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PAPEL DEL HEPARAN SULFATO EN EL PROCESO DE DESCONDENSACION DE
LA CROMATINA DEL ESPERMATOZOIDE HUMANO

Nuestro laboratorio estudia la descondensacién nuclear del espermatozoide humiaop
intentando ahondar en la comprensién de lasastdpl proceso y las moléculas involucradas en

el mismo. La descondensacion requiere la @ion de puentes disulfuro en las
protaminas y la remocion de las mismas para ser reemplazadas por histonas ovocitarias.
Los espermatozoides humanos pueden descondensgitse con heparina y glutation.
Observamos en estudios previos que el ig@paulfato (HS), anégo estructural de la
heparina, pero no asi otros glicosaminmagtios, presenta actividad descondensimte

vitro similar a la heparina propusimos que HS actuaria vivo como aceptor de
protaminas. El presente trabajo tuvo cootgetivos (1) acercae a las condicionags

vivo analizando el comportamiento de nuclasdados frente a ldescondensacion con
heparina y glutatiom vitro y (2) demostrar que HS esta presente en el ovocito y podria
funcionar como agente descondensante. Se utilizaron espermatozoides de donantes
normospérmicos (OMS) y ovocitos de ratdms nudcleos espermaticos aislados
descondensaron con glutation y heparaifatu o heparina pero no con otros
glicosaminoglicanos. El analisis por micropéa confocal revelo localizacion de HS en

el citoplasma y el espacio perivitelino del ovocito. La utilizacion de enzimas especificas
indicé que la capacidad descondensanteodetito podia atribuirse a la presencia de

HS. Estas son las primeras evidencias de la presencia de HS en el ovocito y de su
posible rol comaceptor de protaminas durantedkescondensacion del espermatozoide

humanan vivo.

Palabras clave:descondensacion del ndcleo espermatico, heparan sulfato, protamina,

glicosaminoglicano, heparina, espermatozoide, ovocito.



ROLE OF HEPARAN SULFATE IN THE PROCESS OF HUMAN SPERM
CHROMATIN DECONDENSATION

Our laboratory studies humaperm nuclear decondensationvitro, in an attempt to
further understand the different stages @ pinocess and the molecules involved in it.
Decondensation requires protamine disiglfbond reduction followed by protamine
removal to allow replacement by oocyte histones. Human spermatozoa can be
decondenseth vitro with heparin and glutathione. previous studies we showed that
heparan sulfate (HS), structural analoguéebarin, but not other glycosaminoglycans,
has a similar decondensing abilityvitro and we proposed that HS could function as
protamine acceptan vivo. The aims of the present study were (1) to approaghvo
conditions analyzing the decondatien of isolated sperm nuclen vitro with
heparin/HS and glutathione and (2) to dentiats that HS is present in the oocyte and
could thus function as decondensing agéemtvivo. Spermatozoa obtained from
normozoospermic (OMS) donors and mouse texcyvere used. Isolated sperm nuclei
decondensedn vitro with HS or heparin but not with other glycosaminoglycans.
Confocal microscopy revealed that H$resent in the ooplasm and perivitelline space
of the oocyte. The use of specific glym#ses showed that oocyte decondensing
capacityin vitro could be attributed to HS. These results provide the first evidence on
the presence of HS in the oocyte andpitssible role as sperm protamine acceptor

during human sperm decondensatiofivo.

Key words: nuclear sperm decondensation, hepaafate, heparin, protamine,

glycosaminoglycans, spermatozoa, oocyte.
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Introduccion

En el comienzo...

La actividad sexual significa, en cierto modo, el triunfo de la vida sobre la muerte;
ofrece a nuestros genes la promesa de inmortalidad. Nuestros cuerpos y nuestro
comportamiento son el producto de la evolucion Darwiniana impulsada por una
descarnada competencia para reproducirse.

Los antiguos griegos creian que los seres humanos fueron, originalmente, hermafroditas
con cuatro manos y cuatro pies y dos caras mirando en direccion opuesta. Tales
individuos eran tan fuertes que representaron un desafio para los dioses y, entonces,
Zeus decidio debilitarlos cortandolos en mitades que, inmediatamente, se buscaron y
abrazaron.

Aristoteles, sin duda alguna, mostré un interés particular en detallar el proceso de la
generacion de los animales. Luego de describir en su tratado “De las partes de los
animales” cada sistema y organo, pasa a su estudio “De la generacion de los animales”
donde dice: “...sin duda, algunos animales se forman como resultado de la cépula del
macho y de la hembra, a saber: los animales que pertenecen a aquellos grupos en que
existen los dos sexos, el macho y la hembra, ya que hemos de recordar que no todos los
grupos tienen los dos sexos, macho y hembra. Entre los animales que tienen sangre, con
muy pocas excepciones, el individuo, cuando esta completamente formado, es o bien
macho o bien hembra; pero entre los animales que no tienen sangre, aiin cuando algunos
grupos poseen ambos sexos, macho y hembra, y en consecuencia procrean hijos que son
idénticos en especie a sus progenitores, hay otros grupos que, aunque engendran, no
engendran hijos idénticos a sus progenitores. Tales son los vivientes que son
engendrados no como consecuencia de una copula de animales vivos, sino a partir del

9% ¢

estiércol en putrefaccion y a partir de residuos.” “...podemos, con toda seguridad

establecer como principios basicos de la generacion el factor macho y el factor hembra;
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Introduccion

el factor macho como poseedor del principio del movimiento y de la generacion; el
factor hembra, como poseedor del principio de la materia. Es mas probable llegar a la
conviccion de esto considerando de qué manera se forma el semen y de dénde procede;
pues, aun cuando las cosas que son formadas en el curso de la Naturaleza sin duda
deben su nacimiento al semen, no hemos de dejar de advertir de qué manera se forma el
semen a partir del macho y la hembra, porque, debido precisamente a que esta parte es
segregada del macho y la hembra y a que esta segregacion tiene lugar en ellos y fuera de
ellos, el macho y la hembra son principios de la generacion. Entiendo por animal macho
el que engendra en otro, y por animal hembra el que engendra en si mismo.”

Los espermatozoides fueron observados, por primera vez en 1678, por el holandés
Anthony van Leeuwenhoek, quien los llam6 de esa manera pensando que eran parasitos
invadiendo el semen (“animales en el semen”). Recién en 1827, el microscopista aleméan
Karl von Baer pudo observar el ovocito, pero la primera descripcion de la fecundacion

en mamiferos data de 1875, por el belga Edouard van Beneden.

El proceso de fecundacion

La fecundaciones el proceso mediante el cual gametas individuales provenientes del
macho y de la hembra se unen para crear descendencia con un componente genético
diferente al de los padres. Este modo bisexual de reproduccion via fertilizacion surgid
durante la evolucion y se ha mantenido en la mayoria de los metazoos incluidos los
mamiferos (Yanagimachi, 1994).

Desde el punto de vista del genoma, los ovocitosy los espermatozoidesson muy
similares, pero su historia y comportamiento antes y durante la fertilizacion son algo
diferentes. Si bien ambas gametas (haploides) se originan en las gonadas a partir de un

precursor diploide a través de un proceso meidtico, la espermatogénesi®curre en
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Introduccion

forma ininterrumpida desde la pubertad mientras que la ovogénesigomienza durante el
desarrollo embrionario, se arresta antes del nacimiento, y s6lo se completa al producirse
la entrada del espermatozoide al ooplasma durante la fertilizacion. Asi activado, el
ovocito, con un complemento dual de genoma femenino y masculino, elimina todos o
casi todos los elementos que no forman parte del nucleo del espermatozoide y comienza

a desarrollar un nuevo individuo (Yanagimachi, 1994).

El proceso de interaccion entre las gametas que lleva a la formacion del cigoto es
sumamente complejo. El ovocito de los mamiferos estd rodeado de una serie de
envolturas que el espermatozoide debe atravesar eficazmente para poder ingresar
finalmente al ooplasma.

En el humano, una vez que el espermatozoide lleg6 al sitio de fertilizacion,
especificamente ubicado en la zona de la ampolla de una de las trompas de Falopio, y se
encuentra en las inmediaciones del ovocito recientemente ovulado y arrestado en la
metafase de la segunda division meiotica, debe en primera instancia atravesar la corona

radiata. (Figura 1).

16



Introduccion

Corona
radiata
(células del
cumulus)

Figura 1: Fotografia de microscopia optica en donde se observa al ovocito rodeado por las células del

cumulus (corona radiata). (Tomado de Internet).

La corona radiata estd formada por las células del cumulus y su matriz extracelular y se
encuentra rodeando completamente al ovocito. El componente principal de esta matriz
es el acido hialurénico (2500 kDa) (Piko, 1979) asociado no covalentemente a proteinas
(Virji y col, 1990). El espermatozoide logra atravesar esta barrera probablemente a
través de la accion combinada de su motilidad hiperactivada caracterizada por una
elevada amplitud del batido flagelar que confiere mayor fuerza de penetracion y de la
enzima hialuronidasa presente en su superficie (Kim y col, 2008).

Una vez que ha atravesado las células del cumulus, el espermatozoide se encuentra con
una segunda barrera: la zona pellcida(Figura 2). El espermatozoide interactiia con
receptores especificos en la zona a través de proteinas especificas localizadas en la
membrana plasmatica de la regién apical de la cabeza. Como consecuencia de esta
interaccion se produce la reaccion acrosomal evento exocitotico del espermatozoide
que permite la liberacion de una variedad de enzimas liticas, particularmente

hialuronidasa y acrosina
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Zona pelicida : .
12 cuerpo polar refringente Espacio periviteling

Huso reidtico

Zona pelicida - W

Granulos corticales Ooplasma

Descondensacian
de |a cromatina

Desintegracian
de lacola

Proniclen

masculing
2% Cuerpog polar

Frontclen
femenino

Figura 2: Secuencia de eventos que tiene lugar stie que el espermatozoide alcanza las
inmediaciones del ovocito, culminando con la formacién de ambos pronucleds El espermatozoide
se pone en contacto con la zona pelucida activindose de esa manera la reaccién acrosomal. B: El
espermatozoide logra atravesar la zona pelucida y se contacta con la membrana plasmadtica del ovocito
(oolema). C: Fusion del oolema con la region del segmento ecuatorial del espermatozoide. En este
momento, la zona pelicida se hace refractaria a otros espermatozoides por liberacion de granulos
corticales (reaccion cortical). D y E: Entrada del espermatozoide al ooplasma y activacion del ovocito. F:
Extrusion del segundo cuerpo polar y formacion del pronticleo femenino, concomitante con el inicio de la
descondensacion de la cromatina del espermatozoide. G: Descondensacion de la cromatina y
desintegracion de la cola del espermatozoide. H: Fin de la descondensacion de la cromatina del
espermatozoide para dar lugar a la formacion del prontcleo masculino propiamente dicho. (Modificado

de Austin C.R. 1965).

Se cree que la liberacion de hialuronidasa permitiria disgregar las células del cumulus
que se encuentran alrededor de la cola, facilitando el batido flagelar del espermatozoide
hiperactivado (Yanagimachi, 1994) que de esta manera alcanzaria la fuerza necesaria
para poder atravesar la zona pelucida, con la ayuda de la acrosina, proteasa con accion

de tripsina, que participaria en la digestion enzimatica de la zona (Figura 3) (Honda y
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Introduccion

col, 2002). De esta forma, el espermatozoide habria logrado atravesar la zona pelicida

mediante un mecanismo que combina acciones mecanica y enzimatica.

Figura 3: Hipdtesis mecanico-enzimatica para epasaje del espermatozoide a través de la zona
pelicida La liberacion de hialuronidasa durante la reaccién acrosomal en la superficie de la zona
pelticida despolimeriza localmente la matriz extracelular (liberando a las células de cumulus), para
permitir de esa manera el movimiento libre de la region proximal de la cola del espermatozoide que
quiere penetrar al ovocito. A: El espermatozoide que logrd atravesar las células del cumulus se pone en
contacto con la zona pelicida. B: Se dispara la reaccidon acrosomal, liberando entre otras enzimas, la
hialuronidasa contenida dentro del acrosoma. C: Disgregacion de las células del cumulus lindantes,
permitiendo de esa manera el libre movimiento de la region proximal del flagelo. D: Dicho movimiento
se cree que otorga mayor fuerza al espermatozoide para que pueda atravesar la zona pelicida.

(Modificado de Drobnis y col. 1988).

Una vez en el espacio periviteling la cabeza del espermatozoide se ubica lateralmente,
para permitir la interaccion de moléculas de reconocimiento especificas localizadas en
su segmento ecuatorial, con la membrana plasmatica del ovocito (Bedford y col, 1978;
Moore y col, 1983). En consecuencia, ambas membranas se fusionan y se produce un
englobamiento del resto del espermatozoide, logrando su internalizacién total
(Yanagimachi, 1994). En el momento en el que el espermatozoide logra entrar en el
ovocito, se produce por un lado el fendmeno conocido como reaccion cortical y por
otro, la reanudacién de la meiosis ovocitaria. La reaccion cortical consiste en la
exocitosis de los granulos corticales, ubicados inmediatamente por debajo del ooplasma,
en respuesta a la liberacion de calcio intracelular (Jaffe, 1983; Szollosi, 1967; Turner y

col, 1986). El contenido de los mismos, liberado al espacio perivitelino, produce
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modificaciones estructurales en la zona pelticida que la tornan refractaria a cualquier

otro espermatozoide que intente ingresar (Figura 4).

Figura 4: Liberacion de los granulos corticalesUna vez que el espermatozoide sufre la reaccion
acrosomal y logra atravesar la zona pelucida (A), se fusiona la membrana plasmatica del ovocito (oolema)
con la region del segmento ecuatorial de la cabeza del espermatozoide (B). Al comenzar la internalizacion
del espermatozoide, los granulos corticales ubicados por debajo del oolema se fusionan con él, liberando

de esa manera su contenido. Asi, la zona pelucida se vuelve refractaria al resto de los espermatozoides

(©).

Al mismo tiempo, se completa la segunda divisidon meidtica, fendomeno que se hace
visible por la extrusion del segundo corptsculo polar. El resultado final de la activacion
del ovocito es la formacion del prontcleo femenino, portador de 23 cromosomas en el
humano.

El espermatozoide sufre una serie de cambios morfologicos y funcionales una vez
adentro del ovocito, la mayor parte de los cuales tiene lugar en su nucleo y culmina con
la formacioén del pronucleo masculino, para luego poder llevar a cabo su funcion ultima:
la fusion de su material genético con el del ovocito. De modo tal que cabe decir que la
funciéon de la gameta masculina en el proceso de fecundacion no finaliza con la

penetracion del espermatozoide al ooplasma.
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La mayor parte de los cambios que sufre el espermatozoide una vez dentro del ovocito
tiene lugar a nivel de su cromatina. Estos cambios suelen dividirse en dos periodos: un
primer periodo de descondensacion cromatinicg un segundo periodo de formacion
del pronucleo propiamente dicho (Figura 2) (Tesarik, 1989). En el hombre, al igual que
en otros mamiferos, la descondensacién cromatinica en ovocitos homodlogos es
precedida por la desintegracion completa del envoltorio nuclear, y constituye el primer
cambio visible en el espermatozoide una vez que ha penetrado en el ovocito. El interés
por estudiar mds detalladamente el ntcleo del espermatozoide, el proceso de
descondensacion nuclear y los factores espermadticos y ovocitarios involucrados en
dicho proceso, se ha renovado en las dos ultimas décadas con el objetivo de encontrar
explicacion a las fallas de fertilizacion observadas en procedimientos de reproduccion
asistida, tal como la presencia de una cabeza de espermatozoide condensada en el
interior del ovocito o la falla en la activacion del ovocito, entre otras. En particular, con
el advenimiento de la técnica conocida como ICSI (inyeccidn intracitoplasmatica del
espermatozoide), al superarse toda las barreras naturales que presenta el ovocito, ya no
preocupa si el espermatozoide puede interactuar eficazmente con el cumulus, la zona
pelticida o el oolema y, entonces, cobran especial importancia todos los procesos que
ocurren una vez que el espermatozoide se encuentra dentro del ooplasma.

Fue por ello que nos parecid interesante estudiar el proceso de descondensacion de la
cromatina espermatica durante la fertilizacion e intentar dilucidar cudl o cudles podrian
ser las moléculas responsables de dicho proceso para, de alguna manera, poder
extrapolarlo a la clinica y proporcionar una herramienta mas para el diagnostico en

parejas con problemas de fertilidad.
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El espermatozoide

El espermatozoide es una célula altamente especializada con caracteristicas
estructurales y funcionales unicas, cuyo objetivo ultimo podria considerarse el
transporte de su material genético intacto desde su sitio de produccion en el testiculo
hasta el interior del ovocito. Sin embargo, seria un grave error considerar al
espermatozoide como un simple envoltorio de lujo para el ADN paterno. Por ejemplo,
se ha demostrado en los primates que el centriolo a partir del cual se genera el sistema
microtubular que posibilita tanto el acercamiento de los pronucleos durante la
fertilizacion como asi también la formacion del huso mitdtico, para las primeras
divisiones del cigoto, es de herencia paterna (Sun y col, 2007; Palermo y col, 1997).
También existen numerosas evidencias experimentales que sugieren que la calidad del
espermatozoide influye normalmente sobre la calidad del embrion (Farhi y col, 2008;
Meseguer y col, 2008; Chenoweth 2007).

El espermatozoide se encuentra morfologicamente dividido en dos partes: la cabezay la
cola (Figura 5). La cola o flagelodel espermatozoide humano se divide en cuatro
regiones: pieza conectora o cuello (0.5 um), pieza media (3.5 um), pieza principal (50
um) y pieza final (3 um), alcanzando el espermatozoide un largo total aproximado de 60

um (Figura 5).
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Corte transversal de la pieza media
Espermatozoide

JJJJ Fibras densas

Regién acrosomal I
Cabeza
Azonema
Cuello< Regidn postacrosomal
Pieza media { Vaina mitocondrial

—= Plezaprincipal

Cola
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Figura 5. Esquema de un espermatozoide humandSe sefialan las principales caracteristicas
estructurales (modificado de Matsumoto y col. 1996). A la derecha de la figura se esquematizan los
componentes de la cola en corte transversal a nivel de la pieza media (panel superior) y de la pieza

principal (panel inferior).

El axonema o filamento axial compuesto por un par central de microtibulos rodeado
por nueve dobletes, se extiende a lo largo de la totalidad de la cola del espermatozoide
constituyendo su aparato motor. Asociadas a cada par de microtibulos se encuentran las
fibras densas que se extienden desde la pieza media hasta algiin punto variable de la
pieza principal. La pieza principal se caracteriza, ademas, por la presencia de la vaina
fibrosa formada por dos columnas longitudinales conectadas entre si por una serie de
filamentos, que rodean a los microtiibulos y a las fibras densas asociadas. La pieza
media contiene la vaina mitocondrial, formada por un niimero (especifico para cada
especie) de mitocondrias distribuidas en forma helicoidal alrededor del axonema y que
constituye el sitio de obtencion de energia del espermatozoide. La pieza final esta

compuesta simplemente por el axonema (Figura 5, Figura 6).
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Membrana plasmatica
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Membrana plasmatica
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Vaina fibrosa

Axonema

U% Membrana plasmatica

Figura 6: Esquema del flagelo del espermatozoids el que se sefialan las estructuras principales que

lo conforman (modificado de Amann y col, 1994).

La cabezadel espermatozoide comprende al nlcleoy al acrosomay, en el humano,
posee un largo aproximado de 5 a 6 um y un ancho de 2,5 a 3 um. Se pueden distinguir
en ella dos regiones principales: acrosomal (anterior) y post-acrosomal (posterior),
separadas por una zona extremadamente importante y funcionalmente caracteristica: el
segmento ecuatorialFigura 7). Rodeando al nucleo del espermatozoide en la region
acrosomal, se encuentra una sucesion de cuatro membranas facilmente identificables
por microscopia electronica: desde afuera hacia adentro, éstas son la membrana
plasmatica o celular, las membranas acrosomales externa e interna y la membrana

nuclear (Figura 7).
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Acrosoma

MEMBRANAS

Plasmatica
Acrosomal externa

Acrosomal interna
Nuclear

Nucleo

— Pieza media

Figura 7: Estructura de la cabeza del espermatozoide human@8e diferencian cuatro regiones: la
region acrosomal, el segmento ecuatorial, la region postacrosomal y el anillo posterior. La membrana
plasmatica recubre la membrana acrosomal externa. La membrana acrosomal interna recubre la envoltura

nuclear.

El acrosoma es una vesicula lisosomal que contiene una gran variedad de enzimas
liticas, entre las que vale la pena mencionar hialuronidasa y acrosina que, como ya se
puntualizara, son fundamentales para que el espermatozoide pueda atravesar las
cubiertas externas del ovocito. El segmento ecuatorial es la region a través de la cual se
produce la fusion del espermatozoide con el oolema. Su membrana plasmatica es muy
estable y se cree que podria actuar como barrera impidiendo el pasaje de particulas entre
los dominios de membrana de la region anterior y post acrosomal (Curry y Watson,
1995). El anillo posterior constituye una barrera fisica entre los dominios de las
membranas plasmatica y nuclear.

Se mencion6 previamente que cuando el espermatozoide llega a la zona pelucida del
ovocito, se dispara la reaccion acrosomal. Este fendmeno exocitotico que permite la

liberacion de las enzimas liticas presentes en el interior del acrosoma, consiste en la
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fusion de la membrana plasmatica del espermatozoide y la membrana acrosomal externa
(Figura 8), con la consecuente exposicion de la membrana acrosomal interna

(Wassarman y col, 2008).

Fusién de membranas plasmatica y acrosomal externa.

Liberacidn del contenido acrosormal
Acrosoma

Figura 8: Esquema de la reaccién acrosomal: Espermatozoide con acrosoma intacto; B y C: Las
membranas plasmatica y acrosomal externa se fusionan formando poros, permitiendo de esa manera la
liberacion del contenido enzimatico del acrosoma. La reaccion acrosomal no involucra al segmento
ecuatorial, cuya membrana plasmatica intervendra luego en el proceso de fusion con el ovocito. D: Fin de
la reaccion acrosomal, quedando en la region anterior de la cabeza del espermatozoide expuesta la

membrana acrosomal interna.

Pero mas importante atin, es que como consecuencia de este proceso exocitotico, la
membrana plasmatica del segmento ecuatorial sufre importantes cambios que le
confieren fusogenicidad pudiendo, entonces, fusionarse con la membrana plasmatica del
ovocito (Yanagimachi, 1981; Yanagimachi, 1988ay 1988b) por lo que se considera a la

reaccion acrosomal un requisito para que ocurra la fertilizacion.

El nicleo espermatico y la ganizacion de su cromatina
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La membrana nuclear de los espermatozoides es diferente a la de otros tipos celulares,
reflejando la naturaleza inerte del nucleo con su cromatina altamente condensada y la
ausencia de actividad biosintética. Es asi que s6lo presenta poros nucleares en la region
caudal del anillo posterior. Adicionalmente, la separacion entre las membranas interna y
externa de la envoltura nuclear es de apenas 7 a 10 nm en el nucleo espermatico,
mientras que en otras células esta distancia varia entre 40 y 60 nm (Curry y Watson,
1995). Ademas, el volumen nuclear estd ocupado casi en su totalidad por cromatina,

mientras que en las células somaticas la cromatina ocupa un 20 — 30% del volumen total

del ntcleo (Figura 9).
[ ] ADN [] Solenoide
B Nucleosomas@ Volumen total
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Nucleo hepético Nucleo espermatico

Figura 9: Esquema comparativo de la fraccion del ndcleo ocupada por ADN y cromatina en un

espermatozoide y una célula somética, en este caso un hepato¢hdificado de Ward y col, 1991)

En consecuencia el volumen nuclear del ntcleo espermatico es significativamente

menor que el del nucleo de una célula somatica (aproximadamente seis veces), lo cual
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se logra ademas a través de una organizacion muy particular de la cromatina, diferente
de la de las células somaticas (Figura 10) (Balhorn, 1982; Ward y col. 1991) que genera
una cromatina altamente condensada (Dooher y col, 1973; Roosen-Runge, 1962).

A p—

Surco menor

protamina D i
& A ADN
// / m
5 3" Surco mayor 37 5

3.4 nm *
INNNNNNNNNNN
Z % 4’/ %%% % %%%% ,/ ‘ No super-enrollado

Nucleosoma

Solenoide
(super-enrollado)

L 4

ADN

Figura 10: Esquema que compara la organizacion cromatinica del nucleo del espermatozoide
humano (A) con la organizacion cromatinicalel ndcleo de una célula somatica (B)Al igual que en
la célula somatica, la cromatina del espermatozoide se encuentra anclada a la matriz nuclear, de modo tal
que los cromosomas no estan ubicados al azar dentro del nucleo. De esta manera, por ejemplo, los
cromosomas sexuales se encuentran en el extremo anterior del nucleo (al menos en primates). A: Las
uniones puente disulfuro presentes entre las protaminas hacen que el ADN del nucleo del espermatozoide
se compacte 6 veces mas que el ADN del nicleo de una célula somatica. La organizacion nuclear es en
forma de lamina plegada 3. B: El nucleo de una célula somatica es empaquetado por histonas formando
los nucleosomas caracteristicos que constituyen una estructura mucho mas laxa que la lamina plegada

presente en el espermatozoide: el solenoide (Modificado de Ward WS, 1991).

Este grado de compactaciéon de la cromatina espermatica es posible debido a que

durante la espermatogénesis testicular, la mayor parte de las histonas cromatinicas
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(alrededor del 85% en humanos) es reemplazada por proteinas transicionales y luego

por protaminas (Figura 11).

Espermatogonia (2n)
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Figura 11: Esquema del proceso de espermatogénesin el humano, alrededor del 85% de las
histonas es reemplazado por protaminas en el primer paso de la espermiogénesis, dando de esa manera, su

forma compacta al nucleo del espermatozoide.

Este reempaquetamiento del genoma caracteristico del espermatozoide es iniciado por la

sintesis y ubicacion de las protaminas en el nucleo durante el ultimo estadio de
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espermatide (Balhorn y col, 1984; Bellvé y col, 1975; Goldberg y col, 1977) y culmina
cuando las protaminas se unen al ADN desplazando al resto de las proteinas que se
encuentran unidas a la cromatina (Yanagimachi, 1994).

Las protaminas son proteinas mas pequenas (50-60 aminoacidos) y mas basicas que las
histonas y con un alto contenido de residuos de cisteina y arginina que neutralizan muy
eficazmente las cargas del ADN y permiten una mayor compactacion del mismo. El
complejo altamente condensado de protamina — ADN es estabilizado por uniones
puente disulfuro intra e intermoleculares entre los residuos de cisteina de las
protaminas, confiriendo al nucleo espermatico una extraordinaria estabilidad mecanica y
quimica. Esta estabilidad se incrementa alin mds por accion del zinc (de origen
prostatico) presente en el plasma seminal. El zinc se une a los grupos sulfhidrilo libres
de las protaminas impidiendo que tenga lugar el intercambio entre estos residuos y los
puentes disulfuro ya formados (Yanagimachi, 1994; Kvist, 1980). De esta forma se
impediria la descondensaciéon prematura de la cromatina durante el transito del
espermatozoide por el tracto genital masculino y el femenino antes de incorporarse
definitivamente al ooplasma y, ademas, se protegeria al ADN espermatico de la accion
de agentes mutagénicos y de los efectos nocivos de las especies reactivas de oxigeno.

Se han propuesto dos modelos generales que explican la asociacion de las protaminas
con el ADN (Bellvé y col, 1983), ambos basados en datos fisicos y teniendo en cuenta
la ausencia de nucleosomas en el nucleo del espermatozoide. El primero de ellos
sugiere que las protaminas estan presentes con una configuracioén extendida; se unen al
surco mayor y menor de la hélice de ADN y logran el entrecruzamiento de la cromatina
a través de la formacion de puentes disulfuro con protaminas en hebras de ADN
vecinas. El otro modelo propone que las protaminas se encuentran empaquetadas en

cilindros o — hélice (Warrant y col, 1978), que se alojan en el surco mayor y menor del
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ADN para facilitar luego una condensacion ordenada del mismo. Subsecuentemente, los
cilindros se entrecruzarian con cilindros vecinos a través de puentes disulfuro para
efectivizar la estabilizacion. Ciertos estudios sugeririan que en los espermatozoides de
algunos mamiferos, la cromatina forma una estructura de ldminas apiladas (Bendet y
col, 1972); sin embargo, en el hombre, la organizacién seria de tipo fibrogranular
dispuesta al azar (Koehler, 1972).

Se han descripto dos grupos de protaminas, P; y P,. Las P; estdn presentes en los
espermatozoides de todas las especies y tienen un alto contenido de cisteina y arginina,
mientras que las P, que estan presentes en algunas especies (incluyendo el humano),
contienen histidina ademas de cisteina y arginina y pueden unir Zn®*. Mas aun,
formarian estructuras tridimensionales del tipo “dedos de zinc”, a través de las cuales
interactuarian con el ADN (Bench y col, 2000; Pradeepa y col, 2007). Si bien el
contenido total de protaminas (P; y P,) con respecto a la cantidad de ADN es constante
para todas las especies, la relacion P,/P;, es variable (Corzett y col, 1999; Corzett y col,
2002) y esta aparentemente vinculada con el tiempo necesario para que pueda llevarse a
cabo la descondensacion nuclear. Aquellas especies que contienen P, ademas de P,
parecerian descondensar el nicleo mas rapido, sugiriendo que P; y P, difieren en el
grado de estabilidad que confieren a la cromatina (Tabla 1) (Perreault y col, 1987,

Perreault, 1990).
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Especie Protaminas Descondensacion

(min)
Humano 1y2(50%) 15
Mono ly2 30
Raton 1y2(67%) 30

Chinchilla ly2 45-60

Hamster sirio 1y2(33%) 45-60
Hamster armenio 1 >60
Hamster chino 1 >60
Rata 1 >60
Toro 1 >60

Tabla 1. Diferencias interespecie en el contenido dprotaminas espermati@as y el tiempo de

descondensacion nuclear en ovocitos de Hamster sirla proporcion de protamina 2 (si se conoce), se

da entre paréntesis. (Modificado de Perreault, 1990).

La importancia de una adecuada interaccion protamina /ADN espermadtico en el proceso
de fertilizacion ha quedado confirmada por la observacion que ratones “knock-out” para
P, o P, son infértiles (Cho y col, 2001). En el hombre, se ha documentado la presencia
de una relacion Py/P, alterada o incluso la ausencia de P, en individuos infértiles
(Belokopytova y col, 1993; Yebra y col, 1993). Asimismo, se ha descripto que una
deficiencia de zinc en semen y, potencialmente, en la cromatina espermatica y
alteraciones que interfieren con la remocion de las histonas o con el proceso precursor
de protamina 2, son factores que conducirian a infertilidad masculina (Balhorn y col,

1988; Blanchard y col, 1990; Kvist y col, 1988; Bach y col, 1990). Més atn, una
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publicacion reciente (Iguchi y col, 2006) describe la presencia de un polimorfismo de
nucleodtido inico en el gen de P; en un pequefio grupo de pacientes infértiles.

Por otra parte, el eyaculado comunmente contiene cantidades variables de
espermatozoides que no han reemplazado la mayoria de sus histonas o proteinas
transicionales por protaminas (Tanphaichitr y col, 1978; Chevaillier y col, 1987;
Gatewood y col, 1987). Estos nucleos que contienen cantidades anormales de histonas,
se conocen generalmente como nucleos inmaduros (Kramer y col, 1997) y se ha
observado que el eyaculado de hombres infértiles contiene una mayor proporcion de los
mismos que el de hombres fértiles (Forestay col, 1992; Auger y col, 1993).

Se cree que la relacion entre la deficiencia de protaminas y la infertilidad se encuentra
vinculada a un ADN menos protegido, mds susceptible a la accion nociva de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) o a la existencia de un incremento en la
fragmentacion del ADN como consecuencia de la falta de compactacion (Agarwal y col,

2004; Shamsi y col, 2008).

La descondensacion del nicleo espermatico

El nucleo del espermatozoide, a pesar de su alta resistencia, se descondensa rapidamente
luego de su entrada al ooplasma (Jager, 1990). La reduccion de los puentes disulfuro
seria el primer evento en la descondensacion del nucleo espermatico en el ovocito y se
ha demostrado en distintas especies que este fendmeno ocurre gracias a la accion del
glutation (GSH) presente en el ooplasma (Liu y Baker, 1992) y que constituiria el paso
limitante en el proceso de descondensacion nuclear (Perreault, 1990). Cuando se
inyectan nucleos aislados de espermatozoides de hdmster en ovocitos homoélogos, éstos
normalmente requieren de 45 a 60 minutos para descondensarse (Perreault y col, 1987);

sin embargo, si los nucleos espermaticos son pobres en puentes disulfuro como
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consecuencia de haber sido tratados con agentes tiorreductores previamente a la
inyeccion, se descondensan en 5 a 10 minutos. Resulta interesante también que la
descondensacion de nticleos pobres en puentes disulfuro no se bloquea al disminuir la
temperatura de incubacion a 4°C, como sucede con la descondensacion de ntcleos ricos
en puentes disulfuro (Perreault y Zirkin, 1983), sugiriendo la posible participacion de
algun mecanismo enzimatico en el proceso de tiorreduccion.

El contenido de GSH en el ovocito maduro (metafase II) es significativamente mayor
que en el ovocito inmaduro en estadio de vesicula germinal (Perreault 1988, 1990).
Perreault y col (1990) observaron que la sintesis maxima de GSH en ovocitos de
hamster ocurria poco después de la ruptura de la vesicula germinal y que la inhibicion
de dicha sintesis, mediante el uso de un inhibidor de la y-glutamil transferasa (BSO,
sulfoximina de butionina), no afectaba la capacidad descondensante de ovocitos
maduros (metafase II), que ya presentaban altos contenidos de GSH, pero si impedia
que hubiera descondensacion en ovocitos que recién habian sufrido ruptura de la

vesicula germinal (Figura 12).
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Figura 12: Efectos del BSO sobre la adquisicion di capacidad descondensante en ovocitos de
hamster en distintos estadios de maduraciorse cosecharon ovocitos a diferentes tiempos luego de la
administracion de hCG, se preincubaron durante 4 hs. en ausencia (barras celestes) o presencia (barras
azules) de BSO (1 mM), y se microinyectaron subsecuentemente con nucleos espermaticos. Se evalu¢ el
estado de los nucleos espermaticos inyectados luego de 1 hora y 25 minutos adicionales de incubacion. El
numero de espermatozoides descondensados se coloco por encima de cada barra y representa la suma de
4 o 5 experimentos separados. * significativamente distinto del control no tratado con BSO (p<0.01)

(Tomado de Perreault, 1988).

Estos resultados sugerian que las tasas de sintesis y degradacion de GSH debian ser
bajas en el ovocito ya maduro, con lo cual cabia preguntarse cual seria la importancia
para la actividad descondensante de dicho ovocito de los sistemas regeneradores de
GSH luego de su oxidacion a GSSG. En la mayoria de los sistemas celulares, el GSSG
es rapidamente reducido gracias a la accion de la glutation reductasa, una enzima
dependiente de NADPH (Meister y col, 1989) y hay evidencias de que los ovocitos
operarian de manera similar para regenerar y mantener el GSH en estado tiol (Wiesel y
col, 1981). De hecho, la inhibicion de la descondensacion nuclear espermatica

utilizando diamida, agente que oxida al GSH a GSSG, es reversible, sugiriendo que los
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ovocitos son capaces de reducir el GSSG a GSH facilmente (Perreault y col. 1984).
Justamente, Perreault y colaboradores (1984) demostraron que la incubacion de
ovocitos maduros de hamster con iodoacetamida, que bloquea irreversiblemente los
grupos SH libres, inhibia en forma dependiente de la dosis a la descondensacion de
nucleos espermaticos inyectados en el ovocito. Esto les llevo a proponer que el GSH
debe ser regenerado de manera continua en el ovocito maduro, para poder mantener los
sulthidrilos de las protaminas en estado reducido el tiempo suficiente como para que los
factores ovocitarios responsables de la descondensacion tengan acceso a la cromatina
espermatica. Distinguieron, entonces, dos aspectos importantes con referencia al
metabolismo del GSH en el ovocito y su participaciéon en la descondensacion del
espermatozoide: durante la maduracion ovocitaria es relevante la sintesis de novo de
GSH que permite alcanzar los niveles elevados de GSH que confieren al ovocito su
capacidad tiorreductora de las protaminas espermaticas, mientras que en el ovocito
maduro préacticamente no hay actividad sintética de GSH y los niveles elevados del
mismo se mantienen gracias a la actividad de los sistemas regeneradores de GSH a

partir del GSSG (Figura 13).
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MADURACION OVOCITARIA OVULACION Y FERTILIZACION

Sintesis de GSH Regeneracion de GSH
‘C @ @ *®
VG METAFASE Il PS-SP——» PSH

Bajo contenido Alto contenido
de GSH de GSH GSH GSSG

*__GR__“
N

NADP NADPH

Figura 13: Hipotesis de la adquisicién de la capagad descondensate del ovocito durante la
maduracion en mamiferos.Se necesitaria por un lado la sintesis de GSH luego de la ruptura de la
vesicula germinal que proporcionaria niveles elevados de GSH en el interior del ovocito maduro
(metafase II) y, por otro, un adecuado sistema regenerador de GSH en el momento de la fertilizacion, que
seria la enzima GSH reductasa (GR) dependiente de NADPH. PS-SP:protamina con puente disulfuro.
PSH: protamina tiorreducida. GSSG: glutation oxidado. (Tomado de Perreault, 1990).

También se han registrado cambios en el contenido de GSH ovocitario como
consecuencia de la fertilizacion. En la rata, por ejemplo, se ha demostrado que el
contenido de GSH ovocitario disminuye entre los procesos de descondensacion
espermdtica y formacion de prontcleo, hecho que podria deberse a una actividad
aumentada de la GGT (y-glutamil transpeptidasa), una de las enzimas que participa en la
degradacion del GSH (Funahashi 1999). Por otra parte, se ha observado en porcinos,
que el contenido de GSH en ovocitos maduros e inseminados es menor que el contenido
de GSH en ovocitos maduros pero no inseminados, lo cual podria deberse a un bloqueo

de la sintesis de GSH inducido por la penetracion del espermatozoide, o podria estar
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simplemente reflejando la utilizacion del GSH para descondensar a los espermatozoides
que han penetrado (Yoshida 1993).

Usui y Yanagimachi (1976) demostraron que la capacidad del ovocito para
descondensar al espermatozoide y promover la formacion del prontcleo varia a lo largo
del desarrollo ovocitario, desde el estadio de vesicula germinal hasta la fertilizacion. Si
bien observaron la desintegracion de las envolturas intrinsecas del espermatozoide en
ovocitos en todos los estadios hasta el de dos células, la velocidad de descondensacion
de la cromatina y formacion del pronticleo fue influenciada marcadamente por el estadio
en que se encontraba el ovocito en el momento en que fue penetrado por el
espermatozoide (Tabla 2). En ovocitos en estadio de vesicula germinal, el ntcleo del
espermatozoide permanecié condensado; en ovocitos en prometafase I, se produjo una
descondensacion parcial de la cromatina del espermatozoide; en ovocitos en metafase-
anafase I, la mayoria de los espermatozoides se descondenso y finalmente, en ovocitos
maduros en estadio de metafase II, se observo descondensacion mas rapida y formacion
del prontcleo masculino. En virtud a los cambios observados, estos autores sugirieron
que existe un cambio a nivel madurativo del citoplasma del ovocito que se manifiesta en
un aumento de la capacidad del ovocito para descondensar la cromatina espermatica y
convertirla en el prontcleo masculino con la maduracion ovocitaria. Los ovocitos
fertilizados en estadio de pronticleo o en estadio de 2 a 4 células no mostraron actividad
descondensante, pero sin embargo se observo descondensacion de la cromatina
espermadtica en aquellos ovocitos que fueron penetrados justo antes del primer clivaje.
Estos autores proponen, por lo tanto, que los factores responsables de la
descondensacion espermatica no se encontrarian presentes o por lo menos no se
encontrarian presentes de manera activa en el citoplasma del ovocito en todos los

estadios sino que aparecerian (o se activarian) solo en algun punto del ciclo celular.
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Tipo de Estadio 1 hora luego de la 3 horas luego de la
ovocito ovocitario en el inseminacion inseminaciéon
momento de la
inseminacion

Nucleo Nucleo Nucleo Nucleo
(hs. Post hCG) o ... o ‘o

ovocitario |espermatico | ovocitario espermatico

Cond. - -

VG *
<ummm Y

VG (0) VG A
Ovario ]

inmaduro Prometafase 1

Prometafase I Promet o -;I‘) Prometafase I
(4) @ ~ Metafase I
Met. I ~ Ana ] Anafase | _g | Telofasel~ . . ‘
) I Masa crom
Met. 1T Anafase Pronticleo
(12) II temprano
Oviductal Met. 1T Telofase
maduro (16) II EN Pronucleo

I-célula, Pronicleo | <N | Prondcleo

pronticleo
Fertili_zado I-célula, antes |Prometafase, | == P | Prometafase ~ Lot N
en OVIdUCtO del 1° Clivage 1° CliVage Tel; l.' o ‘;
1° clivage Sla e

EN
II-células Interfase | < NG Interfase é

Tabla 2;: Cambios en el nucleo del espermatozoide incorporado en el interior del ovocito en varios
estadios de maduracion y desarrollo temprandV/G: vesicula germinal; VG Cond: vesicula germinal
condensada que contiene cromatina condensada; Promet: prometafase; Met: metafase; Ana: anafase;
Tel: telofase; Masa crom: masa de cromatina; EN: nueva envoltura nuclear (Tomado de Usui y

Yanagimachi, 1976).

Vale la pena mencionar aqui que, si bien un sélo espermatozoide necesita ser
descondensado in vivo, cuando se lleva a cabo la fertilizacion in vitro de ovocitos de
hamster sin zona pelicida, cada ovocito puede descondensar alrededor de 50
espermatozoides (Hirao y col, 1979). Se podria especular que el nucleo del

espermatozoide que fertiliza le presenta un reto oxidativo al ovocito via una rapida

39



Introduccion

deplecion de los niveles de GSH y que esto podria causar una estimulacion
compensatoria de la actividad de la GSH reductasa. De esta manera, el primer
espermatozoide podria intensificar la capacidad del ovocito para descondensar un

espermatozoide adicional.

Si bien no cabe duda de que la tiorreduccion de las protaminas constituye un evento
clave en el proceso de descondensacion cromatinica in vivo, no es suficiente para
promover el intercambio de protaminas espermaticas por histonas ovocitarias. En
algunas especies, como por ejemplo el hamster, se ha propuesto un mecanismo
enzimdtico (Marushige y Marushige, 1975; 1978; Zirkin y Chang, 1977, Zirkin y col,
1982) con participacion de una proteasa de origen ovocitario que degradaria las
protaminas basicas del nucleo espermadtico. La intervencion de una enzima en el proceso
de descondensacién se veria apoyada por el hecho que en algunas especies se ha
observado una disminucion en el grado de descondensacion espermatica alcanzado al
disminuir la temperatura de incubacion de los 37 °C a temperatura ambiente o a 4 °C
(Perreault, 1990).

Por otra parte, se ha sugerido la participacion de una macromolécula con fuerte carga
negativa que pueda competir con el ADN por las protaminas, y actuar como aceptora de
las mismas, posibilitando asi el reemplazo de las protaminas espermaticas por histonas

ovocitarias (Figura 14).
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ADN — protamina (S-S)

+ GSH

ADN - protamina (SH-)

+ histona
? ovocitaria

ADN-histona Protamina-| ?

Figura 14: Esquema en el que se seflalan las etapas del proceso de descondensacién del
espermatozoide humanoin vivo. Molécula propuesta como aceptora de protaminas

(nucleoplasmina, heparina, GAGs).

Se ha demostrado, en algunos peces, en anfibios y en Drosophila melanogaster, que la
nucleoplasmina, que es una chaperona molecular que interviene en el ensamblaje de los
nucleosomas a partir de ADN y de histonas (Laskey y col, 1978; Philpott y col, 1992;
Philpott y col, 2000; Prado y col, 2004; Frehlick y col, 2007) y que esta presente en
gran cantidad en el ovocito (Mills y col, 1980; Krohne y col, 1980; Philpott y col,
1991), es responsable de la descondensacion cromatinica del espermatozoide (Ohsumi y
Katagiri, 1991; Philpott y col, 1991; Kawasaki y col, 1994). Sin embargo, este hallazgo
no ha podido hacerse extensivo a los mamiferos, incluido el hombre. Aunque se ha
encontrado nucleoplasmina en el ovocito de raton, la misma no seria necesaria para el
proceso de descondensacion espermatica ya que los espermatozoides procedentes de

ratones “knock-out” se descondensan normalmente (Burns y col, 2003).
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La descondensacion de la cromatina del espermatozoide humano in vitro puede
inducirse de varias maneras, y de hecho todas ellas se han utilizado en la clinica para
tratar de desarrollar ensayos de evaluaciéon de la capacidad descondensante del
espermatozoide. Pueden utilizarse agentes farmacologicos tales como SDS / DTT o
SDS / EDTA (Liu y col, 1987; Gopalkrishnan y col, 1991), agentes fisiol6gicos como
heparina y GSH (Reyes y col, 1989) e incluso extractos de ovocitos de diferentes
especies animales, como por ejemplo, erizo de mar, sapo y ratén (Delgado y col, 1982;
Maleszewski, 1990; Shimada y col, 2000). La posibilidad de usar extractos ovocitarios
de otras especies pone de manifiesto un concepto importante: en el proceso de
descondensacion espermatica in Vivo estarian interviniendo moléculas que no son
especificas de especie.

En el afan de dilucidar cuéles podrian ser in vivo las moléculas responsables de la
descondensacion espermatica, resulta particularmente interesante como modelo el
sistema de descondensacion in vitro con heparina + GSH, ya que ambos son agentes
fisiologicos, presentes en el organismo y, si bien no existe duda de la participacion del
GSH como agente tiorreductor en el proceso de descondensacion, el papel de la
heparina es atin motivo de controversia. Algunos autores sostienen que la heparina se
une a la membrana de los espermatozoides (Delgado y col, 1982) a través de una
interaccion de tipo ligando-receptor (Delgado y col, 1982; Handrow y col, 1984; Lalich
y col, 1989; Lasalle y Testart, 1992) que resultaria en la desestabilizacion de la
membrana plasmadtica, y permitiria de esta manera la entrada de otros compuestos
(como por ejemplo el GSH) al espermatozoide (Delgado y col, 1982; Reyes y col,
1984). Otros autores proponen, en cambio, un efecto directo de la heparina sobre la
cromatina del espermatozoide, ya que se ha demostrado que la heparina posee una

fuerte afinidad por las protaminas y es capaz de combinarse con éstas formando un
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complejo insoluble (Chargaff y Olson, 1938). Sin embargo, ninguna de las evidencias
existentes es directa y contundente y poco se sabe en realidad del papel de la heparina
en el proceso de descondensacion nuclear. En los ultimos afios, Delgado y otros autores
(Delgado y col, 1999; Delgado y col, 2001; Reyes y col, 2001; Sanchez-Vazquez, 2008)
han desarrollado un modelo para estudiar el mecanismo de la descondensacion del
nucleo espermatico in vitro utilizando una estructura cromatinica altamente organizada,
el nucledn, aislada a partir de espermatozoides de distintas especies. Utilizando
nucleones de toro, Delgado y colaboradores demostraron la importancia de la heparina
en el proceso de descondensacion nuclear (Delgado y col, 2001), apoyando la hipdtesis
de una accion directa de la heparina sobre la cromatina.

Algunos autores han propuesto que, también in vivo, la heparina podria ser responsable
de la descondensacion cromatinica (Lalich y col, 1989; Montag y col, 1992), pero esto
seria poco probable debido a que no habria heparina en el complejo cumulus — ovocito
ya que la unica célula capaz de sintetizar heparina in vivo es el mastocito (Feyerabend y
col, 2006; Hagner-Mcwhirter y col, 2000).

Por otra parte, existen en la literatura numerosas evidencias de la presencia de otros
glicosaminoglicanos (GAGs) en el complejo cimulus — ovocito en distintas especies
(Gebauer y col, 1978; Salustri y col, 1989; Ball y col, 1982; Bellin y Ax, 1984)
incluyendo al heparan sulfato (HS), andlogo estructural de la heparina, que en la
mayoria de los sistemas bioldgicos estudiados posee acciones bioldgicas equivalentes a
las de la heparina (Figura 15) (Delgado y col, 1982; Jackson y col, 1991; Rosemberg y
col, 1997; Yanagishita y Hascall 1992a). Evidencias experimentales acumuladas en
nuestro laboratorio nos llevaron a plantear hace unos afios la hipdtesis que el HS podria
actuar como aceptor de protaminas durante la descondensacién cromatinica del

espermatozoide humano in vivo (Romanato y col, 2003).
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Figura 15: Estructura quimica del disacéarido base que awstituye la heparina y el heparan sulfato

En esta figura se puede observar claramente la similitud estructural que existe entre ambas moléculas.

El heparan sulfato como posible aceptor de protaminas

En nuestro laboratorio se estudia desde hace varios afios la descondensacion nuclear del
espermatozoide humano in vitro en presencia de heparina y GSH, con el objeto de
dilucidar el papel de la heparina en este proceso. El ensayo de descondensacion nuclear
en presencia de heparina y GSH originariamente descripto por Reyes y colaboradores
(Reyes y col, 1989) fue modificado en nuestro laboratorio (Romanato y col, 2003) y
utilizado para evaluar la actividad descondensante de la heparina y otros
glicosaminoglicanos. Este ensayo permite distinguir por observacion al microscopio de
contraste de fase tres estadios de descondensacion diferentes del nucleo espermatico: S
(espermatozoides Sin cambios), M (espermatozoides Moderadamente descondensados)
y G (espermatozoides Groseramente descondensados) (Figura 16). De esta manera, se
expresa la descondensacion alcanzada en una situacion experimental determinada como

la suma de los porcentajes de formas My G
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10 pum

Figura 16: Estadios de descondensacion del espermatozoide humano observado al microscopio de
contraste de faseS: espermatozoide sin cambio, M: espermatozoide moderadamente descondensado y

G: espermatozoide groseramente descondensado. Aumento: 400X.

La Figura 17 muestra la cinética de descondensacion nuclear caracteristica obtenida al
incubar espermatozoides humanos previamente capacitados en presencia de heparina y
GSH. Se evaluo el estado de descondensacion al cabo de 15, 30 y 60 minutos de
incubacion y en el grafico se representan las formas S, M y G a cada uno de los tiempos
evaluados. Las barras lisas corresponden al porcentaje de descondensacion total (M+G)
alcanzado en cada tiempo, mientras que las barras rayadas corresponden al porcentaje
de formas G. Se observa claramente que la mayoria de los espermatozoides que no
llegaron a descondensarse a los 30 minutos de incubacidn, ya no lo haran, debido a que
el total de formas descondensadas (M+G) aumenta muy poco entre los 30 y 60 minutos;
mientras que la mayoria de las formas M observadas a los 30 minutos pasa a formas G a
los 60 minutos.

El prolongar la incubacion de 30 a 60 minutos permite que practicamente todos aquellos

espermatozoides que han comenzado a descondensarse en la primera media hora puedan
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hacerlo por completo. Consideramos entonces como parametro de descondensacion

maxima alcanzada el porcentaje de M+G a los 60 minutos.
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Figura 17: Cinética de descondensacidin vitro de espermatozoides humanos capacitados en
presencia de heparina y GSHLas barras lisas representan la suma de los porcentajes de formas M y

formas G, y las barras rayadas representan los porcentajes de formas G solamente.

Para comenzar a entender como y por qué la heparina actia como descondensante
espermatico in Vitro, en una primera instancia se estudido el efecto producido por
cambios estructurales en la molécula de heparina sobre su actividad descondensante, ya
que existen numerosas evidencias en la literatura y en otros sistemas biologicos, que
demuestran que dichos cambios inducen modificaciones en su actividad bioldgica
(Jackson col, 1991; Bertolesi y col, 1997). A este efecto, se evaluo la actividad
descondensante in vitro de espermatozoides humanos capacitados, utilizando heparinas
quimicamente modificadas mediante desulfatacion parcial: heparina parcialmente O-
desulfatada (O-des), heparina parcialmente N-desulfatada (N-des), heparina
parcialmente N-desulfatada N-acetilada (N-des N-ac) y heparina parcialmente O/N-

desulfatada N-acetilada (O/N-des N-ac). La O- o N-desulfatacion y N-acetilacion
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alteran no solo la carga neta de la unidad disacaridica sino también la localizacion de las

cargas positivas y negativas en la misma (Figura 18).

OH HNCOCHS

Figura 18: Estructura quimica de las unidadesdisacaridicas que constituyen la heparina y las
heparinas quimicamente modificadasA: Heparina; B: heparina O — des; C: heparina N — des; D:
heparina N — des N — ac y E: heparina O/N — des N —ac. Modelado molecular realizado con el programa

Hyperchem 7.5 (Hypercube, Inc).

La actividad descondensante de la heparina se vio fuertemente afectada por la
sulfatacion de la molécula (Figura 19), y los resultados obtenidos sugirieron que se trata
no solo de un efecto de carga neta sino que también es importante la posicion de las
cargas en la unidad disacaridica (Romanato y col, 2003). Indudablemente, esto seria
consecuencia de que la localizacion de las cargas en las unidades disacaridicas de la
molécula determina las interacciones electrostaticas entre los grupos cargados por lo
que si estas se modifican, se inducen cambios conformacionales en la molécula que
podréan verse reflejados en su actividad biologica. Es de interés observar que N-des fue

menos activa que O-des, lo cual esta en desacuerdo con la idea general que la N-
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sulfatacion es importante para la actividad biologica de la heparina (Bertolesi y col,
1997; Lindahl y Kjellen, 1991). También vale la pena mencionar que O/N—des N-ac
resulto inactiva, al igual que en todos los sistemas bioldgicos en que se la ha probado

hasta el momento (Bertolesi y col, 1994; Bertolesi y col, 1995; Bertolesi y col, 1997).
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Figura 19: Descondensaciérin vitro de espermatozoides capacitadoen presencia de heparina o
heparinas quimicamente modificadas y GSH. N-degarcialmente N-desulfatada; O-des: parcialmente
O-desulfatada; N-des N-ac:parcialmente N-desulfatada N-acetilada; O/N-des N-ac:parcialmente O/N-
desulfatada N-acetilada. %M+G: Descondensacion total. * significativamente diferente de la heparina

control.

En segundo lugar, teniendo en cuenta que la actividad bioldgica de los GAGs esta en
muchos casos asociada al tamafio de la molécula (Fedarko y Conrad, 1986),
posiblemente debido a que ciertos fragmentos especificos de ésta puedan ser
incorporados en la célula y eventualmente alcanzar el nucleo (Hiscock y col, 1994), o a
la posibilidad de una orientacidn espacial de cargas diferencial en funcion de la longitud
de la molécula, se evaluo la actividad descondensante in vitro de tres heparinas de

diferente peso molecular (Figura 20). Se encontr6 que la actividad descondensante de la
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heparina era independiente de su peso molecular, por lo menos dentro del rango de

pesos moleculares estudiado (3.000-18.800 Da) (Romanato y col, 2003).
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Figura 20: Cinética de descondensaciéiin vitro de espermatozoides humanos capacitados en
presencia de heparinas de diferente peso molecular y GSH4 (M+G): porcentaje de

descondensacion total.

Habiendo asi demostrado que la actividad descondensante de la heparina in vitro esta
efectivamente relacionada con caracteristicas estructurales de la molécula y no es una
actividad inespecifica simplemente vinculada a que la heparina es una macromolécula
anidnica con elevada carga neta, que podria simplemente en virtud de su carga competir
con el ADN por las protaminas, se evalud la actividad descondensante in vitro de otros
GAGs, cuya presencia en el complejo cimulus-ovocito es conocida, con miras a
encontrar un candidato que pudiera estar reemplazando a la heparina in vivo. Cabe
recordar aqui que, al no encontrarse en el complejo cumulus-ovocito, la heparina no

podria ser el agente descondensante in vivo, a diferencia de otros GAGs como el acido
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hialurénico (AH), el condroitin sulfato (CS), el heparan sulfato, el dermatdn sulfato
(DS) y el queratan sulfato que estan presentes en el tracto genital femenino,
particularmente en el fluido folicular, en varias especies (Yanagishita y col, 1979; Reyes

y col, 1984; Thérien y col, 2005) incluyendo la humana (Bellin y col, 1986).

Entre los diferentes GAGs evaluados en este estudio (CS, DS, HS y AH), s6lo el HS,
analogo estructural de la heparina, mostr6 actividad descondensante in vitro, mientras
que el acido hialurénico, el condroitin sulfato y el dermatan sulfato fueron inactivos
(Romanato y col, 2003). Més atn, la actividad descondensante de la heparina y del
heparan sulfato fueron similares, a pesar del hecho que el heparan sulfato se encuentra
levemente menos sulfatado que la heparina, y posee menor carga negativa neta (Figura
21), reforzando el concepto de una accidon bioldgica especifica vinculada con la

estructura de la molécula y no simplemente con su carga.
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Figura 21: Cinética de descondensaciorin vitro de espermatozoides humanos capacitados
incubados en presencia de GSH y hepasa o diferentes glicosaminoglicano$dS: Heparan sulfato;
CS: Condroitin sulfato; DS: Dermatan sulfato; AH: Acido hialurénico. %M+G: Descondensacion total.

* significativamente diferente de la heparina control.

En conjunto, estos resultados nos llevaron a proponer al HS, presente en el complejo
cumulus-ovocito y ademas andlogo estructural de la heparina (Jackson y col, 1991;
Bellin y col, 1986; Eriksen y col, 1997), como posible aceptor de protaminas en el
proceso de descondensacion del nucleo espermatico humano in vivo (Figura 22). De
esta manera, al ingresar al ovocito, el GSH presente en el mismo reduciria los puentes
disulfuro de las protaminas de la cromatina del espermatozoide que, una vez reducidas,
interactuarian con el heparan sulfato, permitiendo asi el reemplazo de dichas protaminas
por histonas ovocitarias y completando entonces el proceso de descondensacion

espermatica.
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+ GSH

ADN — protamina (SH-)

HS? + histona
ovocitaria
o
BT | ADN-histona Protamina-HS?

Figura 22: Esquema en el que se sefialan las dos etapas del proceso de descondensacion del
espermatozoide humandn vivo. A: Los puentes disulfuro intra e intermoleculares son reducidos por
accion del glutation reducido (GSH). El HS es la molécula propuesta como aceptor de protaminas. B:
Esquema representativo de nuestra hipotesis de trabajo. El espermatozoide atraviesa las células del
cumulus y al ponerse en contacto con la zona pelucida sufre la reaccion acrosomal. Luego ingresa al
espacio perivitelino y se fusiona con la membrana plasmatica del ovocito. Una vez en el interior, el
nicleo del espermatozoide al ponerse en contacto con el GSH y el HS alli presentes, descondensaria su

cromatina para dar lugar a la formacion del pronticleo masculino propiamente dicho.

Los resultados hasta aqui descriptos se obtuvieron utilizando espermatozoides humanos
capacitados pero sin embargo, no debemos olvidar que in vivo, el espermatozoide que
ha ingresado al ooplasma ha sufrido la reaccidon acrosomal, como consecuencia de lo
cual gran parte de su nucleo se encuentra expuesto (ver Figura 8) a las moléculas
presentes en el citoplasma del ovocito. Interesados en comprender cémo ocurre la
descondensacion cromatinica in vivo a través de nuestro modelo de descondensacion in
vitro, consideramos importante estudiar la actividad descondensante in vitro de la
heparina y demas GAGs sobre nucleos aislados a partir de espermatozoides humanos

para acercarnos ain mas a la situacion in vivo.
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Por otro lado, si bien se ha demostrado la presencia de acido hialurénico en las células
del cumulus, zona peltcida y espacio perivitelino, hasta el momento no habia evidencias
experimentales que indicaran que los GAGs estan presentes en el interior del ovocito.
Para reafirmar la hipdtesis que el hepardn sulfato estaria funcionando como agente
descondensante in vivo, se hacia fundamental documentar su presencia en el ooplasma y
corroborar su actividad descondensante del nuicleo espermético en ese entorno.

Estas dos carencias fueron los disparadores de los objetivos que se platearon para este

trabajo de tesis.
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Objetivos

El objetivo fundamental de estiebajo de tesis fue reunas datos experimentales que
permitieran reforzar la hipotesis que ebaen sulfato funcionaria como aceptor de
protaminas durante el proceso de descosaeon cromatinica del espermatozoide

humanan vivo. Para ello, se phtearon 2 objetivos:

1) Acercarse a las condicionés vivo, analizando el comportamiento de nudcleos
aislados de espermatozoides humanos framsedescondensaci@on heparina y GSH
invitro. Para lograrlo:

A: se compard la cinética de descondersa@ntre espermatozoides capacitados y
nucleos aislados en presende heparina y glutatidn vitro.

B: se analiz6 el efecto de la sulfatati de la heparinasobre su actividad
descondensanta vitro en ndcleos aislados.

C: se evalud la capacidad dderentes glicosaminoglicangsesentes en el complejo

cumulus-ovocito de funcionar como aceptores de protarmnéso.

2) Demostrar que el heparan sulfato esta ptesemel ovocito y estudiar de qué manera
efectivamente podria funcionar comeatg descondensante, para lo cual:

A: se investigd la presencia de heparalfiasu en ovocitos frescos de raton con el

empleo de un colorante catiénico queorsmce especificamente grupos sulfato, y por
medio de inmunocitoquimica utilizando anticuerpos especificos.

B: se evalud la actividad descondensaimevitro de ovocitos frescos de raton en

presencia y ausencia ddatentes glicosidasas.
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Materiales y Métodos

1. Poblacion estudiada

Se utilizaron muestras de semen de donantes normospérmicos de acuerdo con los
criterios establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud (1999). Las muestras se
obtuvieron por masturbacion luego de 36 a 48 horas de abstinencia sexual. Luego de la
licuefaccion, cada muestra fue sometida a un espermograma de rutina y utilizada dentro

de la hora de su obtencion.

2. Parametros evaluados en el espermograma

2.1. Concentracion

La concentracion de espermatozoides se determind utilizando una cadmara de Neubauer.
Para ello se realizé una dilucién 1:20 de la muestra y se colocaron 7 ul de la misma en
la camara. El nimero de espermatozoides se determiné mediante observacion al
microscopio de contraste de fase (Zeiss, Standard 16), (valor normal: > 20 x 10%/ml).
Simultdneamente se determind la concentracion de células redondas (valor normal: < 1
x 10%ml).

2.2. Motilidad

Se determind el porcentaje y progresion de espermatozoides motiles. Para ello, se
colocod una alicuota de semen (10 pl) entre porta y cubreobjetos y se observo al
microscopio de contraste de fase (Zeiss, Standard 16) a 400 X. Se determind el
porcentaje de espermatozoides motiles sobre un total de 100 a 200 células evaluadas.
Para evaluar la calidad de movimiento de los espermatozoides se determiné el grado de
progresion de los mismos utilizando la escala propuesta por Mortimer (1986). Valores

normales de motilidad: > 50%, progresion > 3.
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Progresion 0:Sin movimiento

Progresion 1:Movimiento in situ

Progresion 2:Movimiento traslativo pero no muy progresivo
Progresion 3:Movimiento progresivo con velocidad moderada

Progresion 4:Movimiento progresivo con alta velocidad

2.3. Viabilidad

El porcentaje de espermatozoides vivos se determind utilizando un colorante de
exclusion: Eosina Y. Una alicuota de 5 pl de espermatozoides se mezcl6 con una
alicuota de 5 ul de colorante (0.5 mg / ml en PBS) y se homogeneiz6 cuidadosamente
entre porta y cubreobjetos. Al cabo de dos minutos, se determind el porcentaje de
espermatozoides vivos (no tefiidos de rojo) sobre un total de 200 espermatozoides
evaluados mediante observacion al microscopio Optico Zeiss Standard 16 (campo claro),

a 400 X (Valor normal: > 70 % células vivas).

3. Procesamiento de las muestras de semen

Todas las muestras de semen utilizadas fueron procesadas como se describe a
continuacion, excepto en los casos en que se llevo a cabo el aislamiento de nucleos

(Materiales y Métodos, Seccion 4).
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3.1. Obtencién de una fracciéon altamente motil

Cada muestra de semen se lavo por centrifugacion en medio HTF (Human Tubal Fluid:
KCl 4.6 mM; KH;PO4 0.37 mM; NaCl 90.7 mM; MgSO4 1.3 mM; glucosa 2.78 mM;
CaCl; - 2 H,O 1.6 mM; NaHCO; 23.8 mM; piruvato de sodio 3.38 mM vy lactato de
sodio 80.2 mM), durante 10 minutos a 300 xg dos veces para eliminar el plasma
seminal. El primer lavado se realizd s6lo con HTF, mientras que el segundo lavado se
hizo con HTF conteniendo 2.6 % BSA (Albiimina Sérica Bovina). Los espermatozoides
asi obtenidos se sometieron a la técnica de Swim—up con el objeto de obtener una
fraccion de espermatozoides altamente mdtiles. Para ello, se agregd sobre el pellet de
espermatozoides, gota a gota, medio HTF suplementado con 2.6 % BSA y se incubaron
los espermatozoides durante 90 minutos a 37 °C en atmdsfera de 5% CO; en aire. Al
cabo de dicho tiempo se recuperd cuidadosamente el sobrenadante y se calculd la

concentracion de espermatozoides recuperados y el porcentaje de motilidad (Figura 23).

B C
\
'( Se agrega
medio HTF

Se descarta el # §)con mejor
sobrenadante :> :> (SZ motilidad se
10 min, 300x 37 °C, 90 min recuperan en

el sobrenadante

OO >

Figura 23: Esquema correspondipte a la técnica del Swim-upA: se lava la muestra de semen dos
veces por centrifugacion descartando el sobrenadante. B: se coloca el tubo que contiene el pellet de
espermatozoides en un angulo de 45°, se agrega gota a gota y con mucho cuidado medio de cultivo y se
incuba en estufa gaseada. C: pasado el tiempo de incubacion se recupera el sobrenadante utilizando una

pipeta Pasteur, en el cual se encuentran los espermatozoides que presentan buena motilidad.
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3.2. Incubacion en condiciones capacitantes

Los espermatozoides procedentes del Swim-up, luego de ajustar la concentraciéon a 3 — 5
x 10° / ml, se incubaron durante 18 horas en tubos conicos de 15 ml, parcialmente
tapados e inclinados en un dngulo de 45° a 37 °C y en una atmosfera de 5% CO, / 95%

aire. Estas condiciones promueven la capacitacion espermatica (Brackett y col, 1975).

4. Obtencion de nucleos aislados de espermatozoides humanos

Debido a que in vivo el nicleo espermatico se encuentra practicamente desnudo una vez
adentro del ovocito, se procedié al aislamiento de nucleos para poder estudiar en los
mismos el proceso de descondensacion in vitro en condiciones mas cercanas a lo que

realmente ocurre in vivo.

Se aislaron nucleos provenientes de muestras de semen de donantes normospérmicos de
acuerdo al siguiente protocolo, modificado de Yebra y colaboradores (1993). El semen
se lavo tres veces por centrifugacion a 1.620 xg durante 10 minutos cada vez, en Tris-
HC1 50 mM y NaCl 0.15 M, pH 7.2 (10 veces el volumen de la muestra). El pellet se
resuspendié en 2.6 ml del mismo buffer conteniendo 1% SDS, se incub6 durante 15
minutos a temperatura ambiente y se sonico 6 veces durante 15 segundos cada vez a 200
W con un sonicador Branson, modelo W140 (Branson Sonic Power Co, Plainyiew, NY,
USA). Una vez sonicado, el pellet se dividio en dos alicuotas. Cada alicuota se sembrd
en 4 ml de un colchdn de sacarosa 1.1 M en Tris-HCI 50 mM, pH 7.2 y se centrifugd a
3.500 xg durante 1 hora. Los pellets obtenidos de dicho colchon se recuperaron y se
lavaron dos veces a 1.620 xg (10 minutos cada lavado), en Tris-HCI 50 mM, pH 7.2. Se

evalué una posible contaminacién de la fraccion nuclear con colas espermaticas por

60



Materiales y Métodos

medio de la observacion en el microscopio. La remocion efectiva del acrosoma se
analiz6 por inmunocitoquimica con un anticuerpo monoclonal anti-acrosina humana
(gentilmente donado por la Dra. Monica Vazquez-Levin, IBYME). Los nucleos aislados

se mantuvieron a 4°C en Tris-HCl 50 mM, pH 7.2 hasta su uso.

4.1 Inmunocitoquimica de espermatozoideg ndcleos aislados con un anticuerpo

anti acrosina humana.

La inmunocitoquimica se realizd de acuerdo al protocolo descripto por Zahn y col.
(2002). Espermatozoides enteros y nucleos aislados provenientes de la misma muestra
de semen, se lavaron en buffer P1 (PBS, benzamidina 50 mM y B-aminobenzamidina 2
mM) a 400 xg durante 10 minutos. Los pellets se resuspendieron en formaldehido al 2%
en PBS (3 veces el volumen del pellet), durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Luego de lavar dos veces en PBS se ajustdé la concentracion final a 50.000
espermatozoides o nucleos en 10 ul. Se colocaron alicuotas de 10 pl de cada muestra
sobre un portaobjetos y se dejaron secar a 37 °C. Cada preparado se lavd una vez con
PBS y las muestras se permeabilizaron por medio de una incubacion de 10 minutos en
metanol a 4 °C, se lavaron con PBS y se secaron cuidadosamente con papel. Cada
muestra se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente en solucion de bloqueo
(10 ul por pocillo), conteniendo PBS y Tween-20 al 0.02%. En cada pocillo se agrego el
anticuerpo especifico anti acrosina humana (C5F11 Sigma) en una dilucion 1:500 en
PBS-Tween-20 (10 pl por pocillo). Luego de una incubaciéon de 60 minutos, cada
preparado se lavd con PBS, se sec6 cuidadosamente con papel y se incubd con un
anticuerpo anti IgG de raton acoplado a rodamina (Cy3 Sigma, gentilmente donado por

la Dra. Monica Vazquez-Levin, IByME), diluido 1:5.000 en PBS-Tween-20 (10 pl por
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pocillo), durante una hora a temperatura ambiente. Cada preparado se lavo con PBS, se
secO a temperatura ambiente y se monté con una solucion de n-propilgalato 0.1M,
glicerol 90% en PBS. Los resultados se observaron en un microscopio de fluorescencia

Olympus CH2.

5. Aislamiento de cromatina de g®ermatozoides humanos (ndcleos

desmembranados)

Los nucleos obtenidos mediante la técnica descripta en el punto 4 se resuspendieron en
1 ml de buffer Tris-HCl 50 mM, pH 8 y MTAB 1% (Bromuro de metildodecil trimetil
amonio) y se incubaron durante 30 minutos a 4 °C. Se realizaron dos lavados de 5
minutos cada uno a 3000 rpm en Tris-HCl 10 mM y NaCl 0.9%, pH 8 y los nticleos asi
demembranados se resuspendieron en medio HTF para realizar posteriormente el

ensayo de descondensacion.

6. Ensayo estandar de descondensacion espermatica
6.1 Descondensacion de espermatozoides enteros

Espermatozoides capacitados seglin se detallara anteriormente (seccion 3.2) durante 18
horas, se centrifugaron a 300 xg durante 10 minutos y se descartaron los sobrenadantes.
Se resuspendid el pellet en 1 ml de HTF-BSA 2.6% y se llevd a cabo el ensayo de
descondensacion. Para ello se incubaron 100 pl de espermatozoides con 10 pl de
heparina 46 uM y 10 pl de glutation reducido (GSH) 10 mM (concentraciones finales)
durante 15, 30 y 60 min a 37 °C en atmoésfera de 5% CO; en aire. Los controles

negativos del experimento fueron espermatozoides incubados en presencia de heparina
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0 GSH solamente. A cada uno de los tiempos evaluados se fij6 una alicuota de muestra
(20 pl) con el mismo volumen de glutaraldehido al 2.5% en PBS y se observo el
porcentaje de espermatozoides descondensados al microscopio de contaste de fase
(Olympus CK2) a 400 X. Se evaluaron entre 100 y 200 células por alicuota. Se
distinguieron tres estadios de descondensacion (Figura 24):

S (Sin cambios)La cabeza del espermatozoide mantiene su forma y tamafio intactos y

continua con su aspecto refringente caracteristico.

M (Moderadamente descondensado)la cabeza del espermatozoide comienza a

aumentar de tamafio, pierde su refringencia y tiene aspecto mas granular.

G (Groseramente descondensadolia cabeza del espermatozoide presenta un tamafio

muy aumentado, aspecto granular caracteristico y practicamente no se ve.

Figura 24: Fotografia (microscopio de contraste de faj&n donde pueden observarse los distintos
estadios de descondensacion nuclear de espermatozoides humanossgsrmatozoides sin cambio;
M:  espermatozoides moderadamente  descondensados; G:  espermatozoides  groseramente

descondensados.
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6.2. Descondensacion de nucleogpesmaticos y cromatina aislada

Se obtuvieron espermatozoides capacitados, nucleos espermaticos y la cromatina aislada
provenientes de una misma muestra de semen y se descondensaron in vitro de acuerdo a
la técnica de descondensacion detallada en el punto anterior, para comparar la cinética
de descondensacion de los nucleos aislados y de la cromatina aislada con la de los
espermatozoides enteros. El porcentaje de espermatozoides, nucleos o cromatina
descondensados se evalud por observacion al microscopio de contraste de fase tal como

se detallara en la seccion anterior (punto 6.1).

7. Efecto de la slfatacion de la heparina sobre su atividad descondensante en
nucleos aislados

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que la sulfatacion de la heparina
afecta la actividad descondensante de la molécula en espermatozoides capacitados
(Figura 19). Para evaluar si la sulfatacion de la heparina influia sobre la actividad
descondensante de la molécula también en nucleos aislados, dichos nucleos aislados y
espermatozoides capacitados obtenidos de la misma muestra de semen se
descondensaron en presencia de GSH (10 mM) final y heparina, o cada una de las
siguientes heparinas quimicamente modificadas (46 pM final): heparina parcialmente
N-desulfatada (N-des), heparina parcialmente N-desulfatada N-acetilada (N-des N-ac),
heparina parcialmente O-desulfatada (O-des) y heparina parcialmente O/N-desulfatada
N-acetilada (O/N-des N-ac), todas obtenidas a partir de la heparina madre. El porcentaje
de descondensacion total en cada muestra se determind de la manera habitual, luego de
15, 30 y 60 minutos de incubacién en condiciones descondensantes (figura 25),

(Romanato y col 2003).
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Figura 25: Esquema correspondiente a la metlologia utilizada para latécnica de descondensacion

de nucleos aislados con heparas quimicamente modificadas. Los nucleos aislados se incuban en

presencia de GSH y heparina o cada una de las heparinas quimicamente modificadas. Finalmente, se

evalua el estado de descondensacion nuclear por observacién al microscopio de contraste de fase.

8. Actividad descondensante de diferentegicosaminoglicanos en ndcleos aislados

Trabajos previos del laboratorio, demostraron que la heparina y el heparan sulfato pero

no asi otros glicosaminoglicanos (GAGs) poseen actividad descondensante in vitro

sobre espermatozoides humanos capacitados.

En esta etapa del trabajo, se evalud la

actividad descondensante de los diferentes GAGs sobre nucleos espermaticos aislados.

Para ello, espermatozoides capacitados y nucleos aislados provenientes de una misma

muestra de semen se descondensaron en presencia de GSH 10 mM (concentracion final)

y heparina o cada uno de los siguientes GAGs (46 uM concentracion final a excepcion

del HA: 2 uM concentracion final): heparan sulfato (HS), condroitin sulfato (CS),

dermatan sulfato (DS) y 4cido hialurénico (HA). El porcentaje total de descondensacion
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se calcul6 de la manera habitual luego de los 15, 30 y 60 minutos de incubacion en

condiciones descondensantes (figura 26), (Romanato y col. 2003).
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Figura 26: Esquema correspondient& la metodologia utilizada parala técnica de descondesacion

de nlcleos aislados en presencia de hepa o los diferentes glicosaminoglicanos.Los nucleos

aislados se incuban en presencia de GSH y heparina o cada uno de los diferentes GAGs. Finalmente, se

evalua el estado de descondensacion nuclear por observacion al microscopio de contraste de fase.

9. Los GAGs como aceptores de protaminas durante el

descondensacion nuclear

Con el objeto de evaluar la capacidad de diferentes GAGs de actuar como aceptores de

protaminas in Vvitro, nicleos espermaticos aislados se descondensaron durante 15 y 30

minutos de acuerdo a la técnica de descondensacion detallada anteriormente, pero sin el

agregado de BSA en el medio de cultivo (modificado de Romanato y col. 2003).
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9.1 Extraccion de proteinas nucleares

Los nucleos incubados en condiciones descondensantes se lavaron durante 8 minutos a
8.000 xg y se extrajeron las proteinas nucleares de acuerdo a la metodologia descripta
por Montag y col. (1992). Los pellets resultantes del lavado se resuspendieron en NaCl
1.1 M, urea 6 M y B-mercaptoetanol 0.1 uM y se incubaron durante 2 horas en un bafo
de agua a 37 °C. Luego de agregar igual volumen de HCIl 0.32 M, las muestras se
incubaron durante 30 minutos en hielo y se centrifugaron a 13.000 xg durante 15
minutos a 4 °C. Se agregd TCA (Acido Tricloroacético) a los sobrenadantes de manera
tal de alcanzar una concentracion final de 20% y se incubd durante 48 horas a 4 °C. Al
cabo de este tiempo, las muestras se lavaron por centrifugacion (13.000 xg, durante 15
minutos a 4 °C) con acetona fria al 90%. Se dejo evaporar hasta sequedad y las muestras
secas se resuspendieron en buffer de corrida para realizar una electroforesis en geles de

poliacrilamida (PAGE) (figura 27).

Hep

GSH €= I —> GSH

Aislamiento de proteinas nucleares

NaCl — Urea — B-MeSH
HCl
TCA

Geles acidos de poliacrilamida

Figura 27: Metodologia para extraccién de proteinas nucleares y PAGEe descondensan los
nicleos espermaticos segiun metodologia descripta. Luego de la descondensacion, se aislan las proteinas
nucleares mediante tratamientos con NaCl, Urea, B-MeSH, HCl y TCA. Finalmente, el resultado de la

extraccion se somete a electroforesis en gel de poliacrilamida.
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9.2 Electroforesis de proteinas nuclearemn geles acidos de poliacrilamida

Se prepararon geles acidos de poliacrilamida (poliacrilamida al 15% conteniendo &cido
acético glacial 43.2% v/v y urea 10 M) en una cuba vertical Protean III (Bio-Rad,
Hercules, CA USA) de acuerdo a una modificacion a la técnica descripta por Panym y
Chalkley (1969). Con el fin de estabilizar el sistema se realiz6 una precorrida con buffer
de siembra solamente (acido acético 0.9 N, urea 1 M, B-mercaptoetanol 0.1 M, sacarosa
15% y Pyronin Y para ver el frente de corrida) a 200 V, 4 °C hasta desaparicion del
frente, usando como buffer de corrida acido acético 0.9 N. Una vez estabilizado el gel,
se sembraron las muestras de manera tal que la cantidad de proteina sembrada por calle
fuera correspondiente a la extraccion de proteinas de 100 nucleos o espermatozoides. La
corrida electroforética se realizé a 100 V, hasta que el frente de corrida alcanzara el
borde inferior del gel. Una vez finalizada la corrida, los geles fueron tefiidos con
Coomassie Brilliant Blue al 0.2%, acido acético glacial al 10%, metanol al 30% en
agua, durante una hora a temperatura ambiente y destefiidos con acido acético glacial al
10%, metanol al 30% en agua con agitacién constante y cambiando la solucion cada vez
que fuera necesario hasta lograr que el fondo del gel quedara lo mas transparente

posible.

10. Superovulacion y recoleccion de ovocitos de raton

Para evaluar la presencia de heparan sulfato en el ovocito, se utilizaron ovocitos de
raton, por razones éticas y de disponibilidad de muestra. Se utilizaron ratones hembra
CF1 de 8 semanas de edad alimentados ad libitum, criados en bioterio a una temperatura
de 20 + 2 °C con periodos de 12 horas de luz-oscuridad (Bioterio Central, FCEyN-

UBA). El cuidado y manipulacién de animales se realizd de acuerdo con las guias
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institucionales y a la Guia de Principios Sobre Cuidado y Uso de Animales
(publicaciones DHEW, NIH 80-23). Los ratones se superovularon por estimulacion con
5 UI de PMSG (Gonadotrofina sérica de yegua prefiada) (Novormon, Syntex, Buenos
Aires, Argentina), seguido de 5 Ul de hCG (Gonadotrofina coriénica humana) (Sigma),
48 horas mas tarde. Luego de 12-14 horas post hCG, los animales se sacrificaron
mediante dislocacion cervical. Los ovocitos se recuperaron del oviducto de acuerdo al
siguiente protocolo. Cada oviducto se colocd en una gota de 100 pl de PBS. Los
complejos camulo ovocito de cada oviducto se liberaron pinchando con aguja de
tuberculina en la region del ampula de cada oviducto. Una vez liberados los complejos
cumulo ovocito, se descartaron los oviductos y se juntaron todos los complejos en una
misma gota de 300 ul de PBS. Las células del cimulus se removieron por medio de una
incubacién de 5 a 10 minutos en hialuronidasa (tipo V) al 0.1% en PBS. Los ovocitos
denudados obtenidos de esta manera, se lavaron tres veces por medio de pasajes en
gotas de PBS para remover bien la hialuronidasa. En el caso de necesitar ovocitos sin
zona pelucida, los ovocitos se trataron con Tyrodes acido (pH 2.5) de la siguiente
manera: se colocaron 10 ovocitos sobre un portaobjetos con el minimo posible de PBS y
se les agregd una gota de 10 ul de Tyrodes acido desde arriba (Figura 28). Sin quitar la
vista de la lupa, se esperd hasta no observar mas la presencia de la zona pelicida y se
paso los ovocitos a una gota limpia de PBS suplementado con 2% de BSA (Figura 28).
El agregado de BSA en este paso es fundamental para evitar el pegado de los ovocitos al
vidrio. Luego de colocar todos los ovocitos sin zona pelucida en una misma gota de
PBS-BSA se hicieron 3 lavados de 10 minutos cada uno en la misma soluciéon para

quitar cualquier remanente de Tyrodes acido.
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Figura 28: Esquema de la técnica debtencion de ovocitos de ratén. ASe estimula hormonalmente a
la hembra y se sacrifica. B: Para realizar la diseccion del animal, se realiza un corte longitudinal por el
vientre y se exponen los ovarios (C). D: Entre el extremo de cada ovario y el ttero se encuentra el
oviducto con forma de ampolla pequefia. Se retira la grasa que rodea el oviducto y se corta para poder
separarlo del ovario. Cada oviducto se coloca en una gota de PBS, se pincha y se extraen de esta manera
los complejos camulus ovocito. E: Los complejos recuperados se colocan en gota de PBS y se agrega
hialuronidasa para poder retirar las células que rodean a los ovocitos (células del camulus). F: En el caso
que sea necesario obtener ovocitos sin zona pelucida se colocan 10 ovocitos por vez en gota de Tyrodes
acido hasta observar la desaparicion completa de la zona pelucida. Por ultimo se lavan los ovocitos en

gotas de PBS.
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A 00060000000

Figura 29: Manipulacion correcta de ovocitos. A:Los ovocitos se manipulan con pipeta Pasteur de
vidrio de la siguiente manera: primero se llena de medio de cultivo, se pueden dejar una o dos burbujas
para que sea mas facil la visualizacion de la zona en donde se encuentran los ovocitos. Luego de la
burbuja, se carga la pipeta con no mas de 10 ovocitos con la menor cantidad de medio de cultivo posible
seguido de otra burbuja. Finalmente se carga la punta de la pipeta con una pequeiia cantidad de medio de

cultivo. B: Fotografia de una pipeta Pasteur que contiene ovocitos en su interior.

11. Evaluacion de la capacidad descondsante de ovocitos frescos de raton

11.1. Ensayo de descondensacién: micrométodo

Se desarrolld6 un micrométodo de descondensacion para poder evaluar la
descondensacion espermatica en volumenes mucho menores a los utilizados en la
técnica estandar (Materiales y Métodos, Seccion 6.1)) con el objeto de utilizar ovocitos
frescos de raton en lugar de la mezcla descondensante habitual (heparina/GSH). Esta
nueva técnica es una modificacion del método estdndar descripto anteriormente,
combinado con una modificacién de la técnica descripta por Maleszewski (1990). Se
mezclaron 1 pl de heparina (concentracion final 46 uM), 1 ul GSH (concentracion final
10 mM) y 1 ul de medio HTF conteniendo 20.000 espermatozoides previamente
capacitados y se realizd una incubacién de 3 horas y media entre portaobjetos y

cubreobjetos a 37 °C en cédmara humeda para evitar evaporacion. Los controles del
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experimento consistieron en incubaciones paralelas s6lo con heparina o s6lo con GSH.
El porcentaje total de descondensacion fue evaluado de la manera habitual con
microscopio de contraste de fase (Zeiss Standard 16). La comparacion de este nuevo
micrométodo y el protocolo de descondensacion estandar se realizé utilizando alicuotas
provenientes de la misma muestra de semen. Se realizaron 9 experimentos
independientes y cada una de las condiciones en cada experimento se llevo a cabo por

duplicado.

11.2. Descondensacién en presencia de ovocitos frescos de ratdon

La técnica del micrométodo descripto en el punto anterior se utilizd para evaluar la
capacidad descondensante de ovocitos frescos de raton obtenidos seglin se detallara en
la Seccion 10. Se colocaron sobre un portaobjetos 1 pl de medio HTF que contenia
20.000 espermatozoides previamente capacitados y 1 ul de medio HTF que contenia 30
ovocitos sin zona pelucida. Luego se agregd 1ul de GSH (concentracion final 10 mM) y
se colocd un cubreobjetos sobre el preparado presionando fuertemente con el dedo con
el fin de romper los ovocitos para poder liberar su contenido a la mezcla de incubacion.
Se realizd una incubacion de 3 horas y media a 37 °C en camara humeda tal como se
detallara anteriormente (Seccion 11.1). Los controles consistieron en incubaciones
paralelas de preparados conteniendo espermatozoides mas heparina 46 uM, GSH 10
mM o ambos. Se realizaron 5 experimentos independientes utilizando alicuotas de la
misma muestra de semen para cada uno y se hicieron duplicados de cada condicion

dentro de un mismo experimento.
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11.3. Efecto de distintas glicosidasas soblecapacidad descondensante del ovocito
Con el fin de evaluar la posibilidad que la actividad descondensante de ovocitos frescos
se debiera a la presencia de heparan sulfato, se descondensaron espermatozoides
capacitados con ovocitos frescos de raton aplicando la técnica del micrométodo
(Seccion 11.1), con o sin el agregado de distintas glicosidasas. Las enzimas utilizadas
fueron las siguientes: heparinasa III (E.C.: 4.2.2.8; 10 mU/ml; Sigma), condroitinasa
ABC (E.C.: 4.2.2.4; 100 mUI/ml; Seikagaku Corporation) y hialuronidasa (E.C.:
3.2.1.35; 2 IU/ml; Calbiochem). Cada enzima fue agregada a 1 ul de mezcla
descondensante de tal manera de alcanzar la concentracion final mencionada para la
misma en 3 pl finales. Se realizaron 5 experimentos independientes y duplicados de

cada condicion dentro de un mismo experimento.

12. Evaluacion de la presencia deleparan sulfato en el ovocito

12.1. Tincion de ovocitos con Rubipy

Para evaluar la presencia de GAGs sulfatados, se llevo a cabo la tincion de ovocitos
maduros con el colorante catiénico Rubipy (Cloruro de tris (2,2’-bipyridin) Rutenio
(IT)). Ovocitos con zona peltcida obtenidos segin se detallara en la Seccion 10 se
fijaron en metanol durante 2 minutos y se incubaron durante 5 minutos con Rubipy 1
mg/ml en agua destilada a pH 1.5. En estas condiciones de pH, el colorante se une
especificamente a grupos sulfato y no asi a grupos carboxilo o fosfato (Rozenberg et al,
2001), pudiendo de esta manera, ser utilizado como indicador de la presencia de
macromoléculas sulfatadas tales como HS y otros glicosaminoglicanos sulfatados.
Luego de la tincion, los ovocitos se lavaron tres veces en PBS (10 minutos cada lavado),

se secaron a temperatura ambiente, se montaron en glicerol 50% en PBS y se
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observaron al microscopio confocal (Nikon C1 equipado con un filtro de emision 570
LP). Como controles negativos se utilizaron ovocitos incubados bajo las mismas
condiciones pero en ausencia del colorante. La intensidad de la fluorescencia se

cuantificé por medio del programa Image J (NIH, Bethesda, MD, USA) (Figura 30).

A Microscopio
Hialuronidasa confocal
0.1%
[ —

Figura 30: Marcacion de ovocitos con colorante cationicoA: los complejos cimulus-ovocito
recuperados de cada oviducto se colocan en gota de hialuronidasa para retirar las células del camulus
recuperando asi los ovocitos. B: ovocitos con zona peliicida se incuban en presencia del colorante

cationico Rubipy. C: observacion de los resultados al microscopio confocal.

12.2. Inmunocitoquimica de ovocitos con anticuerpo anti-HS

Se utilizaron ovocitos con y sin zona pelicida obtenidos segiun se detallara
anteriormente (Seccidon 10). Los ovocitos sin zona pelicida se fijaron y permeabilizaron
en una solucion de Tween-20 al 0.5% y formaldehido al 2% en PBS durante 60 minutos
a temperatura ambiente. Luego se realizd el primer bloqueo en solucion de PBS
conteniendo BSA al 0.5%, Tween-20 al 0.1% y suero normal de cabra al 5% durante 60
minutos a temperatura ambiente. Los ovocitos con zona pelucida se fijaron en
formaldehido al 2% en PBS durante 60 minutos a temperatura ambiente. El primer
bloqueo en este caso se hizo en la misma solucion que se utilizé para los ovocitos sin

zona pelucida pero sin el contenido de Tween-20 (durante el mismo tiempo).
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Posteriormente, los ovocitos (con y sin zona pelucida) se incubaron en presencia del
primer anticuerpo (monoclonal) anti-HS (Seikagaku Corporation), diluido 1:20 en PBS-
BSA al 0.5% y suero normal de cabra al 5% durante 60 minutos a 37 °C. Como segundo
anticuerpo se utilizd un anticuerpo policlonal anti IgM de raton acoplado a FITC
(Chemicon International Inc) diluido 1:100 en PBS-BSA al 0.5% y suero normal de
cabra al 5% durante 60 minutos a 37 °C. Los controles negativos no contienen el primer
anticuerpo. Los ovocitos se observaron al microscopio confocal. Se cuantifico la
intensidad de la fluorescencia utilizando el programa Image J anteriormente

mencionado (Seccion 11.1).
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1. ESTUDIO DE LA DESCONDENSACION IN VITRO DE NUCLEOS

AISLADOS DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS

1.1. Obtencién de nucleos aisladate espermatozoides humanos

Con el fin de trabajar en condiciones snéercanas a lo fisiologico y a lo que
verdaderamente ocurii@ vivo, se aislaron nucleos espéticos de acuerdo con el
protocolo descripto en Materiales y Métod&eccion 4). Tal como muestra la figura
31, en la fraccion nuclear obtenida se en@woh cabezas aisladas y no se observo

contaminacion alguna por colas espermaticas.

Figura 31: Ndcleos aislados de acuerdo a la técnicatd#ada en materialesy métodos (seccion 4).
La fraccion de nucleos aislados se encuentraddensolamente por cabezaso/muestra contaminacion

alguna con colas espermaticas. Aumento: 400 X.
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1.2. Inmunocitoquimica de espermatozoideg nucleos aislados con anti-acrosina

humana.

Para corroborar que el procedimientolizado para el aislamnto de nucleos fue
verdaderamente efectivo, se realiz6 umarcacion de los nucleos aislados con

anticuerpo anti-acrosina humana.

Espermatozoides capacitados: puede
observarse claramente la presencia de marca
positiva (rojo) en la region acrosomal (flechas).

Nucleos aisladosno se observa marca positiya
alguna. Las flechas corresponden a |la
localizacion del nacleo en el campo.

0

Nucleos aisladosfoto B en contraste de fage
en donde se ve claramente la presencia de los
nucleos aislados (flechas).

Figura 32: Inmunocitoquimica de espermatozoideenteros (A) y nudcleos aislados (B y C) con

anticuerpo anti-acrosina humana.
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La figura 32 muestra los resultados de umafluorescencia de espermatozoides enteros
(A), donde se observa claramente la preisede acrosoma indicadgpor la marca roja
positiva, Yy nucleos aislados (B), donde se puede observar que el acrosoma fue
efectivamente removido durante el prazeBl panel C corresponde al mismo campo
observado en B pero con contraste de fsm@ poder visualizar la presencia de los

nucleos.

1.3. Descondensaciom vitro de espermatozoides capacitados, ndcleos y cromatina
aislada (nucleos desmembranados) en presencia de heparinay GSH

Luego de la observacion al microscopio abmtraste de fase, se pudieron identificar,
tanto para los ndcleos aislados como pa@danatina aislada, los mismos estadios de
descondensacion descriptos previamente mspermatozoides enteros (S, M y G)
(Figura 33). El estadio S (Sin cambiosgg®nta una cabeza de tamafio normal, con
refringencia caracteristica, el estadioqModeradamente descondensados) presenta una
cabeza méas grande que lo normal, sin refringeyncde aspecto granular. Por ultimo, el
estadio G (Groseramente descondensgmeyenta una cabeza muy aumentada de
tamafio, con aspecto bien granular y qu&ctitamente no se ve. En el caso de los
espermatozoides enteros, este estadio dsdobservar gracias a la presencia de las
colas espermaticas, pero como en los nuaeas la cromatina aislada no hay colas, la
observacion se hizo muy dificultosa. No se nmaesfotografias de la cromatina aislada;
su aspecto al microscopio Optico es semejattde los nucleos aislados, si bien es

notoria la aglutinacion presente.
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Figura 33: Estadios de descondensacion observados al microscopio de contraste de faaeel A:
espermatozoides enteréanel B: nlcleos aislados. Los estadios que se diferencian son: S (Sin cambios),
M (Moderadamente descondensados) y G (Groseramente descondensados). El reborde blanco en el panel

B indica la ubicacion de los nlcleos en d&tds de descondensacion. Aumento: 400 X.
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La cinética de descondensacion de esperro@tez capacitados y nucleos aislados se
puede observar claramente en la figura 34. La descondensacion total alcanzada por los
nacleos aislados fue significativamenteymraque la descondemsion total alcanzada

por los espermatozoides capacitados a cadale@nos tiempos evaluados (n=8, test de
Student para muestras apareadas, p<0.@9) contrario de lo ocurrido con
espermatozoides capacitados, para losesuell porcentaje de descondensacion maximo
alcanzado a los 60 minutos de incubacion fue de 16 (n=8), los nucleos aislados
alcanzaron un porcentaje descondensacion total de 924% (n=8) a los 30 minutos

de incubacién. Sorpresivamente, los nuclaistados pudieron ser descondensados en
presencia de heparina sol@in embargo, el porcentagle descondensacion maximo
alcanzado en dichas condiciones 538%; n=8) fue significativamente menor que el
valor alcanzado en presencia de heparina y GSHK108%; n=8; test de Student para
muestras apareadas, p<0.05). No se obs#ggoondensacion alguna en presencia solo
de GSH en ninguna de las muestras.

Por otro lado, se compar6 kinética de descondensacide los nucleos y de la
cromatina aislada (Figura 35). La descondensacion total alcanzada en ambas
condiciones fue la misma a cada uno detiempos evaluados, llegando al 100% a los

60 minutos de incubacion (Nucleos vs. leds demembranados no significativo
(p>0,05) para cada tiempo, ANOVA para muastapareadas + Test de Tukey, n=3).

De manera semejante, se observé el migaroentaje de descondensacion en presencia

solo de heparina.
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Debido a que no se observaron diferesicsignificativas entre los niveles de

descondensacion alcanzados parrdcleos aislados y la cratina, dada la dificultad

presentada para poder observar la ctoraaislada y considerando que en realidad,

vivo, el espermatozoide que ingreso recier@ste al ooplasma conserva su membrana

nuclear, los experimentos siguientes fueealizados utilizando nucleos aislados.
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1.4. Sulfatacion de la heparina y actividad descondensante

Para analizar la relacion existente entreedéructura moledar de la heparina y su
actividad descondensanite vitro en nucleos aislados, se utilizaron las mismas cuatro
heparinas quimicamente modificadas metgiadesulfatacion o acetilacion parcial que
se usaron para evaluarsgendensacion en espermatdesi enteros (Introduccion,
pagina 46), en presencia de GSH 10 miMdl como sefialaramos en la Introduccion
(pagina 48, Figural9), tanto @& como la N-desulfatacionla N-acetilacion alteran la
carga neta del disacéaridg la localizacion de losgrupos cargados positiva o
negativamente, alterandodatividad biologica.

La figura 36 muestra la cinética de descondeasaie nucleos aislados en presencia de
heparina y sus cuatro derivados desulfatadpsede verse claramente que la actividad
descondensante de la heparina se vio fuertemente afectada por la sulfatacion de la
molécula. Tanto la heparina, como lad€s y la N-des N-aenostraron actividad
descondensante similar a cada uno de éospgos evaluados (ANOVA, p>0.05; n=7). Si
bien la N-des mostré actividad descondensatgta se vio retrasada en el tiempo, ya
que los niveles de descondensacion aldoxaantes de los 30 minutos fueron
significativamente menores (ANOVA + uKey-Kramer, p<0.05; n=7) alcanzando
niveles similares de descondensacion reaitrs 60 minutos de @ubacion. Por ultimo,

la O/N-des N-ac no mostro actividad dasdensante alguna en ninguno de los tiempos
evaluados.

Tal como & muestra en la figura 36 (panel B), este comportamiento refleja
perfectamente el comportamiento ya observadistaidiar el efecto da sulfatacion de

la heparina sobre la actividad descondensdatia misma en espermatozoides enteros,

(Romanato y col, 2003; Introduccion, pagina 48).
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Figura 36: Cinética de descondensacion de nulcleaslados (A) y espermatpoides capacitados (B)

en presencia de heparina 46 UM o equivalentheparinas quimicamente modificadas) y GSH 10

mM. N-des: heparina parcialmente N-desulfataddes: parcialmente O-desulfatadél-des N-ac:
parcialmente N-desulfatada N-acetilada/N-des N-ac: parcialmente O/N desulfatada N-acetilada.
%M+G: descodensacion total.* p < 0.05 con respecto a heparina (ANOVA + Student-Newman-Keuls, n

= 4). Los resultados se expresan como meds&M.
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1.5. Actividad descondensante de difentes glicosaminoglicanos (GAGS)

Para determinar cual podréar el agente descondensantgivo, se evaluo la actividad
descondensantm vitro de diferentes GAGs que, a d#acia de la hepera, estan
presentes en el complejo cumulus-ovocitire nucleos aislados de espermatozoides
humanos. En la figura 37 se muestra la t@aéde descondensaai correspondiente,
obtenida en presencia de GSH 10 mMedRu verse claramente, que la actividad
descondensante de la heparina y del t@paulfato fue similar a cada uno de los
tiempos evaluados (ANOVA + Tukey-Kramgr>0.05; n=7), mientras que, tanto el
acido hialurénico como eloadroitin sulfato no mostraron actividad descondensante
alguna (ANOVA + Tukey-Kramer, @x01; n=7). Si bien, el dermatan sulfato pareciera
tener algo de actividad a los 60 mio&it de incubacion, la misma no fue
significativamente diferente a tdbservada tanto paeh condroitin sukito como para el
acido hialuronico (p>0.05) y significativamente menor (p&05) que la de la heparina

o heparan sulfato.

Tal como sucediera con las heparinas qamiente modificadas, los diferentes GAGs
manifestaron en nieos aislados, un compgamiento similar al observado previamente
en espermatozoides capacitados (Introduggpagina 48, figura 21) (Figura 37, panel

B).
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Figura 37: Cinética de descondensacion de nids aislados y espermatozoides capacitados en
presencia de GSH 10 mM y de diferentes GAGs. Alcleos aisladoB: espermatozoides capacitados.
HS: heparan sulfatoCS: condroitin sulfato,DS: dermatan sulfatoAH: &cido hialurénico,Hep:

heparina. (ANOVA+Tukey, *p<0.05 con respecto a heparina, n=7). Los resultados se expresan como
media+ ESM.
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1.6. Los GAGs como aceptores de protaminas vitro

Con el objeto de evaluar la capacidadddgintos GAGs (particularmente del heparan
sufato) de funcionar como aceptores de protaminastro, se disefié un experimento
por medio del cual fuese posible obserefectivamate el desplazamiento de las
protaminas espermaticas por accion de Hoismos. Para ello se recurrio a la

electroforesis de proteinas nucleares esparasa en geles acidos de poliacrilamida.

1.6.1. Electroforesis de proteinas nuclearesn geles acidode poliacrilamida

Se extrajeron proteinas $iéas de espermatozoidespaeaitados y espermatozemsl
capacitados y descondensados en presafeideparina y GSH de acuerdo con el
protocolo descripto en Materiales y Métod8gccion 9.1) y los exdctos se analaron
mediante electroforesis en geles acidtes poliacrilamida (Materiales y Métodos,
Seccion 9.2). La figura 38 muestra elerfil proteico correspondiente a un
espermatozoide capacitado (calle 1), un espermatozoide capacitado e incubado con
heparina y GSH (calle 2)y un espermatozoide capacitado e incubado con GSH (s6lo) y
se sefiala la posicion de las bandas de las protamiyaB,PMontag y col, 1992). Los
resultados obtenidos ponen de manifieslaramente que la descondensacion
espermatica en presencia de heparina 1 88a acompafada de la remocion de P1y

P».
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Figura 38: Electroforesis en gel depoliacrilamida de extractos proteicos provenientes de
espermatozoidescapacitados. Calle 1: extracto correspondiente a espermatozoides capacitados sin
descondensar (perfil proteico totatille 2: extracto correspondienteespermatozoides capacitados y
descondensados en presencia de heparina y G&ld;3: extracto correspondiente a espermatozoides
capacitados y descondensados en presencia de GSH s6lo (control negativo). Las flechas sefalan las
bandas electroforéticas correspontis a las protaminas 1y 2 (PP,). Esta figura es representativa de

5 experimentos realizados con muestras de semenntiéfer&n cada calle se sembré la proteina extraida

de 1x16 espermatozoides.

1.6.2. Electroforesis de proteinas aisladas deicleos esperméaticos descondensados

con diferentes GAGs

Para evaluar la capacidad de distintos GAGs de funcionar como aceptores de
protaminasin vitro, se realizé una electroforesis geles acidos de poliacrilamida de
proteinas béasicas exilas de nucleos espéititos aislados e incubados en presencia
de GSH mas cada uno de los GAGs a analizarfigura 39 muesdr los resultados
obtenidos. Las bandas correspondientes a taarpmas 1 y 2 (Montag y col, 1992), se
pueden observar claramente en las callés ddte contienen extractos proteicos de
nucleos aislados e incubados en preseamei&SH sélo (control), GSH mas condroitin
sulfato, GSH mas dermatén sulfato o G&H&s acido hialurénico, respectivamente. Sin

embargo, estas bandas estan ausentessenalkes 1 y 2, que&ontienen extractos
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proteicos de nucleos aislados e incubadagresencia de heparina mas GSH o heparan
sulfato mas GSH, respectivamente. El gel sgienuestra en la figares representativo
de 5 experimentos independientes, redbsacon diferentes muestras y que arrojaron

resultados semejantes.

Figura 39: Electroforesis en gel de poliacrilamidade nucleos aislados e incubados en presencia de
GSH vy diferentes GAGs.Calle 1: niicleos descondensados en presencia de heparina yCaiH2:
ndcleos descondensados n resencia de heparan sulfato yC&®H3: nicleos descondensados en
presencia de GSH sélo (control negativo del experime@@ljes 4, 5 y 6:nlcleos descondensados en
presencia de condroitin sulfato, dermatan sulfatoigo hialurénico respectivamente. Las flechas indican
las bandas electroforéticasrrespondientes &, B P.. Esta figura es representativa de 5 experimentos

realizados con muestras de semen diferentes.
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2. ESTUDIO DE LA PRESENCIA Y ACTIVIDAD DESCONDENSANTE DEL

HEPARAN SULFATO EN EL OVOCITO

Tal como se sefalara anteriormente (Malesig Métodos, seccion 10), para estudiar la
presencia de heparan sulfato en el ovoygiteu posible actividad descondensante, se

utilizaron ovocitos de ratopor razones éticas y de disponibilidad de muestra.

2.1. Localizacion de heparan sulfato en el ovocito

Para poder determinar la preseny la localizacion del hepin sulfato erel ovocito se

han utilizado dos metodologias diferentés primera, menos especifica, fue la
utilizacion de un colorante catidnico (Rubipy) capaz de reconocer grupos sulfato. La
segunda, mas especifica y contundentepas® en la utilizacion de un anticuerpo

monoclonal. En las secciones siguiersiesletallaran los seltados obtenidos.

2.1.1. Marcacion histoquimica con Rubipy

Para evaluar la presencia de GAGs salfals, se tifleron ovocitos intactos (con zona
pelacida), con el colorante cationico Rmpia pH 1.5. La observacién al microscopio
confocal mostré una fluorescencia de calojo a nivel citoplasmético en todos los
ovocitos tratados (Figura 40, panel A), la du marcadamente mas fuerte que la auto
fluorescencia observada en aquellos ovodtos no fueron incubados en presencia del
colorante (Figura 40, panel D). Para poder visualizar mejdiféaencia de marca, se
expandié la escala de color (Figura 40, pa&e C para Rubipypaneles E y F para
control). Se evaluaron 60 ovocitos tefiidogl0 ovocitos control en 4 experimentos

diferentes. La cuantificacion de la fluorescan@vel6 que la intensidad de la marca fue
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significativamente mayor en ovocitosubados en presencia de Rubipy (25.43885
unidades arbitrarias) que éws ovocitos control (13.918 1449 unidades arbitrarias,
test de Student para muestrasapareadas, p = 0.0167) (Figura 41).

Estos resultados pusieron de manifiesto ergsnla presencia de GAGs sulfatados en el

ovocito.

Figura 40: Microscopia confocal de ovocitos de raton tefiidos con Rubipy. Avocitos incubadosn
presencia de Rubipy 1 mg/ml en agua destilada a pHBLY5C: imagenes correspondientes al mismo
ovocito que A pero con la escala de color expandida para poder observar mejor las diferencias con el
control negativo.D: ovocitos incubados en presencia de agua destilada solamente a pH 1.5 (control
negativo) E y F: imagenes correspondientesrasmo ovocito que D pero con escala de color expandida.

La intensidad de fluorescencia fue significativamente mayor en ovocitos con Rubipy que evsovocit
control (p < 0.05, test de Student para muestragpaoeadas). La foto es representativa de 60 ovocitos

tefiidos y 40 ovocitos control en 4 experimentos diferentes.
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Figura 41: Cuantificaciébn de la marca obtenida con Rubipy. La bara azul representa la
cuantificacion de la marca obtemicen aquellos ovocitos incubados pmesencia de Rubipy. La barra
verderepresenta la cuantificacion de la marca obie®in aquellos ovocitos incubados en ausencia del

colorante (test de Student para muestras no apareadas, p=0.0167).

2.1.2. Inmunocitoquimica de ovocitos con anticuerpo anti HS

Para poder evaluar especificarteetta presencia de heparan sulfato en el ovocito, se
llevd a cabo una inmunofluorescencia indigeein ovocitos & raton utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-heparan sulfaid. analisis por medio de microscopia
confocal mostr6 una intensa marca fluoesge citoplasmaticean aquellos ovocitos
incubados en presencia del anticuerpspecifico, mientras que no se observd
practicamente marca en aquellos ovocitaslimdos en ausencia de dicho anticuerpo
(Figura 42). Se evaluaron 150 ovocitos inmmaccados y 120 ovocitos control (sin el
primer anticuerpo) en 4 experimentodedentes, y la cuanidacion de la marca
fluorescente demostré que la intensidadialfluorescencia era 3 veces mayor en los
ovocitos inmunomarcados (17.667883 unidades arbitrarias) que en los ovocitos
control (6.668+ 378 unidades arbitrarias; test ded&nt para muestras no apareadas, p

< 0.0001) (Figura 43).
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Ovocitos marcados con anticuerpo anti heparan sulfato
(200x)

(30um)

(60 um)

Control ngativo (100X

Figura 42: Inmunocitoquimica de ovocitos de ratén utilizando un anticuerpo monoclonal anti-
heparan sulfato. Ovocitos sin zona pellcida y permeaitios fueron incubados en preseriéipo en

ausencia B: control negativo) del anticuerpo monoclonal anti-heparan sulfato seguido de un segundo
anticuerpo anti-lgM de raton conjugado a FITC. Las imagenes son representativas de 270 ovocitos
observados en 4 experimentos diferentes. La intensidad de la fluorescencia fue significativamente mayor

(test de Student, p < 0.05) en los ovocitos inmunomarcados que en los control.
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Figura 43: Cuantificacién de la marca obtenidacon anticuerpo anti-heparan sulfab. La barra azul
representa lacuantificacion de la marca obtenida aquellos ovocitos incubaden presencia del
anticuerpo especifico anti-heparaulfato. La barra verde representa la cuantificacion de la marca
obtenida en aquellos ovocitos incubados en auselatianticuerpo (test de Student para muestras no

apareadas, p < 0.0001).

Habiendo encontrado heparan sulfato encigdplasma del ovd, se planted la
posibilidad de que el mismo también estmai presente en la zona pelldcida. En
consecuencia, se llevd a cabo inmunocitoqedanae ovocitos con zona pellcida y sin
permeabilizar. En la figura 44 se muestran las imagenes obtenidas al microscopio
confocal, donde puede observarse claramenpeelsencia de marca fluorescente en el
espacio perivitelino en los ovocitos incdba en presencia del primer anticuerpo
(Figura 44A), mientras que no se observé n@aen los ovocitos control (sin primer

anticuerpo) (Figura 4B).

94



Resultados

Figura 44: Inmunocitoquimica de ovocitos con zona pellicid&.os ovocitos se incubaron en presencia

de un anticuerpo monoclonal anti-heparan sulfato y un segundo anticuerpo marcado con FITA).(panel
Puede verse localizacion de marca especifica en atiesperivitelino. El control se realizé omitiendo el
primer anticuerpo (pand3). La foto es represerita a de 450 ovocitos observados en 6 experimentos

diferentes.

Es decir, el HS no soélo estaria presesteel ooplasma sino también en el espacio

perivitelino.

2.2. Descondensacion de espermatozoidesprasencia de ovocitos frescos de ratén
2.2.1. Ensayo de descondensacion: micrométodo

Para poder evaluar la capaaid descondensante de owos frescos de raton, se
desarroll6 un ensayo de descondensacion tabs®e detallara en Materiales y Métodos
(Seccion 11.1). La figura 45 muestra lossultados obtenidos al descondensar
espermatozoides capacitados procededida misma muestirde semen utilizando
ambas metodologias.

Con la técnia del micrométodo (entre portgetms y cubreobjetos), el porcentaje de

descondensacion fue significativamente mayor{496) que con el ensayo estandar en
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tubo de ensayo (24 6%, n = 9, test de Student panaestras apareadas, p<0.007). Los
espermatozoides incubados en presenciad®lioeparina o sélo de GSH no mostraron

descondensacion alguna con cuira de los dos métodos.

80

60 -

40

% (M +G)

20 4

Técnica estandar Micrométodo

Figura 45: Comparacion entre el ensayo esmtdlar de descondensacion y el micrométodo
desarrollado. En ambos casos, se descondensaron espermatozoides capacitados en presencia de heparina
46 uM y GSH 10 mM (concentraciones finales), a 37 °C y durante 60 minutos (estandar) o 210 minutos
(micrométodo)%M + G: porcentaje de descondensacion total. Los resultados se expresan come media
ESM; n =9; * p < 0.05 vs. método estandar.

2.2.2. Descondensacion en presencia de ovocitos

Se evalud la capacidad descondensantewteitos frescos de raton utilizando el
micrométodo de descondensacion y ovocitos con zona peldcida. Tal como se observa en
la figura 46, la descondensacion alcanza@aphi@cticamente nula cuando se incubaron
espermatozoides humanos capacitados ermeresde ovocitos frescos solamente- (4

1%), pero el agregado de GSH 10 rpkddujo niveles de descondensacion {42%)

similares a los alcanzados en presencia de la mezcla descondensante clasica de heparina

y GSH (47+ 4%), (n = 9, test de Studentrpanuestras apareadas, p = 0.558).
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Figura 46: Actividad descondensantein vitro de ovocitos de ratén. Se descondensaron
espermatozoides humanos capacitados en presencia de ovocitos frescos de ratén con zona pellcida,
ovocitos frescos de raton con zona peltcida + GSH 10 mM o heparina 46 pM + GSH 10 mM a 37 °C,
durante 210 minutos, utilizandel micrométodo entre pambjetos y cubreobjetooM + G:

descondensacion total alcanzada. Los resultados se expresan come BE&dian = 9.

2.2.3. Efecto de distintas glicosidasas sobre la capacidad descondensante del
OVOCito

Para averiguar si efectivamente la capacidad descondensante observada con los ovocitos
frescos se debia a fmesencia de hepar&ulfato en el ooplasa, se descondensaron
espermatozoides humanos capacitados esencia de ovocitos de ratdon con zona
pelucida con o sin el agregado de diferegtensidasas (Figura 4jJAEl porcentaje de
descondensacion maximo alcanzado a los 60 minutos de incubacion disminuyé
significativamente (ANOVA + Dunett, p = 0.0159, n = 4) con el agregado de
heparinasa: 3 1 vs. 42+ 7% (control), mientras que el agregado de condroitinasa

ABC ni el agregado de hialonidasa tuvo efecto sobreslaiveles de descondensacion

alcanzads: 48+ 11% para condroitinasa ABC y 34 % para hialuronidasa (Figura
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47A). La especificidad de las enzimasesmlué descondensando espermatozoides con

la mezcla estandar (heparina y GSH) con o sin el agregado de cada enzima (Figura
47B). Nuevamente se observd que el ggde de heparinasa provocd un descenso
significativo de los niveke de descondensacion (%% vs. 47+ 4%; n = 4, ANOVA

+ Dunett; p = 0.0092), mientras que el agregado de condroitinasa ABC o hialuronidasa

no afectd significativamente dichos niveles £38% y 33+ 7% respectivamente).

70 60

60 -
50

10 4

Sin enzima Hasa Conasa Hialasa Sin enzima Hasa Conasa Hialasa

Figura 47: Efecto de diferentes glicosidasas sabla descondensacion inducida por ovocitode

ratén. A: Utilizando el micrométodo, se descondensaron espermatozoides humanos capacitados en
presencia de ovocitos frescos de ratén y GSH 10 mM con o sin el agregado de glicosidasas especificas:
heparinasa Ill (Hasa), condroitina88C (Conasa) y hialuronidasa (Hialasa), a 37 °C durante 210 min.
%M+G: porcentaje de descondensacion total. Los resultados se expresan comp BEg&Mién = 4). *p

< 0.05 vs. control (sin enzimél: Espermatozoides humanos capacisadiescondensados con heparina 'y

GSH en presencia de cada una de las enzimas utilizstascorroborar la especificidad de las mismas.
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La funcién de la gameta masculina enpsebceso de fertilizacion no culmina con la
penetracion al ooplasma. El espermatozoide vez ingresado al ovocito sufre una
serie de cambios, la mayoria de ellsnivel de su nucleo, que culmina con la
transformacion del mismo en el pronucleo masculino. El primer cambio visible que se
produce en el espermatozoide luego de ingresar al ooplasma es, justamente, la
descondensacién de su cromatina (Jager, )19¥ie proceso implica, para muchas
especies incluyendo la humana, la reducciotosi@uentes disulfuro de las protaminas
que, segun se ha demostrado ampliamentgyida gracias a la accién del glutation
(GSH) presente en el ooplasma (Liu y ct®92). Dicha tiorreducén constituiria el

paso limitante en el proceso de dmstensacion nuclear (Perreault, 1990) y seria
condicién necesaria pero no suficiente pguma ocurra la descondensacion nuclear del
espermatozoiden vivo (Perreault y col, 1984; Maeda y col, 1998). Al parecer, se
necesitaria una molécula adicional, cagazremover las protaminas unidas al ADN,
permitiendo de esa manera que sean reemplazadas por histonas ovocitarias. Si bien se
ha demostrado que la nucleoplasmina cumpleestarol en los anfibios (Philpott y col,
1991), y que la proteima22 hace lo mismo eDrosofila melanogaster (Kawasaki y col,
1994), el aceptor de protaminas emmifaros aln no ha sido identificado.

Resultados previos de nuestro laboiiatorestudiando la descondensacion de
espermatozoides humanos capacitadosvitro en presencia de heparina y GSH
(Romanato y col, 2003), llevaron a proponeneparan sulfato como posible aceptor de
protaminasin vivo. En el presente trabajo, se peofundizado en el estudio de la
capacidad de éste y otros glicosaminogiasade promover la descondensacion del
nucleo espermatico humanovitro y se ha investigado la pible presencia del heparan
sulfato en el ovocito de mamifero y su apgacion en el proceso de descondensacion

in vivo.
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Comportamiento de nucleos aislados despermatozoides humanos frente a la
descondensacion con diferentes GAGs y GSHlvitro.

Los experimentos que originariamentevéleon a proponer al HS como aceptor de
protaminas en el proceso de descondensanigivo se habian llevado a cabovitro
utilizando espermatozoides humanos capacit§Romanato et al, 2003). Sin embargo,

en el momento en que ocurre la descondensacidgnvo, el espermatozoide no sélo se

ha capacitado durante su ascenso pdraeto genital femenino, sino que también ha
sufrido la reaccion acrosomal y se ha pradimda fusién con la membrana plasmética

del ovocito, de modo tal que el nucleopesnéatico se encuentra desnudo en el
ooplasma. Es asi que, en la primera partestie trabajo se quisvaluar la actividad
descondensante de la hepagrmdemas glicosaminoglicanos sobre ndcleos espermaticos
aislados, con el fin de acersa a las condiciones reales/ivo.

Se desarroll6 un esquema de aislamiepturificacion de ndeos a partir de
espermatozoides seminales que permiti6 obtener una fraccion nuclear pura no
contaminada con colas esperméticas. La efdetivde la técnica se controlé por medio

de inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo anti acrosina humana que puso de
manifiesto que los nucleos aislados no presentaban acrosoma.

Los nucleos aislados pudiersar descondensados eficazmenteitro en presencia de
heparina y GSH y al estudiar el patrond#scondensacion de los mismos se pudieron
identificar los tres estadios de descarsdxion ya definidos previamente (Romanato y
col., 2003) para espermatozoides Byge sin cambio (S), moderadamente
descondensados (M) y groseramente descoadesgG). En formaemejante, Delgado

y col. (2001), lograron descondensar satisfactoriamenteonas de toro (estructura
cromatinica altamente organizada que permanece luego de permeabilizar las membranas

acrosomal, plasmética y nuclear del espernoédes en presencia de heparinay GSH.
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Al evaluar la cinética de descondensaciomdeleos aislados y compararla con la de
espermatozoides enteros capacitados se\absgre mientras que el nivel maximo de
descondensacion alcanzado por espermatozogjecitados rara veuperaba el 20%,

el de los nudcleos aislados siempre Igeal 100%, sugiriendo que la membrana
plasmatica del espermatozoide es unaeba poderosa contrta descondensacion
inducida por heparina y GSH. Efectivamente, datos previos de nuestro laboratorio
(Romanato y col, 2003), habi#levado a concluir que sélo aquellos espermatozoides
cuyas membranas hubieran sido alteradasnderda capacitacion son susceptibles a ser
descondensados en presencia de heparina y GSH. En forma semejante, Reyes y
colaboradores (2002) han planteado queexesario que la membrana plasmética del
espermatozoide se encuentre permeabdizadra que la internalizacion de los
compuestos inductores de la descondensauiétear sea posibl&egun estos autores,

la heparina se uniria a taembrana plasmatica de la misma manera que lo hace una
hormona a su receptor, para luego deadanar un efecto desestabilizador en la
membrana celular.

Sorprendentemente, se observé que los ofckéslados pudieron descondensarse in
vitro en presencia de heparina solaregnaunque los niveles alcanzados fueron
significativamente inferiores a los obtenides presencia de hapaa y tiorreductor.

Este fenbmeno no se observé en esperromez capacitados, sobre los cuales la
heparina por si sola fue incapaz de power la descondensacion espermética, en
ausencia de GSH. Sin embargo, estoslta@dos concuerdan con los obtenidos por
Delgado y col. (2001), quiendsgraron descondensar numhes de toro en presencia

de heparina y GSH o heparina solameateanzando un 95% de descondensacion total

en ambos casos. Si ya se ha demostradce@&SH del ovocito es necesario para la
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descondensacion del nucleo del espermatozoide en los mamiferos, ¢cémo podria
explicarse esta paradoja?

Se ha propuesto que el espermatozdidmano posee un mecanismo intrinseco de
tiorreduccion para lograr la descondaeién nuclear (Kvist1982). Dicho mecanismo
podria depender de la presencia de tioles libres en las protaminas espermaticas, los
cuales serian capaces de cambiar pueiBeS- desde fibras intercromosomales a
intracromosomales favoreciendo de esa maate descondensacion. Los tioles libres
estarian normalmente estabilizados porur#&n reversible deones zinc; recordemos

aqui que la protamina P2 tiene la capacidiadormar estructuras del tipo “dedo de Zn”
(Bench y col, 2000; Pradeepa y col, 200€pmo consecuencia de la metodologia
utilizada para obtener nucleos aislados yaesencia de fluidos del tracto reproductor
masculino o femenino que contengan zineigk 1980), los nucleos utilizados en los
ensayos de descondensacion podrian estar dedos de zinc, loual llevaria a que
comenzara la tiorreduccion autocatalitic&yentualmente, la descondensacion nuclear

en presencia de heparina solamente, esgesidad de agregar un tiorreductor exdégeno.

Habiendo establecido que lo¥icleos aislados respondisatisfactoriamente a la
descondensacidim vitro en presencia de heparina y K§Se intenté avanzar un paso
mas alla descondensando nucleos aisladmssteriormente desmembranados, es decir,
cromatina aislada, tal como se la encontramiavivo luego de la desaparicion del
envoltorio nuclear y previo al comienate la descondensacion propiamente dicha
(Tesarik y Kopecny, 1989). Los nucleos aislagda cromatina aislada presentaron los
mismos niveles de descondensacion maxiy una cinética de descondensacion
semejante. Debido a esta semejanza, dodgue el manipuleo y la observaciéon al

microscopio de la cromatina aislada fesumucho mas compleja desde el punto de
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vista practico (tal como se detallara knsecciéon 1.3 de Resultados), se tomo la
decision de continuar el abajo utilizando los nucleoaislados. Aunque se haya
propuesto quein vivo la desaparicion del envotio nuclear antecede a la
descondensacion propiamente dicha, el resg®zoide que reciéha ingresado al

ooplasma conserva alin su membrana nuclear.

Resultados previos de nuestro laboratoriodrapiiesto de manifiesto que la sulfatacion

de la heparina es importante para stivelad descondensante en espermatozoides
capacitados humanas vitro (Romanato y col, 2003), tal como sucede con la mayoria

de las actividades biolégicas conocidas dédparina en distintos sistemas (Jackson

col, 1991; Bertolesi y col, 1997). En edi@bajo evaluamos la influencia de la
sulfatacién de la heparina sobre su ad#d descondensante en nucleos aislados
utiizando las mismas heparinas parcialteerO- y N- desulfatadas utilizadas
previamente con espermatozoides enteroscdrab se viera al comparar la cinética de
descondensacion de nucleos aislados y espermatozoides enteros, el porcentaje de
descondensacion alcanzado codcleos aislados en pesgia de las heparinas
modificadas fue significativamente superarobtenido con espermatozoides enteros.

Ya hemos discutido que el porcentajed#scondensacion maximo alcanzado por los
espermatozoides capacitados es bajoddehi que la membrana plasmatica actuaria
como barrera impidiendo el acceso de los agentes descondensantes al interior del
nucleo. Una vez que la barrera es remqvelal00% de los ndcleos aislados sufre
descondensacion. Sin embargoctpacidad descondensantelae distintas heparinas
sobre nudcleos aislados siguid el mismardra que el observado en espermatozoides
enteros. Es decir, los ndcleos aisladeaccionaron a cada heparina quimicamente

modificada de la misma manera que lo éricn los espermatozoides enteros, excepto
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por el nivel maximo de descondensacion m¢eao. Es asi que la heparina O/N-des N-
ac, que es la mas desulfatada, no presactividad descondensante, al igual que ha
ocurrido en otros sistemas higicos en los que se la hélimado (Bertolesi y col,
1994; Bertolesi y col, 1995; Bertolesi y c@997). Luego, tres heparinas presentaron
actividad descondensante similar pese a su cetgadiferente: la Iparina (carga neta -
4), la heparina N-des N-ac (carga neta -Beparina O-des (cargeeta-2) mientras que

la heparina N-des que tiene carga netéig@al que la heparina O-des) presenté una
actividad descondensante retrasada entieshpo. Estos resultados pusieron de
manifiesto, tal como habia sucedido compesmatozoides enteros, que la actividad
descondensante de la heparina sobre nuelistalos depende no sélo de la presencia
de una fuerte carga neta negativa en |&ouba, sino también de la localizacion de las
cargas en la unidad disacaridica que, inledaente, determinard la conformacion
adoptada por el glicosaminoglicano. Es deta actividad descondensante de la
heparina no estaria vinculada a un sinfgle@domeno de atracm electrostatica entre
macromoléculas de cargas opuestas, sin® egistiria un comonente estructural
asociado a dicha interaccion. Ategespecto, evidencias ém bibliografia muestran
claramente que no todos los polimeros casgategativamente tienen la capacidad de
descondensar espermatozoides humanostro en presencia de GSH (Jager y col,

1990).

En suma, los resultados hasta aqui obtenidl comparar el comportamiento de
espermatozoides enteros y nucleos aislé@oge a la descondensacion con heparina 'y
GSH in vitro muestran que la actividad descondensante de la heparina sobre
espermatozoides enteros es un reflejosdeactividad descondearge sobre nucleos

esperméaticos aislados. En otras palgbtasdescondensacion de espermatozoides
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capacitados pone en evidencia la inte@ctdirecta de los agentes descondensantes
con el nuacleo en aquellos espermatozoigledos cuales la membrana plasmatica se
encuentra alterada como consecuencia aelgso de capacitacion espermatica. De esta
manera, la descondensacién de espermatozoides capauitaidios podria ser un buen
modelo para estudiar la descond®ién del nucleo del espermatozoidevivo. Esto,
incluso, podria tener importanteaplicancias como herraemta de diagndstico en el
estudio de la infertilidad masculinag través del desarrollo de un ensayo de
funcionalidad espermética capaz de ewvallsa capacidad del espermatozoide de

descondensarse ante la expids al estimulo adecuado.

Como ya se mencionara en la introduccim existe heparina en el complejo cumulus-
ovocito, ya que la Unica célutkel organismo capaz de sintetila es el mastocito. En
consecuencia, el paso siguiente en edtediesfue buscar una molécula que, en virtud
de su presencia en el complejo cumuduscito, pudiera ser el agente descondensante
in vivo. El candidato 6ptimo fue, sin lugaa dudas, el heparan sulfato: otro
glicosaminoglicano, analogo estructural déndgoarina y que posee acciones bioldgicas
semejantes a la misma en los diferentes sesgean que se lo ha estudiado (Bellin y col,
1986; Jackson y col, 1991; Eriksen y cb997; Bertolesi y col, 1994). Se evalué
entonces la actividad descondensamigétro sobre ndcleos aislados de espermatozoides
humanos de éste y otros GAGs cuya @meg& en el complejo cumulus-ovocito
estuviera documentada en la bibliografiandroitin sulfato, dermatan sulfato y acido
hialurénico (Yanagishita y col, 1979; Reyesol, 1984; Bellin y col, 1986; Thérien y
col, 2005). Una vez més, tal como o@ra con las heparinas parcialmente
desulfatadas, el efecto de los diferen®AGs sobre la descondensacién de nucleos

aislados fue un fiel reflejo de lo ocurricdm la descondensacién de espermatozoides
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enteros capacitados. Es decir, el hepar#fatsypresentd una acidad descondensante
sobre nucleos aisladds vitro semejante a la de la heparina, condroitin sulfato y acido
hialurénico no mostraron actividad desconders alguna, y dermatéan sulfato presento
una actividad descondensante leve, significateratm inferior a la de heparan sulfato/
heparina. Esta pequefia aitad descondensante del datén sulfato no resulta tan
sorprendente a la luz de observaciowdes otros autores (Lyon y col, 1998) que
encontraron que los receptores para hepsauffato presentes en la membrana de los
hepatocitos de ratén, podianir parcialmente dermatanlfaio. Indudablemente, esto
sugeriria que ambos glicosaminoglicanoadtéan alguna caracfstica estructural
comun, pero éste hecho no invalida que Issitados obtenidos alaluar la actividad
descondensante de diferentes GAGs refuencestra hipotesis, la cual plantea que el
heparan sulfato (en presencia de GS3ddria ser el agente descondensante de

espermatozoides humanosvivo.

Si el heparan sulfato fuera de hechoagknte responsable da descondensacién
esperméatica en humaniwsvivo, su papel en dicho procesaiaeel de agente aceptor de
protaminas para permitir el reemplazo de las mismas por histonas ovocitarias. Los
resultados obtenidos al llevar a cabo lacebforesis en getle poliacrilamida de
extractos proteicos de nucleespermaticos, previamenigcubados en presencia de
GSH y de diferentes GAGs, claramente respakista idea. La ausencia de las bandas
electroforéticas correspormgites a las protaminas Y P, en los extractos obtenidos de
nucleos previamente incubados con hepaoirteeparan sulfato y GSH, demostré que
dichas proteinas fueron remdas de la cromatina esperméatica durante la incubacion.
En contraposicion, ambas bandas estuvigpoesentes en los extractos proteicos

provenientes de nucleos incubados en praate GSH sélo o con el agregado de los
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GAGs que previamente habian resultadaciivos como agentes descondensantes,
demostrando que;B P, siguieron asociadas a la cromatina del espermatozoide luego

de la incubacion.

Presencia del heparan sulfato en el ovocito y funcionalidad del mismo como agente
descondensante

Los resultados hasta aqui comentadosdemron duda acerca de la capacidad del
heparan sulfato de funcionar como acept®rprotaminas durante la descondensacién
del nacleo espermatico humaimovitro en presencia de GSH. Para dar credibilidad a la
hipétesis planteada acerca del funcionamiento del heparan sulfato como agente
descondensante también vivo, se hacia necesario verificar la presencia de este
glicosaminoglicano en el ovocito.

Si bien este proyecto tiene por objeto atewnen el proceso deescondensacion del
espermatozoide humano, se utilizaron pesta parte del estudiovocitos de ratén en

lugar de ovocitos humanos debido principahte a cuestiones éticas y también de
disponibilidad. El uso de ovoois de otra especie no plad un problema conceptual
dado que hay amplias evidencias en la literatura que sugieren que el aceptor de
protaminas en el ovocito no es especifileo especie. Los espermatozoides humanos
pueden descondensarse satisfactoriamantdtro usando extractos de ovocitos de
diferentes especies (Delgado y col, 198leszewski, 1990; Shimada y col, 2000) o

luego de su inyeccion en ovocitos de stapecies (Perreault y col, 1988)

La primer estrategia utilizada para demostea presencia de heparan sulfato en el
ovocito fue una técnica histoquimica sencilla pedio de la cual es posible identificar

la presencia de residuos sutf en la célula (Rozenbeygcol, 2001). Dicha técnica se
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basa en la tincion de las células con ébramte cationico Ruby a pH 1.5; en estas
condiciones el Unico anion mayoritario enclélula que se encuentra como tal es el
grupo sulfato ya que los carboxilos de losrarécidos se ionizan entre pH 2y 4 y el
acido carbdnico se ioniza a pH 6 y, por Iotta a pH 1.5 se encuentran protonados. De
hecho, la tincién con Rubipy selizta cominmente para detectar heparina en geles o en
mastocitos (Rozenberg y col, 2001). Los raeil sulfato en la célula se encuentran
principalmente formando parte de latrestura molecular de los GAGs vy, en
consecuencia, la marca fluorescente obsergadd ooplasma de los ovocitos expuestos
al colorante fue tomada como un indicadosifieo de la presenaide heparan sulfato.
Los resultados obtenidos, sin duda, no dedwantda posibilidad de la presencia de
otros GAGs sulfatados en el ooplasma, cgmodrian ser el conditin sulfato y el
dermatan sulfato. Sin embargo, esto nesulteaba preocupante a los efectos de
convalidar nuestra hipétesis de trabajo, ya mseltados previos de nuestro laboratorio
(Romanato y col, 2003) y los ya descriptoseste trabajo de tesis habian demostrado

que dichos GAGs eran incapaces decdadensar espermatozoides humanegro.

En una instancia posterior, la inmunocitogica de ovocitos sin zona pellcida con un
anticuerpo especifico anti heparan sulfatonfirmé inequivocamente los resultados
obtenidos a través de lacion con Rubipy, demostrandopeesencia de dicho GAG en
el ooplasma.

El andlisis adicional de algunos ovocitos con zosldcida reveld que si bien el heparan
sulfato no estaba presente en la zona misse lo podia encontrar en el espacio
perivitelino, con una distoucién zonal focalizada y no hogénea. Estos resultados
son muy interesantes puesupiean una alterriah a la idea haatahora propuesta de

que el espermatozoide tendria su primer entto con el heparan sulfato al entrar al

109



Discusién

ooplasma: que el espermatozoide lo capte @¢rassito hacia el terior del ovocito y lo
internalice para luego conjuntamente conG8H presente en avocito, lograr la
descondensaciéon del nicleo esperméaticda Esieva hipotesigstaria avalada por
resultados previos de nuestro laboratoriatgd no publicados), obtenidos al utilizar
heparina-FITC para visualizar la irdecion entre espermatozoides capacitados y
heparina, que permitieron observar marca fluzete en la regién post acrosomal. Si el
heparan sulfato se uniera al espermatozeil@l momento en que el espermatozoide
atraviesa las cubiertas del ovocito (zgmellcida, espacio peitelino, membrana
plasmatica), su asociacion a la region posdsmmmal seria necesaria ya sea para que no
desapareciera al ocurrir la reaccion acros@nkl asociacion fuera anterior al proceso

exocitotico o para que pudiera unirse al esgozoide si fuera posterior al mismo.

Habiendo establecido fehacientemente que Heparan sulfato en el ooplasma, cabe
preguntar su origen. Por un lado, estecgaminoglicano podria ser un producto de
sintesis de las células foliculares quegtyeal ser transportado dia el interior del
ovocito, queda retenido en el esjpaperivitelino. Es bien sabido que las células de la
granulosa se encuentran en intimo contacto y permanente interaccién con el ovocito
(Gosden y col, 1995) y su capacidad de smdetproteoglicanos de heparan sulfato,
como asi también de internalizar las cadenas de heparan sulfato de su superficie se
encuentra ampliamente documentada (Yehdtg et al, 1992a; Yanagishita et al,
1992b). El trafico de proteinas desde las céldea la granulosa hacia el interior del
ovocito es un fendmeno conocido desde hace mucho tiempo (Dandekar y col, 1991) y
podria muy bien hacerse extensivo a otras macromoléculas como los
glicosaminoglicanos. Alternativamente, leéparan sulfato podria muy bien ser un

producto de sintesis del gmio ovocito, externalizade incorporado en forma de
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proteoglicano (sindecan, en sus varias #8)na la membrana del ovocito, hacia el
espacio perivitelino. Por el momento, noyhavidencias experimentales que puedan

inclinar la balanza hacia una u otra hipétesis.

Una vez que se demostré que el heparamatsutfe encontraba presente en el ooplasma,
fue importante corroborar que el mismo batafectivamente desempefiando algun rol

en el proceso de descondaci$n nuclear del espermatodeihumano. Para lograrlo, se
estudié el efecto de diferentes glicasds sobre la capacidad descondensante de
ovocitos frescos de ratdn vitro.

Con este propdésito, fue necesario desarroitegr metodologia especial para evaluar la
descondensacién del espermatozoide: un micrométodo llevado a cabo sobre un
portaobjetos en lugar de un tubo de ensaym®, se estandariz6 utilizando la mezcla
clasica de descondensacion dpadra y GSH utilizada de tina en nuestro laboratorio
(Romanato y col, 2003). Endacondiciones finales del parimento, el porcentaje de
descondensacion espermatica fue signifieatiente mayor con el micrométodo que con

la técnica de descondensacién estandar, probablemente debido a la presencia de un gran
namero de espermatozoides muertos al filehperiodo de incwdrion. De hecho, ya se

ha comentado en este trabajo que resultpdegos de nuestro laboratorio mostraron
que el porcentaje de descondensacionembsio en espermatozoides humanos
capacitados correlacionaba cormpefcentaje de células posdiy a Eosina Y, sugiriendo

que seria necesario que la membrana plasmstiencuentre dafiggara que ocurra la
descondensacion (Romanato y col, 2003).t@os modos, esta discrepancia en el
maximo nivel de descondensacion alcanzadie éetécnica estd@ar y el micrométodo,

no interferia con nuestro objetivo de lagrun sistema experimental confiable y
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reproducible que permitiera @&wuar la descondensacion espétioca en pequefa escala,
utilizando volimenes muy pequefios.

Con esta metodologia, los espemzaides capacitados se descondensaron
satisfactoriamente en presencia de ovscitescos y con el agregado de GSH,
alcanzando niveles de descondensacion similanes obtenidos con heparina y GSH.
Vale la pena comentar aqui que si Heefalta de descondensacion cuando se incubaron
espermatozoides capacitados con ovocitogdiesn ausencia de GSH fue sorprendente
en un primer momento, se interpretd carnasecuencia légica de una rapida oxidacion
del GSH ovocitario sumada a la escasez un sistema de regeneracion de GSH
funcional luego de la destruéa de la estructura ovocitaré aplastar ovocitos con un
cubreobjetos para realizar el experimento.

Los niveles maximos de descondensacion esteranalcanzados con este sistema en
presencia de ovocitos frescos fueron cercand8%l. Existen amplias evidencias en la
literatura acerca de la capacidad limitadeaglasma para posiliér la formacion del
pronucleo y el reordenamiento cromosémiagego de la fertilizacion (Witkowska,
1981; Clarke y Masui, 1987; Wakayama y Yanagimachi, 1998). Interesantemente,
publicaciones anteriores de Hirao y Ygimaachi (1979), mostraron que ovocitos de
hamster sin zona peldcida fueron capacededeondensar al menos 50 espermatozoides
luego de una fertilizaciénn vitro. Nuestros resultadosidican que, bajo nuestras
condiciones experimentales y en presgnde ovocitos aplastados manualmente, un
ovocito posee la capacidad de descondensanumero sustancialmente mayor de
espermatozoides

Tal como se mencionara en un parrafo @mteel micrométodo de descondensacion se
desarroll6 con el objeto de evaluar la capacidad deitws frescos de ratdon de

descondensar espermatozoides humamasro en presencia de drentes glicosidasas.
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Esta capacidad se redujo significativamea¢e el agregado de heparinasa lll, que
hidroliza especificamente heparina y hepadlfato, pero no se modificé en presencia
de otras glicosidasas (condroitinasa y Uniahidasa) que hidrolizan a los restantes
glicosaminoglicanos, indicando que la des@sdcion observada en presencia de los

ovocitos se podria efectivamente atritaula presencia de heparan sulfato.

En resumen, los resultados presentados entedajo demuestran por primera vez la
presencia de heparan sulfato en ovocides mamifero y proveen evidencias que
sugieren que este glicosaminoglicano es seie para la desconagacion satisfactoria

de la cromatina del espermatozoidevitro, respaldando nuestra hipétesis de trabajo
que propone que el heparan sulfato estéuhcionando como aceptor de protaminas

durante el proceso de descondensaiciéivo.

Por un lado, estas evidenciaentribuyen a profundizar en el conocimiento de los
mecanismos celulares y moleculares involdosaen el complejo proceso reproductivo,
hecho que a su vez favorece el desarrollo de nuevos ensayos de funcionalidad de
gametas en el estudio de parejas infértdes, miras al mejoramiento permanente de la
calidad de la atenciébn médica que se puenheldar a quienes sufren esta patologia que

afectard alguna vez a por lo menos Taga 10 parejas en edad reproductiva.

Y por otro, tal como sucede cada vez e plantea una hipdiesy se trata de
corroborarla, este trajp ha abierto una nueva caja lendora y nos ha inundado de
otras preguntas que esperan respuesta...

e ¢ Por qué hay heparan sulfatoetespacio perivitelino?

e En caso que sea internalizadmabcito, ¢de qué manera lo hace?
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e ¢/Son capaces las células de la granuttesaintetizar hepan sulfato y sus
proteoglicanos?

e ;COmo se encuentra el heparanagaft ¢ Libre? ¢Unido a proteinas?

e (Es el espermatozoide capaz de unir¢eparan sulfato durante su paso por el
espacio perivitelino? En caso gee asi sea, ¢,con qué objeto?

Hacia estos rumbos se dirigirdn nuestesfuerzos en el futuro proximo.
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