie de los
espermatozoides humanos efectivamente disminuye cuando se incuban en condiciones
de capacitacién (Rosado y Col, 1973).

Por otra parte, el analisis con microscopia electrénica de los espermatozoides incubados
con liquido folicular indica un rearreglo de la capa superficial de glicoproteinas
(glicocalix), junto con la aparicién de areas libres de estas moléculas en la region
acrosomal, asi como un agrandamiento substancial en el tamafo y la cantidad de
material filamentoso superficial (Reyes y Col, 1980). Este reacomodo parece deberse al
intercambio de glicoproteinas entre las secreciones propias del aparato genital femenino
y la membrana de los espermatozoides. En el humano no se conoce el efecto que
tienen estas secreciones en relacién a la capacitacion, pero en los ovinos por ejemplo,
se ha demostrado que la incubacién de los espermatozoides en presencia de liquido
uterino y/o liquido de oviducto recolectados durante la etapa de estro, tiene como
consecuencia la liberaciéon de proteinas de la superficie espermatica, asi como la
adsorcién de proteinas de estas secreciones en las membranas. Reyes y col.
demostraron que este proceso forma parte de la capacitacion en los espermatozoides
de carnero (1975).
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La espectroscopia de infrarrojo se ha utilizado para obtener informacién acerca de la
conformacion de las proteinas intrinsecas de las membranas. En el caso de los
espermatozoides humanos, estudios realizados utilizando esta herramienta han
demostrado que la conformacién de una gran proporciéon de las proteinas de las
membranas corresponde al tipo B que es el mas estable, pero durante la capacitacion
estas proteinas membranales cambian hacia conformaciones menos estables (hélice a
y/o enrollamiento al azar). Estos cambios estructurales parecen iniciarse por la
fosforilacién dependiente de AMPc de estas proteinas (Huacuja y Col, 1977) y podria
deberse también, al menos en parte, a los cambios fisicos y/o quimicos simultaneos que
suceden en los lipidos de la membrana durante la capacitaciéon (Toshimori y Col, 1887).

Por otra parte, la fibronectina es una glicoproteina de alto peso molecular que se
identifica principalmente en la superficie de la membrana plasmatica de los
espermatozoides incubados toda la noche en condiciones de capacitacién in vitro.. Esta
proteina contiene la secuencia de aminoacidos ARG-GLY-ASP (RGD), que participa en
muchos sistemas de adhesion célula-célula y célula-matriz, como una secuencia de
reconocimiento de los receptores membranales celulares conocidos como integrinas
(Mercado y Rosado, En prensa). Recientemente se demostro que varios oligopéptidos
derivados de la fibronectina que contienen la secuencia RGD inhiben competitivamente
la adhesién de los espermatozoides humanos a los évulos de hamster y su penetracion
posterior, implicandose a los receptores de integrina en la interaccién de los gametos.

c¢.2) Lipidos.- A partir de 1976 cuando Davis y col. demostraron en el conejo que los
espermatozoides capacitados in vivo pierden su capacidad fertilizante al colocarse en un
medio de incubacién rico en colesterol, el estudio de la participacién de los lipidos
(endbgenos y exdgenos) en la capacitacion ha ocupado numerosas paginas en libros y
revistas especializados.

La composicién de los fosfolipidos y su relacién molar con el colesterol regulan la fluidez
y la permeabilidad iénica en todas las membranas biologicas; estos dos parametros
membranales cambian durante la capacitacion espermatica (Rosado, 1988; Reyes y Col,

1990, Reyes, 1994). En el caso de los espermatozoides humanos existen evidencias de
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que la capacitacién in vitro involucra la eliminacion de colesterol de la membrana
plasmatica, fenémeno reversible que esta asociado con la presencia de proteinas
aceptoras de esteroles en el medio de incubaciéon (Yanagimachi, 1990, Yanagimachi,
1994, Reyes, 1994).

222470

Las concentraciones plasmaticas de colesterol y fosfolipidos se midieron en
espermatozoides humanos completos, asi como en fracciones aisladas de cabezas y
flagelos, antes y después de la incubacién en un medio capacitante quimicamente
definido (Reyes, 1994; Yanagimachi, 1994). Se observé que la capacitacion influyd
principaimente en el contenido de lipidos de la cabeza de los espermatozoides; tanto el
colesterol como la relacidon colesterol/fosfolipidos disminuyeron 20 y 30%
respectivamente en esta fraccion después de la incubacidén. La adicidn de liquido
folicular o suero sanguineo femenino a este medio de incubacién, produjo la eliminacion
de 40-50% del colesterol membranal, el cual se recupera unido a las lipoproteinas y la
albumina presentes en estas secreciones.

Las alteraciones fisicas y/o quimicas de la bicapa de lipidos membranales durante la
capacitacién, parecen tener como resultado adicional la induccién de modificaciones en
las proteinas intrinsecas de la membrana plasmaética, lo que se demuestra mediante la
induccion de rearreglos en las particulas intramembranales, analizables mediante
criofractura. Se ha observado la aparicion de zonas carentes de estas particulas en la
membrana plasmatica de los espermatozoides capacitados; estas areas, a diferencia de
las areas circunvecinas ricas en particulas intramembranales, carecen practicamente de
colesterol y tienen un contenido muy escaso de lipidos anidnicos (por ejemplo
cardiolipina). Estos cambios en la composicidon de las proteinas y los lipidos
membranales pueden estar relacionados con los cambios descritos en las propiedades
biofisicas y fisioldgicas de la membrana plasmatica de los espermatozoides,
particularmente en relacién con el transporte de iones y la posibilidad de llevar a cabo la
fusion membranal.

d) Receptores y Grupos Funcionales.-

d.1) Receptores.- Todas las membranas biolégicas poseen moléculas superficiales
(proteinas) que actian como receptores para diversos compuestos exdgenos como
enzimas, hormonas, proteinas, etc. En el caso de los espermatozoides humanos se han
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identificado receptores membranales a moléculas como nucledtidos ciclicos (AMPc),
esteroides (17-B-estradiol) y glicosaminoglicanos (heparina), cuya actividad se modifica
durante la capacitacion in vitro.

d.2) Grupos Funcionales.- Como ejemplo de los cambios superficiales inducidos
durante la capacitacion in vitro, Rosado y col. analizaron comparativamente el contenido
membranal de grupos -SH (sulfhidrilo) y grupos -NHo (amino) presentes tanto en
espermatozoides humanos lavados, como incubados en presencia de liquido folicular
(Rosado y Col, 1973). Ellos encontraron que la presencia de este liquido bioldgico
produce una disminucion de casi 50% en el numero de grupos amino libres y de 18% en
el numero de grupos -SH activos, después de 3h de incubacion. Posteriormente, Reyes
y col. demostraron la importancia de los grupos -SH membranales durante la
capacitacidn-fertilizacion, al reportar que cuando estos grupos funcionales se bloquean
quimicamente se interfiere significativamente con la habilidad de los espermatozoides de
conejo para capacitarse in vivo (Reyes y Col, 1880).

DESCONDENSACION DEL NUCLEO ESPERMATICO EN EL OOPLASMA.
NUCLEO ESPERMATICO

Antes de discutir el proceso y mecanismo de la descondensacidn nuclear del -
espermatozoide, es necesario decribir algunos de los rasgos que caracterizan el
nucleo del espermatozoide de los mamiferos.

Debemos mencionar en este punto que la membrana nuclear del espermatozoide posee
también caracteristicas sui generis, siendo diferente a la de las células somaticas en
dos hechos fundamentales (Eddy y O'Brien, 1994)

a) mientras que en la mayoria de las células somaticas la distancia entre
las dos capas de la membrana nuclear es de 40 a 60 nm, en el
espermatozoide esta distanciaes de solo 7a 10 nm, y

b) ausencia de poros en la mayor parte de su extensién

HISTONAS Y PROTAMINAS EN EL NUCLEO.
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Tanto en las células somaticas, como en la espermatogonia y en los espermatocitos,
las histonas son sintetizadas en el nucleo durante la interfase del ciclo célular y luego
unidas al DNA recién sintetizado. Durante la transformacién de espermatidas redondas
a espermatozoides, todas o casi todas sus histonas son substituidas por proteinas
trénsicionales y después por protaminas mas basicas que son ricas en arginina, serina
y cisteina (Poccia, 1986). Esta substitucidn secuencial de proteinas coincide con la
compactacion de la cromatina y la represion de la actividad transcripcional en el nucleo
(Hecht, 1989). En los espermatozoides de humano y de ratdon, pequenas cantidades
de histonas permanecen unidas al DNA. También ha sido reportada la persistencia de
las proteinas de transicion en el nucleo del espermatozoide de humano. En el
eyaculado humano existe una proporcién variable de nucleos inmaduros (Bedford y Col,
1973) y quiza esto pueda contribuir a la presencia de tales proteinas. De hecho la
proporcién de histonas y proteinas de transicién son considerablemente mayores en los
espermatozoides de los hombres infértiles que en los fértiles (Blanchard y Col, 1990).

Un evento desusado dentro del nucleo espermético de los mamiferos euterios es la
extensa conversion de grupos SH a grupos S-S en las protaminas durante el pasaje
(maduracién) a través del epididimo (Seligman y Col, 1991). Esto transforma al nicleo
en una estructura resistente al dao fisico y quimico. La rigidez del ntcleo conferida por
su cualidad protéica parece ser benefica para el pasaje mecanico de la cabeza
espermartica a través de la zona pelucida.

EMPAQUETAMIENTO DEL DNA EN EL NUCLEO ESPERMATICO

El DNA es empacado de una manera unical dentro del nticleo espermatico. En el nicleo
somatico de las células, el DNA es empacado primariamente en nucleosomas, en los
cuales aproximadamente 140 pares de bases del DNA dan casi dos vueltas a un
octamero de histonas; los nucleosomas adyacentes seran agrupados a su vez en
solenoides. De acuerdo a un modelo establecido (Ward y Col, 1989), las protaminas en
el nucleo espermatico se unen al DNA adhiriendose a lo largo de la curvatura menor,
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con hilos de DNA, formando un paquete paralelo. en un arreglo lineal. La cromatina
queda asi arreglada de una manera ordenada dentro de la matriz nuclear (Bellve, 1992).

Por medio de la microscopia de luz y por el microscopio electronico, es posible
observar el nucleo espermatico que aparece como una estructura homogénea de
cromatina altamente compactada. Los cromosomas individuales no pueden ser
identificados. Sin embargo ahora es posible determinar la presencia o ausencia de
cromosomas especificos (ej. los cromosomas X y Y) en el nucieo del espermatozoide
por hibridacién in situ usando pruebas moleculares especificas (Han y Col, 1993).

El tamafo y forma de la cabeza espermatica esta determinada por el tamano y forma del
nticleo y en la parte rostral por el acrosoma. El mecanismo por el cual son determinadas
las caracteristicas especie especificas de estos organelos es aun desconocida (Pogany
y Balhomn, 1992) sin embargo es conveniente mencionar el descubrimiento de algunas
proteinas matriciales, semejantes a las encontradas en las células somaticas, que
podrian ser importantes en la conformacion del nucleo del espermatozoide.

El ADN en una célula somatica, tanto en reposo como cuando se estructura para formar
cromosomas durante la mitosis, esta empaquetada en un primer nivel formando
nucleosomas, en los cuales el ADN esta envuelto, formando dos asas completas (200
pares de nucledtidos), alrededor de un nucleo octamérico de histonas (McGhee y
Felsenfeld, 1980). La continuidad de la cadena de ADN establece, al terminar su
arrollamiento sobre un nucleosoma, un puente que une los nucleosomas entre si. Esta
estructura, llamada en collar de perlas, puede ser posteriormente superestructurada
para formar un solenoide (Finch y Klug, 1976). Debe tenerse en cuenta, sin embargo,
que este tipo de empaquetamiento requiere una gran cantidad de espacio, primero
porque los octdmeros de histona ocupan un volumen importante, y después porque el
enrollamiento y superenrrollamiento dejan espacids considerables en el interior de las
vueltas (Pienta y Coffey, 1984).

La espermiogénesis es un proceso morfogenético complicado durante el cual la
espermatide, a través de una serie intrincada de modificaciones morfo-bioquimicas, da
origen al espermatozoide. Entre estos cambios destacan las modificaciones que

experimenta el nucleo, el cual de esférico se transforma en un cuerpo pequefo,
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aplanado con una forma que es mas o menos caracteristica de cada especie. Por otro
lado, la cromatina, difusa en la espermatide, adquiere durante este proceso su aspecto
compacto y su estructura notablemente condensada. El nucleo del espermatozoide del
ratén posee un volumen 40 veces mas pequefio que el nucleo de una célula hepética
(Wyrobek y col, 1976; Pogany y col, 1981), sin embargo, en este pequefio espacio debe
acomodarse la mitad de la cantidad de ADN presente en una célula somatica. Usando
los calculos de Pienta y Coffey (1984). se puede encontrar que el nucleo del
espermatozoide de ratdn es seis veces mas condensado que €l ADN de un cromosoma
mitético, lo cual hace al ADN del espermatozoide la forma mas condensada de ADN en
las células eucariotas.

Si bien es cierto que el volumen nuclear de las células somaticas es suficiente para
contener la cantidad adecuada de ADN constituida en esta estructuraciéon nuclieosomal,
el volumen del nucieo del espermatozoide es tan reducido que los calculos indican que
si la organizacion del ADN de la célula espermatica se hiciera de la misma manera que
en las células somaticas, es decir en estructuras del tipo nucleosoma, se requeriria un
volumen mas de dos veces superior (213%) del que se dispone en la cabeza del
espermatozoide (Pogany y col, 1981), es pues facil concluir que el ADN del
espermatozoide debe estar empaquetado de una manera totaimente diferente, como ha
sido feacientemente demostrado en la Ultima decada (Balhom, 1982; Hemandez-Pérez
y Rosado, 1988, Ballesteros y col, 1988; Ward y Coffey, 1989).

Se ha demostrado que existen diferencias importantes entre las propiedades
fisicoquimicas del ADN del espermatozoide y el de una célula somatica (Leucocito)
(Hemandez-Pérez y Rosado, 1988, Ballesteros y col, 1988). Estas diferencias son: La
relacion de absorbancia 260/230, el valor de Tm y el contenido de G+C son mayores
para el ADN del espermatozoide que para el ADN del leucocito. La densidad de
flotacion indicod la presencia de una cantidad importante del ADN en un componente
satélite, que no pudo ser identificado en el ADN de los leucocitos. La cinética de
reasociacion del ADN del espermatozoide mostré un contenido de 12.1% de secuencias
altamente repetitivas, mientras que el ADN del leucocito mostrdé solo 9.2%. Las
secuencias unicas constituyeron 64% del ADN del leucocito y 59% para el ADN del
espermatozoide.

Existe en la actualidad suficiente evidencia para asegurar que la organizacién
nucleosomal de la cromatina en las células somaticas depende solo de la presencia de
la cadena de ADN y de las cuatro histonas basicas, H3, H4, H2a y H2b. Es bien sabido
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que durante la espermiogénesis el complemento de histonas de la cromatina
espermatica es drasticamente modificada, las histonas de la cromatina espermética son
substituidas por proteinas especificas llamadas protaminas, en el espermatozoide
humano Unicamente el 15% de las proteinas basicas de la nucleoproteina espermatica
han sido identificadas como histonas (Tampaichitr y col, 1978)

Todas estas diferencias permitirian postular que en la asociacion ADN/proteinas basicas
que constituyen la estructuraciéon nuclear en el esperma, el ADN debe desempenar un
papel importante, no tan pasivo como el que parece desempefiar en la estructuracion
del nucleosoma. Esta actividad organizacional del ADN podria ser demostrada por los
experimentos de Gatewood y col (1987) quienes demostraron que secuencias
especificas del ADN se encuentran selectivamente asociadas con las histonas que
permanecen en la cromatina, lo cual sugiere que los dos tipos de asociacion
ADN/protaminas y ADN/histonas son funcionalmente diferentes y tambien que esta
especificidad es determinada por el ADN.

Para explicar los mecanismos que determinan la adquisicion de la forma caracteristica
del nucleo y, por lo tanto, de la cabeza del espermatozoide en las diferentes especies se
han propuesto cuatro hipétesis. Hasta el momento actual no hay ninguna evidencia
directa que apoye, o desmienta, ninguna de estas hipétesis:

(1) El anulus o anillo nuclear, junto con los microtubulos que constituyen la llamada
"manchette” podrian ser los factores determinantes, sin embargo, la evidencia que
se ha propuesto hasta la fecha pareceria indicar que, si estas estructuras
desempenan algun papel, estarian solo implicados en la elongacion vy
conformacién de la region post-acrosomal del espermatozoide (Ward y Coffey,
1989)

(2) Una de las estructuras importantes que forman la interrelacion entre la espermatide y
la célula de Sertoli es la llamada "envoltura”" (mantle), la cual esta constituida por
un conjunto de filamentos ectoplasmicos que contienen actina y que rodean la
porcidn anterior del nucleo de la espérmatide, ha sido propuesta como un factor de
importancia en la determinacion de la forma y la estructuracion de la cabeza del
espermatozoide (Vogl y Soucy, 1985)

(3) Las fuerzas que determinan el modo de agregacion de los complejos ADN-nucleo-
proteinas, determinan por un lado la estructuraciéon nuclear y este proceso de
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condensacién se refleja en la adquisicién de la forma caracteristica del nucleo
(Fawcet y col, 1971; Ballesteros y col, 1988).

(4) En el espacio subacrosomal de las espermatides que inician su proceso de
elongacién y en la region post-acrosomal de los espermatozoides se ha descrito la
presencia de numerosos filamentos que contienen actina y que se ha propuesto
podrian desempefar un papel importante en la conformacion de la cabeza
espermatica (Welch y O'Rand, 1985)

(5) Recientemente se ha demostrado que en las células somaticas los solenoides
cromatinicos estan organizados espacialmente por su fijacion, aproximadamente
cada 60 000 pares de bases del ADN, a una estructura proteica llamada matriz
nuclear, esta fijacion contribuye a formar dominios o asas que parecen tener gran
importancia en el funcionamiento del ADN. Por ejemplo se sabe que la duplicacion
del ADN se incia en sitios de fijacion a la matriz (Pardoll y col, 1980; Vaughn y col,
1990), que la organizaciéon de la matriz es diferente en varios tipos celulares y
varia con el estado funcional de la célula (Fey y Penman, 1988;Getsenberg y col,
1990), que los genes activos se encuentran especificamente asociados con la
matriz nuclear y que su trancripcién adecuada depende de esta fijacion (Stief y col,
1989)

Varios investigadores han demostrado que es posible aislar de nucleos de espermato-
zoides una estructura semejante a la matriz nuclear de las células somaticas (Rodman y
Pruslin, 1985) y que esta estructura es capaz de organizar el ADN en dominios o asas
que parecen ser notablemente diferentes a los dominios o0 asas determinados en las
céluias somaticas (Ward y col, 1989) siendo notablemente mas cortas (50%) y por
supuesto no enrolladas ni superenrolladas. Sin embargo hasta ahora no se ha
determinado el papel que la matriz nuclear podria desempedar en la estructuracion del
nucleo espermatico en los mamiferos, aspecto que debe ser considerado de la mayor
importancia por la posicién de la matriz como determinante de los sitios de replicacion,
los cuales se encuentran bloqueados en el espermatozoide.

Una vez realizada la penetracién del espermatozoide al interior del ovocito, todo este
cuidadoso programa de empaquetamiento y estructuracion del nucleo espermatico, que
toma al organismo masculino un tiempo, variable segin la especie, pero siempre
considerable, debe ser revertido en cuestion de minutos.
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DESCONDENSACION NUCLEAR DEL ESPERMATOZOIDE.

El primer cambio visible que ocurre en el ntcleo del espermatozoide después de su
incorporacion en el huevo, es el rompimiento de la envoitura nuclear, la cual a diferencia
de las células somaticas no posee poros en toda la superficie, a excepciéon de su regién
posterior. El rompimiento de la membrana comienza al nivel del segmento ecuatorial y
contina hacia las partes anterior y posterior. El material perinuclear (teca) (Olson y
Winfrey,1988) comienza a mezclarse con el citoplasma antes de que la
descondensacion del nicleo se haga aparente. La velocidad de la descondensacién
varia entre las especies. En el hamster dorado, por ejemplo, la descondensacién se
hace aparente primero en la parte media del ntcleo espermatico aproximadamente 20
minutos depues de la fusidn del espermatozoide con el ovocito y se completa en los
siguientes 40 minutos (Barros y Yanagimachi, 1972). Los factores citoplasmicos que
causan la descondesacion nuclear espermatica y el desarrollo de pronucleo, parecen
no ser especie especificos. Por ejemplo, el nicleo del espermatozoide humano puede
descondensarse y transformarse en un pronucleo masculino aparentemente normal en
los ovocito de hamster, ovocitos de rana (Ohsumi y Col, 1986) y extractos de ovocitos de
rana (Brown y Col, 1987). Y mas aun, aunque muy deficientemente, algunas células
somaticas pueden inducir descondensacion (Johnson y Col, 1970) y sintesis de DNA en
el nicleo del espermatozoide.

MECANISMOS DEL ROMPIMIENTO DE LA ENVOLTURA NUCLEAR.

La naturaleza del factor responsable de la rapida desintegracion de la envoltura nuclear
del espermatozoide es desconocida. Se podria especular que fosfolipasas originadas en
el espermatozoide jugaran un papel impottante al respecto (Weiman y Col, 1986), pero
no existe una evidencia concreta a este respecto. De acuerdo a Berrios y Bedford
(1976), los espermatozoides de conejo y raton que se han fusionado con ovocitos
inmaduros en la etapa de GV, retienen sus envolturas nucleares intactas, por lo que se
infiere que los ovocitos inmaduros carecen de la habilidad de romper la envoltura
nuclear. Las observaciones de Usui y Yanagimachi (1976) contradicen lo anterior. Por lo

menos en el hamster la envoltura nuclear intrinseca desaparece rapidamenre; luego una
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nueva envoltura (sin poros y que recuerda la envoltura intrinseca nuclearjrodea a cada
nacleo. Esta misma secuencia de eventos ocurre cuando el espermatozoide se fusiona
con ovocitos fertilizados en las etapas de pronucleo o dos células. AGn cuando el
rompimiento de la envoltura nuclear parece ser un evento preliminar para la
descondensacion del nucleo del espermatozoide y el desarrollo subsecuente en un gran
pronicleo, el rompimiento de dicha envoltura no necesariamente conduce a la

descondensacion nuclear.

MECANISMOS DE LA DESCONDESACION NUCLEAR DEL ESPERMATOZOIDE.

Un indicio del mecanismo de la descondensacién nuclear del espermatozoide fue
obtenido en 1971 cuando Calvin y Bedford, reportaron que el nucleo espermatico dde
los mamiferos podia descondensarse rapidamente en un medio simple conteniendo
ditiotreitol (DTT), un agente reductor de puentes disulfuro y dodecil-suifato de sodio
(SDS), un detergente aniénico. Al mismo tiempo otros investigadores (Ecklund y Levine,
1975) demonstraron que el nucleo del espermatozoide pierde protaminas rapidamente
después de su entrada en el citoplasma. Todo esto, mas estudios subsecuentes han
conducido a la creencia que la reduccion de los puentes disulfuro en las protaminas
nucleares y el remplazamiento de las protaminas por histonas estan directamente
involucradas en la descondensacion nuclear del esperma en el ooplasma.

REMPLAZO DE LAS PROTAMINAS POR HISTONAS.

Cuando un espermatozoide entra en un ovocito, las protaminas son remplazadas por
histonas en los primeros 5 minutos. Este remplazo se lleva a cabo, probablemente, por
competencia intermolecular entre el DNA y las protaminas por la nucleoplasmina . La
nucleoplasmina es la proteina mas abundante en la matriz nuclear (sap). Esta gran
cantidad es liberada en el ooplasma a partir del nucleo del ovocito durante el
rompimiento de la envoltura de la vesiculas germinales. Antes de entrar a los ovocitos
maduros, el DNA de los espermatozoides esta fuertemente unido a las protaminas.
Cuando un nucleo espermatico penetra a un ooplasma rico en nucleoplasmina, las
protaminas abandonan el DNA debido a su fuerte afinidad por la nucleoplasmina.
Entonces el DNA liberado se une a las histonas, las cuales son abundantes en el

ooplasma (Philpott y Lend, 1992). De acuerdo a lto y col. (1993), el nucleo del
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espermatozoide humano tratado con DTT, pierde protaminas y se descondensa dentro
de los 30 minutos después de haberio expuesto a la nucloepiasmina de sapo in vitro.
Aparentemente la union entre la nicleoplasmina y la protamina no es especie
especifica.

Los mamiferos euterios difieren de otras especies tales como la rana en que los
puentes disulfuro deben ser reducidos antes de que las protaminas puedan ser
substituidas por las histonas. Parece no haber duda que la reduccion de estas ligaduras
es llevado a cabo por e glutation reducido (GSH) que es muy abundante en el ooplasma
de los ovocitos maduros. El hecho de que el ooplasma de los ovocitos inmaduros es
incapaz de descondensar el nucleo del espermatozoide (Perreault y Barbee, 1986)
parece ser debido mas a una deficiencia de substancias como la nucleoplasmina, que a
una deficiencia en GSH, puesto que su concentracion en ovocitos inmaduros es alta (4-
6mM), aunque ligeramente menor que en los ovocitos maduros ovulados (8-10mM). De
hecho las protaminas espermaticas suelen ser reducidas dentro de los 30 primeros
minutos en el citoplasma de los ovocitos inmaduros.

DESCONDENSACION NUCLEAR DEL ESPERMATOZOIDE IN VITRO.

La induccion de la descondensacion nuclear del espermatozoide puede ser realizada .

sin la presencia del ooplasma. Un medio simple conteniendo un detergente anidnico y
DTT (o mercaptoetanol), por ejemplo, puede inducir la descondensacion nuclear de
una manera muy eficiente (Bedford y Calvin, 1974). De acuerdo a Jager y col. (1990), la
heparina y algunos otros poli aniones (ej. sulfato de condroitina) pueden descondensar
el espermatozoide humana lentamente. La heparina mas DTT es capaz de
descondensar el nucleo espermatico muy rapidamente. Aun los nucleos de los
espermatozoides de toro y raton, que no son capaces de responder a la heparina sola,
son capaces de hacerlo en heparina mas DTT. Jager y col, infirieron que la heparina
remueve las protaminas de la cromatina espermatica. Por lo tanto la heparina y algunos
polianiones pueden mimetizar a la nucleoplasmina en la liberacién del DNA espermatico
de las protaminas. Aun cuando Reyes y col. (1989) mantienen que la heparina y el
glutation reducido son factores descondensantes del nicleo naturales, es posible que
sea la nucleoplasmina y no la heparina per se, la que contribuye a la descondensacién
nuclear del espermatozoide dentro del ooplasma. Algunos investigadores han sugerido
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la posible implicacién de proteasas asociadas al nucleo en la descondensacion nuclear,
basadas en la observacién de que los medios que contienen DTT o mercaptoetanol
como proteasas pueden causar una descondensacion extensa del nicleo espermatico.
Tanto la presencia real de proteasas en nucleo, proteasas endogenas, como la
verdadera actividad de estas proteasas en la descondensacidon nuclear durante la
fertilizacion normal, contindan siendo preguntas sin respuesta.

222470
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OBJETIVO

El proposito de este estudio fue desarrollar una prueba estandarizada para cuantificar
el proceso de la descondensacién nuclear en humanos, usando el metodo de
incubacion con DTT/SDS seguido de la observaciéon simple de la cinética de
descondesacion por microscopia optica. Pensamos que este estudio podria ser usado
cuando otros metodos fallan para diagnosticar la infertilidad masculina de etiologia
desconocida o idiopatica. | |
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MATERIAL Y METODOS.

Este estudio fue realizado en 21 eyaculados obtenidos de nueve donadores sanos,
entre 20 y 37 afos de edad, cuya fertilizante fue establecida por una cuidadosa historia
clinica, particularmente enfocada a la obtencién de datos relacionados con su vida
familiar y el establecimiento cuidadoso de su capacidad de paternidad al menos en el
lapso de un afio. anterior.

Los eyaculados fueron obtenidos por masturbacidon, antecedidos por dos dias de
abstinencia. Después de 30 minutos de incubacidén a 37° C para permitir la licuefaccién
seminal, se cuantificé el nimero de espermatozoides, su viabilidad y su movilidad. La
morfologia espermatica también fue observada en frotis tefidos con la tincién de
Papanicolau modificada (Chavarria y Reyes, 1991). Sélo aquellos eyaculados que
mostraron valores normales de acuerdo a los parametros propuestos por la World Health
Organization fueron incluidos en este estudio (WHO, 1987). Puesto que el estudiar
muestras seminales de un grupo de donadores puede dar resultados muy confusos
sobre la descondesacion nuclear debido a la variacion individual, se decidié hacer todos
los estudios, utilizando exclusivamente muestras individuales.

Inmediatamente después de la licuefaccién, las muestras fueron centrifugadas a 600Xg
durante 10 minutos, lavados dos veces y resuspendidos en medio BWW (Biggers y col
(1973) a una concentracién célular fija de 50 millones por ml.

La capacitacion se llevo a cabo sometiendo las muestras lavadas a 6 horas de
incubacién a 37° C en atmosfera de CO2 al 5%.

La descondensacion in vitro se realizo de acuerdo al metodo propuesto por Rodriguez y
Col. (1985), pero aumentando el nimero de tiempos a los cuales fueron realizadas las
observaciones, esta modificacidén aumenta el tiempo que se debe dedicar al estudio de
cada muestra, pero en cambio permite precisar la cinética del proceso de
descondensacioén nuclear. Cada muestra individual fue sometida a dos estudios:




Teresa Fonseca : Cinédtica de la descondensacion nuclear del espermatozoide humano

1) descondensacién realizada en los espermatozoides al tiempo inicial o sea,
antes de la capacitacion, utilizando el semen recien eyaculado y lavado,
después de la licuefaccion

2) descondensacion realizada en la fraccion que pasé por el proceso de
capacitacion durante 6 horas.

Para llevar a cabo la reaccion, la suspension de espermatozoides fue incubada con
una solucién de DTT 2 mM en amortiguador de borato 0.05 M, pH 9.0, a temperatura
ambiente durante 45 minutos. Este tiempo es considerado como el tiempo cero para la
cinética de la reaccién. Se afade una solucién de SDS para obtener una concentraccion
final de 0.5%. La reaccion fue detenida por la adicién de glutaraldehido de sodio al 6.5%
en buffer de borato de sodio pH 9.0 sobre alicuotas tomadas alos 0, 2, 5, 10y 15
minutos después de la adicién del SDS.

La descondensacion fue observada en un microscopio Zeiss de contraste de fases con
el objetivo seco fuerte, 40X ‘ -

Inicialimente decidimos contar 100 y 400 células, por cada muestra, pero como no se
encontrd una diferencia significativa entre ambos sistemas de conteo se decidid contar
subsecuentemente solo 100 de manera rutinaria. La clasificacion de los nucleos
descondensados se llevo a cabo siguiendo el criterio propuesto por Gopalkrishnan y Col.
(1991).

Para observar la variaciéon intra individual en la cinética de descondensacion, se
realizaron 5-6 estudios de diferentes muestras donadas por un mismp individuo. En
este estudio participaron dos donadores diferentes.

También se estudid la variacion intramuestra, analizando 6 réplicas del mismo
eyaculado en estudios independientes, las diferentes alicuotas utilizadas fueron
obtenidas de la misma muestra. En este estudio participaron tres donadores diferentes.
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RESULTADOS.

Desde un principio debemos hacer notar que el problema mas frecuentemente
enfrentado en los estudios de descondensacion de ta cromatina en humanos es la
cuantificacion adecuada del proceso. Debido a su naturaleza asincronica y progresiva,
la identificacion de las etapas iniciales de descondensacién puede ser ardua. Por lo
tanto, se considerd importante realizar el metodo de doble ciego (Huret, 1983) y la
cuantificacidon del proceso en diferentes tiempos después de la adicion del reactivo
utifizado para el rompimiento de los puentes disulfuro.

La cuantificacion de la descondensacidon de la cromatina del espermatozoide por
microscopia de contraste de fase en muestras sin tefir es un procedimiento dificil y
fatigoso, pero permite hacer una distincidn entre los diferentes grados de
descompactacion nuclear y permite una apreciacion del numero real de
espermatozoides descondesados aun en las etapas iniciales de la descondensacion.

La variacidén intra muestra fué casi nula, lo que indica que la metodologia aqui descrita

es simple y confiable y por lo tanto sencilla de aplicar como prueba de rutina en el
laboratorio clinico como medio de diagndstico relacionado con la infertilidad. Nuestros
resultados, sin embargo, son también indicativos de que las variaciones intra e
interindividuales son reales y podrian comprometer la utilidad de la cuantificacion de la
capacidad de descondensacion como medio para establecer la capacidad fertilizante de
una muestra de semen dada.

La figura 1 muestra la evolucion promedio de la descondensacion de la cromatina en los
21 eyaculados estudiados. Puede observarse que en el caso de los espermatozoide no
capacitados, dos minutos después de haberse iniciado la incubacién en la presencia de
SDS, es posible observar claramente la iniciaciéon del proceso de descondensacion en
el 22% de los espermatozoides incubados. Este porcentaje aumenta paulatinamente con
el aumento del tiempo de incubacidn, alcanzando casi un 60% después de 15 minutos.
Por el contrario, el espermatozoide capacitado mostré méas resistencia a la capacidad
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descondensante del SDS, tanto a los 2 minutos de incubacién, como a la
descondensacion dependiente del tiempo bajo la accion del detergente (Fig. 1). Sin
embargo los valores calculados del error estandar, particularmente en los tiempos mas
largos de incubacion, indican la presencia de una variacion inter-individual importante.

Las figuras 2 y 3 muestran los resultados obtenidos por los estudios de la
descondensacion de la cromatina en varias (4 en el caso del sujeto 9y 6 en el caso del
sujeto numero 10) muestras independientes obtenidas del mismo donador. Es posible
observar que después de varias repeticiones el estudio de los valores promedio
individuales obtenidos durante el proceso temporal de la descondensacién no muestra
diferencias significativas con el valor promedio obtenido por el analisis del total de las
muestras proceso (Fig. 1). Sin embargo cuando son observadas las muestras
independientes (Fig. 4) puede ser detectada una gran variacién intra individual, aun
cuando la tendencia general y las diferencias en comportamiento entre espermatozoides
capacitados y no capacitados.

DISCUSION.

Después de un breve periodo de transicion, durante la espermatogénesis, las histonas
sdmaticas del nucleo de las espermatidas de los mamiferos son substituidas por
protaminas basicas especie especificas. El rearreglo de la cromatina espermatica,
debida a esta substitucién parece ser responsable del incremento en la compactacion
del nucleo espermatico y la supresion de su actividad transcripcional (Poccia, 1986).
Durante la maduracién epididimaria esta restructuracién continua y finalmente el nucleo
espermatico adquiere su resistencia caracteristica a la ruptura, ya sea por metodos
quimicos o fisicos (Marushige y Marushige, 1974; Yanagimachi y col. 1992). Esta
estabilidad tan caracteristica, parece ser debida a la presencia de entrecruzamientos S-
S entre los residuos de cisteina de las protaminas, durante las ultimas etapas de la
maduracién epididimaria del espermatozoide (Calvin y Bedford, 1971; Bedford y Calvin,
1974).

7
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A pesar de su caracteristica estabilidad in vitro, el nucleo del espermatozoide, una vez
que penetra al citoplasma def ovocito, rapidamente descondensa su cromatina para dar
lugar a la formacion del pronucleo masculino. Es obvio que el coplasma posee un
mecanismo muy eficiente para producir esta descondesacion. Cualquier impedimento
para que ocufra una apropiada descondensacion nuclear y por lo tanto la formacion del
pronucleo, puede ser considerada como una posible causa de infertilidad masculina.

Por estas razones ha sido propuesto que el estudio de la descondensacion in vitro del
nucleo espermatico podria ser un metodo simple y factible para predecir la habilidad
fertilizante de las muestras de semen (Rodriguez y col. 1985, Gopalkrishnan y col.
1991). La cromatina espermatica puede ser descondensada in vitro por varios
tratamientos especificos (Delgado, 1980), incluyendo la incubaciéon con un agente
reductor de los puentes disulfuro, como el ditiotreitol (DTT), junto con un detergente,
el dodecilsulfato de sodio (SDS) (Calvin y Bedford, 1971; Huret, 1983).

La infertiidad masculina es uno de los problemas mas importantes en andrologia.
Algunos autores, asi como la Organizacién Mundial de la Salud (WHQ) han intentado
definir las caracteristicas de una muestra normal de semen, sin embargo, aun cuando
la meta principal del andlisis seminal es predecir la habilidad de una muestra dada,
hasta ahora no hay pruebas especificas que hayan proporcionado con exactitud este
objetivo. Las anormalidades en la compactacion del nucleo espermatico, que debera ser
seguido por una ineficiencia en el proceso de descondensacidén, una vez que la
fertilizacion se lleva a cabo, ha sido relacionado con la infetilidad, tanto in vivo como in
vitro (Heidl y Schill, 1994), reabsorcién embrionaria y aborto temprano. También ha
sido reportado que, bajo las condiciones in vitro (incubacion en la presencia de DTT
mas SDS, el nucleo espermatico de hombres normales y fertiles descondensa en
menor grado y mas lentamenie que los espermatosoides obtenidos de sujetos
clinicamente infertiles. Estas diferencias pueden ser relacionadas a modificaciones en el
proceso de estructuracion nuclear durante la maduracion epididimaria del
espermatozoide.el espermatozoide con formacién inadecuada de puentes disulfuro, se
descondensara bajo condiciones inadecuadas para la formacion normal del pronicleo
(Schubeus y col, 1986; Perreault y col, 1987; Windty col, 1994).
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La capacidad del espermatozoide para lievar a cabo Ia fertilizacion del ovocito consiste
de una secuencia de eventos que culminan, después de la penetracién espermatica en
el ooplasma, en la descondensacion de la cromatina espermatica y la formacion del
pronucleo masculino. Reciéntemente se ha venido aceptando que la estructura normal,
empaquetado y estabilidad del DNA en la cromatina espermética juega un papel
indispensable en la capacidad del espermatozoide para lievar a cabo exitosamente la
fertilizacion (Rodriguez y col. 1985; Royere y col. 1991; Haidl y Schill, 1894; Windt y col.
1994).

A pesar del creciente numero de reportes de investigacion, pertinentes tanto a la
descondensacion nuclear como a la capacitacion del espermatozoide humano, la
posible interdependencia entre ambos procesos ha sido inexplicablemente, hasta este

momento, poco estudiada.

Los investigadores que iniciaron el estudio de la capacitacion in vitro utilizaron varios
fluidos bioldgicos (Vgr. del oviducto, liquido folicular, suero sanguineo) para realizarla.
La composiciéon de estos fluidos era tan compleja que fue dificil determinar cuales
componentes estaban involucrados en 1a induccidn o soporte de la capacitacién. Desde
que Toyoda y col. (1990) reportaron la primera fertilizacion in vitro exitosa (IVF) de los
ovocitos de ratdén, usando un medio "quimico definido", los analisis de la capacitacion
in vitro, pasaron a ser considerablemente mas faciles. EI medio mas comunmente
usado actualmente para la fertilizacion y la capacitacion in vitro consiste de alguna
modificacién de las soluciones de Tyrode o Krebs-Ringer, habitualmente suplementados
con algunos metabolitos que funcionen como fuentes de energia apropiadas (Vgr.
glucosa, lactato y piruvato) y con albumina. También son usados, particularmente para
la realizacion de la IVF, los medios de cultivo para tejidos (ej. Ham, F-10),
suplementados con suero sanguineo, . Hasta ia fecha no ha sido posible encotrar un
solo medio que sea capaz de favorecer la capacitacion in vitro de las células
espermaticas de todas las especies. Los espermatozoides y ovocitos de cada especie
parecen requerir su propio ambiente especifico para poder realizar sus funciones mas
eficientemente. Esto es comprensible, puesto que los gametos y microambientes del
tracto femenino han tenido una evolucién independiente en cada especie. Esta falta de
entendimiento de los mecanismos que intervienen en la capacitacion seguramente

depende, al menos en parte, de que la meta principal para muchos investigadores que
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han estado involucrados en el desarrollo y aplicacion de los metodos de reproduccion
animal asistida, particularmente de la IVF, ha sido trabajar bajo las mejores
condiciones para asegurar el éxito de la fertilizacion de los ovocitos y no detenerse a
analizar los mecanismos bio-fisico-quimicos que participan en la capacitacion

espermatica.

Aunque la informaciéon obtenida de estos investigadores puede ser muy valiosa, se
debe ser cauto para interpretar sus conclusiones, por lo menos respecto a la
capacitacidn del espermatozoide. Por ejempio, muchos investigadores concluyeron que
ciertos reactivos bloqueaban la capacitacion espermética completamente, porque la
fertilizacion in vitro no se lleva a cabo de manera satisfactoria en presencia de estos
reactivos. Sus conclusiones podian ser correctas o no serlo, porque la capacitacion no
es el unico requerimiento del espermatozoide para una fertilizacion exitosa. Para
fertilizar los ovocitos, el espermatozoide debe poseer una gran movilidad, asi como ser
capaz de llevar a cabo la reaccion acrosomal, penetrar las coverturas del ovocito y
finalmente realizar la fusién con el mismo. Una fertilizacion in vitro exitosa implica,
ciertamente, que el espermatozoide haya pasado por el proceso de capacitacion. Sin
embargo, una IVF sin éxito no implica necesariamente que la falta de éste sea debido a
que el espermatozoide no fué capacitado.

Algunos investigadores han utilizado la reaccidon acrosomal (RA) como un indicador de
que se ha realizado satisfactoriamente el proceso de capacitacion, puesto que el
espermatozoide no sufre la reaccidn acrosomal ya sea espontaneamente o mediada por
ligandos (ej. zona pelucida), a menos que previamente hayan sido capacitados, es por
eso que la presencia de la RA puede ser utilizada como un indicador de que la
capacitacion se ha llevado a cabo de manera completa. Sin embargo, se debe ser muy
cuidadoso, porque ha sido descrito que bajo condiciones desusadas o reactivos
especiales puede inducirse la reaccion acrosomal sin que, aparentemente, la
capacitacion se halla realizado de manera completa. Por el contrario, la ausencia de RA
no significa que la capacitacion no se haya llevado a cabo, un espermatozoide puede
estar bien capacitado pero no llevar a cabo la reaacién acrosomal. Podria esperarse que
un 100% de espermatozoide incubados in vitro sobrevivieran y completaran su
capacitacion simultaneamente, pero la realidad es que muchos espermatozoides
mueren antes de experimentar todas las fases implicadas en el proceso de capacitacion.
La posibilidad de muerte por senescencia o de capacitacién del espermatozoide se
realizan simultaneamente aun en las condiciones mas favorables de incubacién in vitro.
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Esto significa que, a menos que estemos corroborando cuidadosamente la viabilidad de
los espermatozoides durante el tiempo que dure su tratamiento in vitro, nuestros
resultados finales dependeran tanto de la presencia de muerte por senescencia, como
de capacitacion in vitro (Storey, 1991).

La capacitacion espermatica es dependiente de la temperatura (Mahi y Yanahimachi,
1973). Una incubacion a {a temperatura de 37° C a 38° C, que es la usual en la mayoria
de los laboratorios, aparentemente es la mas adecuada para favorecer la capacitacion
en la mayoria de los casos. Sin embargo, es interesante hacer notar que la IVF en
cerdo y oveja que alguna vez se penso que era muy dificil, actuaimente puede ser
llevada a cabo faciimente, preincubando los espermatozoides a 39° C y/o mezclando
los ovocitos con esperma fresco recién eyaculado y lavado, a esta misma temperatura
(Cheng y Col, 1986). Finalmente en la oveja y el cerdo, la capacitacion pare‘ce llevarse
a cabo de una manera mas eficiente a la temperatura natural del cuerpo de estos
animales (38.7° C-39.7° C, media 39° C) que a 37° C o 38° C. Aun estas pequefas
diferencias de temperatura pueden hacer una gran diferencia en el estado fisico de los
lipidos membranales (Holt y North, 1986), lo cual es de una importancia critica para la
capacitacion.

Los pocos estudios referentes al estado de la cromatina nuclear durante la capacitacion
in vitro, han encontrado resultados contradictorios. Nicolle y Col. (1985), reportaron una
disminucidon considerable en la capacidad de tincion de la cromatina espermatica con
Feulgen en el nacleo del carnero, después de la incubacidn en secrecidnes uterinas,
un procedimiento que presumiblemente conduciria a la capacitacién espermatica. Mas
recientemente Royere y col. 1991, reportaron que la capacitacion in vitro de los
espermatozoides humanos, tanto por swimm-up a través de medio B2 (Menezo, 1976),
o por incubacion en fluido folicular preovulatorio, disminuye la estabilidad de la
cromatina nuclear.

Estas observaciones contradicen otros resultados que muestran un aumento en la
capacidad tintorial del DNA con Feulgen en el espermatozoide del carnero después de
su paso por el tracto genital de la oveja (Nicolle y col. 1985). Resultados similares fueron
obtenidos por Porcelli y Col. (1987), quien describe un aumento en el contenido DNA-
Feulgen en la cromatina del espermatozoide de raton durante su transito a través de la
cavidad uterina hasta las trompas de Falopio. También Huret y Courtot (1984),
reportaron que el espermatozoide humano mostraba una mayor estabilidad nuclear
después de la capacitacion in vitro.
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Nuestros resultados muestran que la capacitacion del espermatozoide humano in vitro
aumenta la estabilidad de su cromatina a la capacidad descondensante del DTT mas
SDS in vitro. Este aumento en la estabilidad es pequerio, pero significativo,cuando la
cuantificacion de la descondensacion se realiza sélamente después de los dos minutos
iniciales de incubacién (Rodriguez y Col. 1985), pero puede ser claramente observado
cuando el tiempo de incubacion del espermatozoide con el detergente se prolonga.

Pensamos que los resultados contradictorios reportados hasta ahora acerca de la
capacitacién sobre la estabilidad de la cromatina del espermatozoide humano, puede
ser debido fundamentalmente a deficiencias en la metodologia seleccionada para el

estudio.

R224710

El semen humano contiene una poblacién heterogénea de espermatozoides
(Chavarria y Reyes, 1991). El porcentaje de espermatozoides considerados como
normales de acuerdo a ciertas normas estructurales prefijadas, fué establecido por
WHO (1987) como igual al 50% de las células espermaticas presentes en un eyaculado.
Sin embargo, los valores reportados por varios laboratorios llegan a ser tan bajos como
el 30% (Chavarria y Reyes, 1991). Esta variacion es debida probablemente a
diferencias en las técnicas de tincion, subjetividad en la evalGacion y carencia de
definiciones coherentes de las malformaciones. {as observaciones morfolbgicas
realizadas en el semen normal humano, muestran que los defectos de cabeza figuran
como {as causas mas frecuente de morfologia espermatica anormal:35+18%. Esta gran
variabilidad en la estructura cefalica podria, al menos en parte, explicar la importante
variabilidad inter, y adn intra-individual, en la induccion de descondensacion de la
cromatina nuclear observada por nosotros (Bedford y col 1973; Kvist, 1980; Huret,
1983).

Sin embargo es conveniente recordar que la morfologia no es un buen indicador de la
normalidad cromosémica o nuclear del espermatozoide humano y que aparentemente
no existe una correlacion entre la frecuencia de formas anormales del espermatozoide y
la presencia de anomalias cromosomicas, como ha sido sefalado por Martin y
Rademaker (1888), haciendo un seguimiento de la composicidon cromosémica del
espermatozoide humano durante la descondensacion nuclear observada después de la
penetracion de las células espermaticas en los ovocitos de hamster desnudos. También
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es conveniente mencionar que algunos autores han reportado que no existe una
variacién intra-individual importante en la descondensacion de la cromatina espermatica
humana. En efecto, Gopalkrishnan y Col. (1891) no encontraron una diferencia
significativa en el porcentaje de espermatozoides de diferentes eyaculados obtenidos
del mismo sujeto, cuando se induce su descondensaciéon in vitro . También la
evaltacion de la descondensacion, evaliada mediante la tinciobn con naranja de
acridina, mostré un aceptable nivel de variabilidad del proceso en varios eyaculados
obtenidos del mismo sujeto (Royere y Col, 1991). La diferencia entre los resultados de
estos autores y los nuestros, es con seguridad debida a diferencias importantes en la
metodologia y puntualiza la necesidad de establecer procedimientos estandarizados
para la utilizacidon de estas determinaciones en la atencién de los enfermos con
irfertilidad idiopatica. En un estudio paralelo realizado por Shubeus y Col (1986), el
tiempo requerido para que el nucleo del espermatozoide humano fuera transformado en
el pronicleo masculino después de la penetracion al ovocito desnudo de hamster,
muestra una variacidon considerable entre los diferentes individuos estudiados,
observandose que el tiempo maximo de descondensacion varid desde 2, hasta mas de
7 horas. Aun mas, la transformacion de los espermatozoides descondensados a
pronucleos requirié entre 3 y 5 horas mas.

Nuestros resultados sugieren que repeticiones programadas del ensayo de
descondensaciéon in vitro en un mismo individuos podria proporcionar importantes
resultados para aclarar algunos casos de esterilidad en los que la aplicacién de las otras
pruebas que se realizan en estos casos no pudiera dar datos vélidos para el
establecimiento de un diagnéstico etiolégico.
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FIGURA 1.

Evolucion promedio de la descondensacién de la cromatina en los 21 eyaculados estudiados en
O espermatozoides no capacitados y en
A Espermatozoides capacitados.

Cada punto representa fa media + el error estandar obtenido por el analisis del nimero de
determinaciones indicado entre paréntesis. Puede observarse que dos minutos de incubacién en
presencia de DTT + SDS son suficientes para inducir una descondensacion del 22% de los
espermatozoides no capacilados. Este porcentaje aumenta paulatinamente con el aumento en el
tiempo de incubacion, alcanzando casi el 60% después de 15 minutos. Los espermatozoides
capacitados mostraron mayor resistencia a la actividad descondensante de los agentes
estudiados tanto después de los primeros dos minutos de incubacién como al efecto
descondensante dependiente del uempo i

* indica la presencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los
espermatozoides capacitados y los no capacitados

Los resultados estadisticos incluidos en el inserto representan los resultados de las pruebas de
rango multiple de ANOVA y Duncan para el efecto del tiempo sobre los espermatozoides no
capacitados (izquierda) y capacitados (derecha).
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FIGURA 2.

Evolucion promedio de la descondensacién de la cromatina en 4 eyaculados independientes
obtenidos de uno de los sujetos estudiados

O espermatozoides no capacitados

A Espermatozoides capacitados.

Ver pie de la Figura 1.
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FIGURA 3.

Evolucién promedio de la descondensacion de la cromatina en 6 eyaculados independientes
obtenidos de un sujeto diferente al presentado en la figura 2

O espermatozoides no capacitados

A Espermatozoides capacitados.

Ver pie de la figura 1
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FIGURA 4.

Evolucién promedio de la descondensacién de la cromatina en 4 eyaculados independientes
obtenidos de 4 sujetos diferentes

4A espermatozoides no capacitados

4B Espermatozoides capacitados.

En ambos casos es posible observar la existencia de una variabilidad interindividual importante.

i

Ver pie de la Figura 1.
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