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1.- INTRODUCCION Y REVISION BIBLIOGRAFICA

Al término de la meiosis la espermdtida, célula hapleoi-
de masculina, sufre la transformacidn y diferenciacion de
sus estructuras para dar origen a una célula especializada,
el espermatozoide, Este proceso l1lamado espermiogénesis o
espermatoteleosis ha sido estudiado en una serie de organis-
mos .

En mamiferos euterianos, se han detectado cambios en la
morfologia y composicidén quimica del nilicleo; éste se va con-
densando progresivamente durante los estados de la espermio-
génesis, transformandose en un nicleo extremadamente conden-
sado que estd presente en el espermatozoide maduro (Fawcett,
1958 ,1970; Kretser, 1969; Fawcett y Phillips, 1970; Holstein,
1976). Modificaciones profundas se han evidenciado en el
contenido de las nucleoproteinas de las espermdtidas duran-
te l1os estadios finales de la espermiogénesis de una serie
de mamiferos, incluyendo el hombre (Vendrely y cols,1957;
Monesi, 1965; Gledhill y cols,, 1966; Gledhill, 1970; Meis-
trich ¥ colse, 1976; Grimes y cols,,1977).

E1 estado final de la condensacidon de la cromatina es
aparentemente debido al reemplazo de histonas de tipo soma-
tico por histonas basicas, propias del espermatozoide, las

cuales se unen firmemente al ADN de la espermatida. {Davis




y Langford, 1970).

La estructura de l1a cromatina de células somati-
cas esta determinads, en gran parte, por proteinas bdsicas
l11amadas"histonas" responsables de la compactacidon del ADN
en el ndcleo. Estas moléculas conforman una estructura de-
nominada "nucleosoma", la sub unidad fundamental de la cro-
matina; los nucleosomas se empaquetan en niveles estructura-
les mas complejos determinando fibras de grosor diferente
(10-20<30 o mds nm.) dependiendo del estado de mayor empaque
tamiento que alcanza la fibra de cromatina (Felsenfeld, 1978;
Kornberg, 1981).

Las histonas somaticas las designamos HoA y HZB
ricas en lisina y las H3 y H4 ricas en arginina, las cuales
constituyen Tia estructura central del nucleosoma. La histo-
na Hy la mas basica, muy rica en lisina, no forma parte del

nucleosoma, estd asociado a al,

E1 reemplazo de las histonas somaticas por las es-
pecificas del espermatozoide, entre otras razones, favorecerian
la condensacion del material genético 1levdndolo a un estado
metab6lico inactivo (Block 1969; 1976).

Las proteinas presentes en el espermatozoide ademas
de tener un alto contenido en arginina y lisina, en mamiferos

euterianos poseen proteinas ricas en cisteina (protaminas); (Bellve |
y cols.,1975;Kistler y cols.,1973;Mayer y Zirkin, 1979; Lam y Bru-

Be,, 1971 ).
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La condensacion del nicleo produciria la disminucidn
en volumen del espermatozoide. Ademds de ser una ventaja
para el desplazamiento, se cree que en este estado fisico-
quimico el genoma esta protegido contra dafio fisico o muta-
génesis quimica que puede ocurrir durante su transporte al
sitio de fertilizacidn.

E1 nGcleo de la espermatida gradualmente toma la forma
caracteristica de la especie durante el procesoc de condensa-
cion,sugiriéndose la posibilidad de que la forma del nicleo
esté en relacidon con la reorganizacidon nucleoplasmica. Exis-
te gran variedad de formas, siendo la forma globular comin
entre los peces y la ovoide entre los mamiferos, pero pueden
haber variaciones de forma del nicleo y del acrosoma que son
caracteristicas de determinado orden, familia o de una espe-
cie (Fawcett y cols,,;1971).

Los factores que modulan o determinan la forma del nd-
cleo podrian ser externos, esto es, fuerzas morfogenéticas
que actuarian sobre é1, o ella estaria definida por determi-
nantes intrinsecos al propio nicleo.

Fawcett y cols,,(1971) consideran que la forma.de la
cabeza del espermatozoide en mamiferos y otras especies es-
taria mas bien determinada por factores intrinsecos al nicleo,
que genéticamente controla el patron de agregacidon del ADN

y proteinas durante la condensacidon de la cromatina.
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Variaciones en el patrdn especifico de ensamblaje del
complejo ADN-proteinas o ADN y el contenido de proteinas
pueden afectar la forma y el tamafio de la cabeza del esper-
matozoide.

Holstein (1976) y Bartoov y ~cols,,(1980) consideran
que en la adquisicion de la forma de la cabeza del esper- |
matozoide estarian comprometidos dos sistemas de estructuras
filamentosas; el primer sistema (sistema de filamentos fi-
nos) estaria relacionado con la formacion del acrosoma y
actGa en la célula de Sertoli hasta el momento de la es-
permiacién. E1 segundo sistema (sistema de microtdbulos) es
@] descrito como "manchette", que se conecta con los bordes
del acrosoma, en el estado 2, de acuerdo a clasificacion de
Holstein (1976). Estos filamentos jugarian un rol en el
sentido de inducir la elongacidon de la porcion mas caudal
del nicleo, modelando la curvatura final de la cabeza del
éspermatozoide.

Modificaciones en la accidon de estos dos sistemas fi-
lamentosos podrian ser en parte causa de malformaciones en
el espermatozoide humano.

Bartoov y cols., (1980) también postulan que el conte-
nido de la cromatina nuclear podria afectar la forma de la

cabeza.Por ejemplocuando la disminucidon del contenido de la’




cromatina es concomitante con una funcién anormal de los 3§85~
temas de filamentos y tubulos, pueden producirse variadas
formas llamadas "amorfos".

La espermiogénesis estd esencialmente completada al
momento de la espermiacion pero, sin embargo, otros cambios
son detectables en los espermatozoides de algunas especies
cuando éstos pasan a través del epididimo; asi por.ejemplo,
el desplazamiento de la gota citoplasmatica, modificaciones
morfoldgicas a nivel del acrosoma y de las membranas ubicadas
en la cabeza del espermatozoide (Fawcett y Hollenberg, 1963;
Fawcett y Phillips, 1969; Bedford y Nicander, 1971; Bed-

ford y cols,,1973a ; Olson y Hamilton [(1976); Arrau y cols.,
1981).
Ademds de los cambios morfoldogicos detectables, en la

via epididimaria los espermatozoides experimentan una serie
de cambios fisioldgicos y bioquimicos que les confieren la
capacidad de fecundar el huevo (Bedford, 1966; Orgebin-Crist,
1967;1968 Orgebin-Crist y cols,1975; Bedford, 1975; Hamilton,
1975; Bedford y Cooper, 1978); el tipo y l1a naturaleza de los
factores que estdn comprometidos en el proceso que le confie-
re la capacidad de fertilizar son solo parcialmente conocidos
y bastante dificiles de interpretar, especialmente en el hom-

bre.(David y Cols.,1972; Saupart, 1976).




Se conocen algunos hechos que estdn referidos a la ad;
quisicion de 1a motilidad por parte del espermatozoide, cam-
bios en la resistencia a shock con baja temperatura y a al -
calis (Bedford, 1965; Orgebin-Crist, 1967) y modificaciones
de la superficie celular del espermatozoide (Bedford y Cooper,
1976).

Entre estas modificaciones se incluyen cambios en el as-
pecto ultraestructural de la membrana plasmatica (Bedford y
Nicander, 1971; Olson y Hamilton, 1978); cambios en las car-
gas de la superficie (Bedford, 1963; Cooper y Bedford, 1971;
Flechon,1975; Holt, 1980); cambios en la distribucién y/o
abundancia de receptores de lectinas (Gordon y col., 1974;
Nicolson 'y cols., 1977; Fournier-Delpech y ' cols., 1977;
Olson y Hamilton, 1978; Nicolson .y. cols., 1979; Olson y Dan-
zo, 1981); cambios en la antigenicidad de la membrana, que
reflejarian un cambio de antigenos de origen testicular por
otros producidos en el epididimo (Oison y Hamilton,

Kohane ¥y «cols,,1979), los que podrian determinar di-
ferencias en las membranas entre espermatozoides maduros e

inmaduros.

Con métodos citoquimicos se ha podido detectar cambios

importantes en el nicleo celular referido a la reactividad




del ADN frente a la reaccién de Feulgen,

Se ha detectado una progresiva reduccidon de la intensi-
dad de la reaccidn de Feulgen (Gledhill y ~ cols, 1966; Bau-
ter y cols.,1967 a,b; Gledhill, 1970; Ringertz .y . co]s.;1970;
Dalck, 1973; Bustos-Obregdn . y. cols 1978; Bustos-Obregdn,
1980) a medida que el espermatozoide va desplazandose por la
via epididimaria, indicando que la composicién bioquimica y
el estado fisico de la cromatina se ha modificado y estd infjy-
yerndo sobrela capacidad de unidon colorante/ADN.

Ha sido demostrado por varios autores tanto en nlcleos
como en modelos ("films") que el grado de condensacidn de
la cromatina modifica la estequiometria de la reaccidn de
Feulgen (Garcia, 1970; Noeske, 1971; Duijndam ¥ van Duijn,
1975; Kjellsterand y Anderson, 1975a y b 3 - Anderson, 1975
1976).

Las varjaciones detectadas en la reactividad del ADN
del nicleo del espermatozoide se han relacionado con una mo-
dificacion en el complejo ADN/proteinas, posiblemente debido
a un incremento de enlaces -5-S- formados en o entre las pro-
teinas nucleares (Esnault, 1973).

Este mismo fendmeno ha sido observado en espermatozoides

envejecidos "in vivo" o "in vitro" (Bautersy cols., 1967 a y b.




Salisbury Yy cols., 1961;1964; Hanada y cols.,, 1965; Todord-
vic Y cols., 1969; Perez-Sampallo, 1980; Bus-
tos- Obregén y Perez-Sampallo, 1980).

Sin embargo, el aspecto del ndcleo de espermatozoides
normales observados a nivel de ultraestructura permanece cons-
tante desde la espermiacion hasta el momento de la fecunda-
cién (Barros y Franklin, 1968; Piko, 1969; Bedford, 1970).

Pedersen (1969,1970,1974) ha observado con cierta fre-
cuencia una disminucidn en la densidad electrdnica de la cro-
matina en espermatozoides de hombres infértiles, sugiriendo
que eilo puede ser evidencia de una cierta "inmadurez morfo-
1dgica" de estos espermatozoides,

Algunos tipos de malformaciones nucleares observadas
en microscopia de transmision, no serian detectables por mi-
croscopia de luz ni microscopia de barrido como son las al-
teraciones de la cromatina (Internal Chromatin Disorder,

5 1o +8 ) estas han sido detectadas en espermato-
zoides humanos y que se deberian a una ®condensacidn incom=
pleta de la cromatina",(Zamezuk, 1977; Bartoov y cols., 1980)

Se ha observado en el hombre, la presencia de una cier-
ta proporcidon de espermatozoides que tienen la cromatina de
aspecto granular (heterogénea); este fendomeno ha permitido

a Pedersen y Fawcett (1976) sugerir que la maduracidn normal




y la estabilizacidon de la cromatina en el espermatozoide hu-

mano es menos completa que en otras especies.

La maduracidn espermatica en mamiferos euterianos de-
penderia, entre otros fendmenos, de la "condensacidn de la
cromatina". Este es un proceso quimico que comprende inter-
acciones a nivel de macromoleculas, entre el ADN y proteinas
basicas que forman complejos estabilizados por la formacidn
de -S-S-,

Henricks y Mayer en 1967, aislaron y caracterizaron, en
espermatozoides de bovino y porcino una proteina basica"seme-
jante a la keratina) designada asi porque solo fue posible
aislarla si se rompian los enlaces -S5-5- presentes en la pro-
teina; la disrupcidn quimica de este componente semejante a
la keratina permitia también el aislamiento del ADN en forma

pura.

Posteriormente otros investigadores han tratado de ais-
lar y caracterizar las proteinas bdsicas del nicleo de esper-
matozoides de varias especies de mamiferos (Coelingh y cols.,
1969; Davis y Langford, 1970; Coelingh y cols_  1972; Balhorn
y cols., 1977), incluyendo a espermatozoides humanos (Kolk y
Samuel, 1975; Saowaros y Panyim, 1979).

En general, se han encontrado proteinas de bajo peso
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.‘molecu1ar, altamente badsicas, ricas en arginina y con conte-
nido relativamente alto de cisteina, caracteristica de protei-
nas propias de espermatozoides.(Calvin y Blean, 1974)

Durante la maduracidon espermatica en mamiferos en gene-
ral, se produciria un aumento de enlaces disulfuro, demos-
trable para un aumento en la resistencia a la decondensacidn
provocada por agentes reductores de enlaces disulfuro, como
se ha demostrade al utilizar SDS/DTT u otro tipo de reductor
(Calvin & Bedford, 1971; Bedford y cols,, 1973 b; Calvin y
Bedford, 1974 ; Mahi ¥ Yanagimachi, 1975; Gall y Ohsumi, 1976;

Anderson, 1976; Saowaros Y Panyim, 1979; Kuist, 1980; .Zurkin y
cols., 1980).
Este aumento de enlaces seria un factor muy importante

en la estabilizacion de la nucleoproteina y posiblemente el
grado de unién estaria regulado por el ambiente dado por el
epididimo (Bedford, 1966; Calvin ¥ Bedford, 1971; Bedford ¥

cols., 1972; Bedford ¥ Calvin, 1974; Misestrich -y cols., 1976).

Es evidente que el proceso de empaquetamiento iniciado
en la espermiogénesis, estabilizacion de la niicleoproteina
y maduracion completa del espermatozoide con capacidad ferti-
lizante, es mucho mas complejo que un simple reemplazo de his-
tonas por proteinas “"especificas del espermatozoide" y la a-

paricion de enlaces disulfuro responsables (en Gltimo término)
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de la estabilidad de las nucleoproteinas adquirida durante—

la maduracion.

Se ha sugerido que variaciones en el patron especifico
de la asociacion ADN/proteinas bdsicas podrian afectar el
tamafio y la forma de la cabeza del espermatozoide (Fawcett
¥y " colss, 1971}

Los espermatozoides humanos en particular se caracteri-
zan por mostrar una marcada heterogeneidad morfoldgica (Bar-
toov y cols., 1980) que contrasta con la uniformidad de for-
ma y estructura de los espermatozoides de otras especies es-

tudiadas, incluyendo primates (Zamboni ¥ cols.y 1971).

1.1. Estado actual del problema.

No se ha demostrado ain si las anormalidades morfold-
gicas de los espermatozoides presentes en el semen humano se
corresponden con nicleos cuya condensacién y estabilizacidn
de la cromatina esté alterada, o estan en relacidon a altera-
ciones en el contenido de ADN y/o proteinas. En espermato-
zoides humanos alargados ("tapered") la reactividad al Feul-
gen, citofotométricamente determinada, es significativamente
inferior a las lecturas en nitcleos de espermatozoides normo-

tipo (Bustos-Obregén y Lopez, 1976). Ademds se desconoce si
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los espermatozoides de formas o condensacidn de la cromatina
anémalas son células incapaces de fecundar el huevo.

Por 1o anteriormente expuesto, resulta evidente que es
necesario comprobar: si las modificaciones que ocurren
en los componentes de la cromatina del espermatazoide son
detectables citoquimicamenteypor la diferente reactividad del
ADN y la estabilidad de la cromatina frente a extraccidn del
ADN y reactividad de las proteinas presentes,

Si el estado final de madurez espermdtica correspon-
de a un "patrdém constante", detectable no solo en la morfolo-
gfa general de la célula sino también en el grado de empaque-
tamiento y distribucién de la cromatina en el nidcleo del ga-
meto y mds especificamente, en la presencia de SH, no demos-
trado adn en forma directa, que asegure el empaquetamiento
y estabjlidad de la nucleoproteina como un posible mecanismo
de proteccidn del genoma.

Para el estudio planteado, se utilizaron variados méto-
dos y situaciones experimentales, siendo las mds importantes:

1.- Reacciones citoquimicas para ADN con y sin reduccidn

de enlaces S-S, protefnas e histonas, y su cuantifi-
cacién por citofluorometria.
2.- Decondensacién "in vitro", con posterios estudio de

liberacién de grupos SH observados a nivel de micros-
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copia electrdnica (M.E.).
3.-Caracterizacién de la cromatina y regionalizacion

nuclear en relacidn a presencia de grupos SH, anali-

zados ultraestructuralmente.




A"

2.- MATERIAL Y METODOS
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2.- MATERIAL Y METODOS

Las muestras de semen fueron obtenidas en el Laboratorio
de Anilisis de Semen del Departamento de Biologia Celular y
Genética, y provienen de pacientes consultantes del Policlini-

co de Infertilidad Conyugal del Hospital José Joaquin Aguirre.

Muestras de mas de 35 pacientes fueron seleccionadas por
el espermiograma de acuerdo al estudio a realizar, Del esper-
miograma se tomé en cuenta fundamentalmente dos aspectos

1) Recuento de espermatozoides; que se realiza en una ca-
mara hemocitométrica de Neubauer,

2) Morfologia; para su estudio se hacen frotis que se de-
secan al aire, luego se fijan en una solucidn de metanol-acé-
tico (3:1) y posteriormente se tifien con hematoxilina-eosina

(para la morfologia espermdtica consultar la Fig. 1 a y b).

2.1. Estudio morfoldgico en microscopia Optica

Caracterizacion de la estabilidad del complejo ADN/Protei-
nas sulfidriladas del nicleo del espermatozoide.

2.1.1. Decondensacidn "in vitro", segln método de Calvin

y Bedford (1971).

Con el objeto de conocer y analizar la respuesta

a reductores corrientemente empleados como es el ditio-
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treitol (DTT) asociado al dodecil sulfato de sodio (SDS),
se incubaron muestras de semen (con 63-69% de normoesper-
mia) en diferentes concentraciohes de SDS y por diferen-

tes tiempos, como se indica a continuacidn

SDS % p/v Tiempo (min)

0.01 8-10 -15"
0.05 8-10"'
0.5 6- 8-10

E1 esquema general utilizado es el siguiente

1. E1 semen se lava en suero fisioldgico 2-3 veces, para
lo cual se centrifuga a 760 g por 10 min, cada vez.

2. Incubacidén en diferentes tiempos en SDS y DTT a tempe-
ratura ambiente; el SDS se disuelve en tampdn borato
0.05 M a pH 9, en las concentraciones indicadas, a la
cual se le agrega el DTT en concentracidn de 2 mM,

3. Se observa en microscopio de fases contrastadas y se
detiene el proceso de decondensacidn colocando el tu-
bo con el material de estudio en hielo (0-4°C).

4. Se lava (2-3 veces) con suero fisioldgico frio, centri-

fugando a 760 g por 5' cada vez.
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Confeccién de frotis y fijacion de éstos en metano1¥

acético.

Tincion morfoldgica con hemateina.

.1.2. Decondensacidon "in vitro" con tioglicolato de

sodio:

A espermatozoides humanos (10 muestras) se aplicd

como reductor el tioglicolato de sodio de acuerdo al si-

guiente esquema

1.

3.

E1 semen se lava en suero fisioldgico 2 a 3 veces, pa-
ra lo cual se centrifuga a .760 g~ por 10 min. cada
vez.

Confeccidn de frotis y fijacion en metanol- acido
acético glacial (3:1) o formol al 10%

Incubacidon de los frotis de espermatozoides en tio-
glicolato de Na* a pH 9, y temperatura ambiente,
durante varios tiempos hasta obtener un 6ptimo de de-
condensacion (4 5 6 8 y 10 minutos).

Detencién en frio, lavar y centrifugar.

Tincidén morfoldgica.
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Estudio citoquimico y citofluorométrico de la Reactivi-

dad del Feulgen en presencia de un agente reductor de

grupos ditioles.

Se ide6é un método en el cual se combiné la reac-
cién de Feulgen fluorescente(standard) seg{in Prenna y cols.
(1974) y segin Anderson (1976), en el cual se agrega al
medio de hidrélisis el 2-mercapto etanol (2-ME) como re-
ductor de enlaces disdlfuro, E1 método standard (control)*
consiste en incubar con HC1 4N y sin reductor por 60 minu-
tos a 28°,
Las incubaciones en el medio de hidrélisis mis el
reductor se realizaron "in vitro" o en frotis de espermo-
tozoides previamente fijados. Se vari6é la concentracidn

del HC1, del 2-ME y el tiempo de hidrélisis en las siguien-

tes combinaciones

HC1 MERCAPTO ETANOL
(CONC) N CONCENTRACION  TEMPERATURA _ TIEMPO INCUBACION
n* 4N e 28° 60"
2) 4 N 0,01 M 28° 40'-60'-80"
3) 4 N 0,1 M 28° 20'-40'-60"
4) 4 N 0,5 M 28° 20'-40'-60"

§) 1 N 1 M 48° 10'-20"-30"
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La metodologia general utilizada es l1a siguiente

ESPERMATOZOIDES
)

Lavados en NaCl 0.85%

l

Centrifugacién a 760 g,10'

!

Lavado en NaCl 0.85%

Centrifugacion a 760 g, 10"
, Frotis-Fijacion metanol/dc.acético

REDUCCION DE GRUPOS S-S CON 2-MERCAPTO ETANOL

EN DIFERENTES MOLARIDADES Y TIEMPOS DE INCUBACION.

}-—aéFrotis-Fijacién metanol/acido acét?

IDENTIFICACION DE ADN CON R. DE FEULGEN glacial

Cuantificacion del ADN por

CITOFLUOROMETRIA

Se utilizaron los siguientes controles exigidos
en Citoquimica y Citofluorometria
1. Preparado (sin hidrolisis) incubado en agua destilada
mas Reactivo de Schiff.

2. Preparado sin hidrolisis y sin Schiff (autofTuorescehcia).
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La cuantificacion del ADN se realizd por citofluo-
rometria en un Citofluordmetro Zeiss modelo 0.1 con el
“Set de filtros Zeiss" para reaccion de Feulgen (BP 546,
FT 580 y LP 590), siendo BP 546 el filtro excitador.

Se midieron espermatozoides de forma normal oval
y anormales; éstos arbitrariamente se agruparon en dos
clases

Teratospérmicos esféricos (T. esf,) y Teratospérmicos a-

largados (T. alarg.). En los T. esféricos se han inclui-
do microcefalicos y algunos tipos de amorfos; en los T.
alargados se incluyd los puntiagudos y algunos tipos de
amorfos y juveniles (ver morfologia de espermatozoides en
Fig. 1) segun la clasificacion . propuesta ~para

el  andlisis del semen humano: Joel Yy Botella-Llusia

(1971); Eliasson (1973) y Sans (1976).

Se midieron al menos 50 espermatozoides de las 3
clases descritas en cada muestra y en cada situacion ex-
perimental.

A los valores obtenidos se les aplicd calculo es-
tadistico para obtencion de la media (X), desviacidén es-

tandard (DS) y error estandard (ES).
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Determinacion de Proteinas Totales.

Se preparan los frotis de espermtaozoides como en

2.2. y se utiliza el método de Leeman y Ruch (1972) para

la identificacion de grupos HH2 de las proteinas en la

siguiente forma

1) Espermatozoides fijados se someten a una incubacién
con dcido tricloroacético (TCA) segidn Ruch y Leeman
(1973) durante 2, 3 y 3,5 hrs. Se considera 0 hora
a las muestras sin tratamiento,.

2) Incubar en Sulfaflavina brillante (Lab. Chroma) al
0.1% en tampdn citrato de Mac Ilvain, 0,.01M a pH 2.8,
por 30 minutos a temperatura ambiente.

3) Diferenciar en tampdn citrato a pH 2.8 por 10 minutos.

4) Deshidratar en etanol 70%, 95% y 2 etanol absoluto);

aclarar en Xilol y montar en Fluormount (Gurr).

Base de la reaccion con Sulfaflavina

Este compuesto es un colorante acido que permite la iden-
tificacion de cantidades relativas de proteinas totales

e histonas dependiendo del pH en que se realiza la reac-
cion. La coloracion depende de la unidn electrostitica
del colorante anidnico con las cargas positivas (NH3+)

de los amino acidos de las proteinas, esto significa

que a pH 2.8 (punto isoeléctrico) estdn cargados positi-
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vamente los grupos NH2 de la mayoria de los amino-aci-
dos y a pH 8 solo aquellos de proteinas muy basicas,
esto es las histonas del ndcleo.
5) Cuantificacion de proteinas en nicleos de espermato-
zoides normo y teratoespérmicos en Citofluordmetro Zeiss
con el "Setrde filtros Zeiss" con excitacion en el ran-
go azul. Se aplica calculo estadistico a los valores
obtenidos en cada categoria para obtener X, DS y ES.

Se determina si los valores obtenidos difieren o no
entre los tipos de espermatozoides estudiados.

Control citogquimico : Se realiza la desaminacidn por

método habitual en citoquimica (HC1 0.1 N en metanol
absoluto).

Control de fluorescencia : a) Frotis sin tratamiento

con TCA y sin sulfaflavina (autofluorescencia), b) Fro-
tis con tratamiento con TCA, pero sin tincidon con sul-

faflavina.

Determinacidn de 1a relacién ADN/Proteinas Totales por

Citofluorometria.

Con los valores obtenidos en 2.2. y 2.3. se deter-
mina la relacion ADN/Proteinas Totales en normo y tera-
toespérmicos. Se obtiene un Indice Citogquimico (I.Ci.)

para cada tipo de espermatozoide.
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Determinacion de histonas - Cuantificacidn por Citofluo-

rometria.

2.5.1. Reaccidn de sulfaflavina a pH 8 para histonas.

Muestras de espermatozoides se procesan como en
2.2.; los frotis se fijan en formol al 10% y se aplica
reaccién de sulfaflavina para histonas como en 2.3., pe-
ro utflizando tampon borato de Na (Clark y Lubs) 0.01M a
pH 8. Se cuantifican histonas en nicleos de normo y te-
ratospérmicos utilizando el citofluorometro con filtro
de excitacidn en el rango azul. Se hacen calculos esta-
disticos iqual como en 2.3.

Controles : Se utilizan los mismos que en 2.3.

2.5.2. Extraccion de ADN.

Muestras procesadas como en 2,2. fijadas en for-
mol al 10% se incuban en TCA, segun Ruch and Leeman

(1973), simultaneamente con las preparaciones para histo-

nas durante 1, 2, 3y 3 1/2'horas y luego se continua con:

- Reaccidn con reactivo de Schiff para citofluorometria

- Cuantificacion del ADN remanente en citofluorometro de
acuerdo a lo descrito en 2.2,

- Mediciones y cdlculo estadistico referidos a normo y

teratospérmicos.
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Determinacion de la relacion ADN/Histonas.

Los valores para ADN se relacionan con los obtenidos
para histonas, considerando a cada tipo de espermatozoi-
de; se obtiene un "Indice Citoquimico" (I.Ci.)

"Consideramos I.Ci. a la relacidn entre valores cito-
fotométricos (en unidades arbitrarias) de reacciones
citoquimicas de sustancias presentes en condiciones na-
turales o experimentales”

Determinacion de la relacion Proteinas Totales/Histonas.

Los valores obtenidos para proteinas totales se re-
lacionan con los obtenidos para histonas, considerando
cada tipo de espermatozoide. Se obtiene un Indice Ci-
toquimico (I.Ci.) para normoespérmicos, T. esféricos y

T. alargados.

Caracterizacion del empaquetamiento de la cromatina e

jdentificacion de grupos sulfidrilos : Estudio ultra-

estructural.

2.8.1. Desagregacidon de la cromatina del espermatozoide:

identificacion de grupos SH.

Muestras de semen humano se seleccionaron espe-
cialmente por las caracteristicas morfoldgicas y se agru-

paron en
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I % rango normal de normoespermia : 64-69%
I % alto de normoespermia : 70-73%

IIT % muy alto de teratospermia : 43-48%

Se aplicd un método original, en el cual se uti-
1iz6 para la desagregacion de la cromatina un reductor
citoquimico (tioglicolato de sodio), basdndonos en el
método de Lung (1972) y se complementd con la identifi-
cacion de los grupos SH wutilizando un compuesto de Hg.

.Este método original posee : a) una alta especi-
ficidad ya que el mercurio es un bloqueador de grupos
SH y se une a ellos formando mercaptidos (Ganter y Jolles,
1969), b) produce una alta densidad electrénica propor-
cionada por el metal (Hg) del compuesto que hemos selec-
cionado para utilizarlo en formd de sal.sdédica, este es

el p-cloromercurio bennizoato de Na+.

La metodologia general utilizada en la desagre-
gacion de la cromatina e identificacion de grupos SH 1i-

berados es la siguiente
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ESPERMATOZOIDES
&

Lavado en NaCl 0.85%
a

Lavado en NaCl 0.85%

\

Centrifugacidn a 760 g por 10

y

REDUCCION DE GRUPOS S-S CON TIOGLICOLATO DE Na 0.8 M A pH 9

\\\\\\\gu DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBAC ION 4///////

v

Lavado en tampdn cacodilato 0,1 M pH 7.3

|

Centrifugacion a 760 g por 10

Centrifugacion 760 g por 10

Lavado en tampdn cacodilato

gngrng. Fijacion OJ' Frotis : obs, M, apt.

RECONOCIMIENTO DE GRUPOS SH CON ACIDO p-CLOROMERCURIO BENZOATO

DE Na + 0.001 M POR 20'

J.

Lavado en tampdn cacodilato

v

Centrifugacion a 760 g
FIJACION EN 0504 AL 2% EN TAMPON CACODILATO
pH 7.3 {por 1 a 1;5  horas)

v

Inclusion y corte fino

OBSERVACION EN MICROSCOPIOQO ELECTRONICO SIN TINCION
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Controles

1, Muestras se incuban en tioglicolato pero sin identi-

ficacion posterior de grupos SH.

2. Muestras no se incuban en tioglicolato, pero se apli-

ca reaccidon para grupos SH,

3. Sin tratamiento con tioglicolato ni identificacidn de
grupos SH.

4, Para cada muestra, un corte se observa al microscopio

sin_tincidn y otro con uranilo-plomo segin Reynold

(1963).
5. Control morfoldgico a nivel éptico para cada tiempo
de incubacion en tioglicolato (observacién de hincha-

miento de las cabezas de los espermatozoides).

2.8.2. Patrdn de distribucidn de grupos SH en el nicleo

de espermatozoides normo y teratospérmicos.

1. Se utiliza método de Lung y reconocimiento de grupos
SH.
2. Se procede en general como 2.8.1,, aplicando 3 tiem-

pos de incubacidn en tioglicolato (6-8 y 10 minutos).
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3.- RESULTADOS

Estudio del empaquetamiento de la cromatina : Andlisis

en Microscopia Optica.

3.1.1, Incubaciones con SDS - DTT.

En los diferentes tratamientos "in vitro" con SDS-
DTT aplicados a espermatozoides de 5 muestras de semen
con 60-69% de normoespermia (y 31 a 40% de teratospermia),
se puede observar aumento relativo del tamafio de la cabe-
za de los espermatozoides que varia de acuerdo a la con-
centracion de S£DS y al periodo de incubacidn (ver méto-

do 2.1. y gréfico 1). ot
En concentraciones de 0.01% de $DS Se observa hin-

chamiento leve de los espermatozoides conservandose alre-
dedor de un 20% sin decondensacién detectable al micros-
copio 6ptico, Con SDS al 0.05% la respuesta es mis ho-
mogénea entre los diferentes espermatozoides pero alcan-
zan un tamafio mayor que con 0.01%.
En incubaciones con SDS al 0.5% en breve tiempo

(5' y 6') se detecta desagregacidn con hinchamiento muy
heterogéneo de la cabeza; algunas células alcanzan el gra=-

do extremo con pérdida de la morfologia y otras aparecen
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sin o con leve aumento del tamafio de la cabeza, como pué-
de observarse en Fig, 2 a, b y ¢. Pueden detectarse es-
permatozoides de forma normal y algunos de tipo juvenil

que no han sido afectados por el proceso ( Fig. 2 a y c).

La decondensacion de la cromatina observada es a-
tribuida a la ruptura de los enlaces S-S provocada por
reductores €on grupos tioles como son el DTT, tioglicola-
to de sodio, 2-ME y otros compuestos sulfurados o bases,
aplicadas por Mahai y Yanagimachi (1975).

E1 SDS (detergente anidnico), en combinacidn con
el DTT, ha sido extensamente utilizado ya que produce,
ademas de la decondensacidn de la cromatina, ruptura de
membranas e hinchamiento y lisis del flagelo del esper-
matozoide.

Este método permite detectar la inadecuada esta-
bilizacion de la cromatina dependiente de enlaces -S-S-
indicando que el espermatozoide no ha alcanzado su madu-
rez (Calvin y Bedford, 1571; Bedford y Calvin, 1974; Bed-

ford, Calvin y Cooper, 1975 a; Beil y Graves,1977), sin
embargo es un método complejo de interpretar por lo cual
hemos utilizado el tioglicolato de Na como reductor.

3.1.2. Incubaciones con tioglicolato alcalino.

Al hacer las reacciones en 6 muestras de semen
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cuya morfologia fluctuaba entre 66-70% de normoespermia-
(y 30-34% de teratospermia) utilizando solo el reductor
de enlaces -S-S-, como es el tioglicolato de sodio, am-
pliamente aplicado en histo y citoquimica, se ha podido
producir decondensacion "in vitro" con aumento de volu-
men del nicleo del espermatozoide.

E1 fenomeno es apreciable en microscopia de luz
a partir de los 4' de incubacidon (Fig. 3 by 4 b). En
tiempos mas prolongados (6', 8' y 10') se logra obte-
ner una decondensacidon mayor con hinchamiento de practi-
camente todas las cabezas de los espermatozoides como
puede verse en Fig. 3 a y 4 c, con excepcidon de algunos
espermatozoides de forma normal que mantienen aproxima-
damente su tamafio original (comparar en Fig. 4 a-c).

Este tipo de decondensacion de la cromatina pare-
ce ser mas adecuado que el método de Calvin y Bedford
(1971), ya que este fendmeno es dependiente solo de la
accion del reductor sobre los enlaces -S-S-, por lo tan-
to servira para el estudio citoquimico de decondensacidn
y andlisis del grado de estabilizacién de la cromatina
observado a nivel ultraestructural. Los grupos SH son identi-
ficables a nivel de microscopio éptico por el método de

Barrnett y Seligman (1952).
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Cuantificacion del ADN por Citofluorometria.

3.2.1. Reactividad del ADN al Feulgen, con reductor de

~5-5-.

En 1a serie de experimentos (pagina 17 ) reali-
zados con espermatozoides de semen con 67-72% de normo-
espermia ( y 28 a 33% de teratospermia),. aplicando reduc-
tor de -5-S- y reaccién de Feulgen fluorescente de acuer-
do a Prenna, Leiva y Mazzini (1974) se pudo detectar que:
1) Concentraciones bajas de 2-ME (0,01 M) permiten evi-
denciar leves diferencias de reactividad del ADN a 1la
reaccion de Feulgen, entre los tres tipos de esperma-
tozoides considerados en este estudio.
Los valores obtenidos a los 60' en normo y T. esféri-
cos son superiores a los obtenidos en un Feulgen sin
adicidn de 2-ME. (Grafico 2 ),

2) Se pueden apreciar diferencias significativas, tanto
en la reactividad del ADN como en el tiempo Gptimo de
hidrolisis con respecto al control (60 minutos) al uti-
lizar el 2-ME en concentracién 0.1 M como se gbserva en
el Grafico 3. Los teratospérmicos evidencian mayor in-
tensidad de fluorescencia que los espermatozoides de

forma normal; ésto ocurre a menor tiempo de hidrdlisis
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(20 minutos) que el control. A medida que aumenta el
tiempo de hidrélisis se produce una mayor reactividad del
ADN y por lo tanto mayor intensidad de la coloracion.
Sin embargo, los valores obtenidos van disminuyendo
desde los 40 minutos (Grafico 3); a los 80 minutos de
tratamiento el efecto es mayor, lo que estaria deter-
minado por el fendmeno de reabsorcidn y/o interferen-
cia que ocurre en los métodos citofluorométricos cuan-
do la intensidad de la coloracion produce una extincion
mayor de 0.1. La disminucidén de la intensidad de fluor
escencia es mayor porcentualmente en los T. alargados
y esféricos con respecto a los normoespérmicos.(Tab1aill
El efecto sobre la reactividad del ADN por efecto
del reductor de -S-S- se puede ver en la mayor colora-
c{én detectada en l1o0s espermatozoides con tratamiento
de 2-ME, comparados con aquellos sin reéuctor, ademas
de las diferencias individuales respecto a cada tipo
de espermatozoides (Fig. 5).
En 1a Tabla II se resumen los porcentajes de reab-
sorcion obtenidos con HC1 4N y 2-ME 0.1 M notandose
los efectos diferenciales de este tratamiento que

indican que la reactividad del Feulgen estd influen-
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ciada por la presencia de proteinas con enlaces disul-
furo.

3) Hidrélisis (HC1 4N) con concentraciones mayores de 2-
ME o hidrolisis con HC1 de menor normalidad y aumenta-
da la concentracidon de 2-ME, no permitieron evidenciar
caracteristicas individuales de los tipos de esperma-

tozoides estudiados (Grafico 4),

Determinacion de ADN y Proteinas por Citofluorometria.

3.3.1. Determinacidn del ADN con Feulgen standard (control).

Semen con mas del 60% de normoespermia se utilizé
para cuantificar el ADN en espermatozoides de forma nor-
mal y andmala (T. esféricos y T. alargados), aplicando
el método de Prenna, Leiva y Mazzini (1974) "standard" sin

reductor de S-S y con HC1 4N, 60 minutos a 28°. Se obtuvo

a) Valores muy similares para los 3 tipos de espermato-
zoides, hecho que concuerda con los resultados obte-
nidos por citofotometria de absorcidon (Bustos-Obregdn,
Leiva y Guadarrama, 1978).

b) Los valores obtenidos son muy inferiores al comparar-

los con aquellos en que los espermatozoides han sido
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incubados en HC1 mas el reductor de enlaces disulfufo,
especialmente en concentracion 0.1 M de 2-ME (ver Gra-

fico 3)

La reaccion de Feulgen fluorescente se observa en

Fig. 6 y los valores obtenidos con el método"standard"son

los siguientes

Reaccion de Feulgen standard (HC1 4N a 28°C, 60')

Unidades arbitrarias de citofluorometria (U.A.)

Normoespermio T, esférico T. alargado
¥ = 44.3 X = 43,5 X = 43.2
DS + 2.8 DB + 3.2 PS + 2.6
ES + 0.3 ES + 0.5 ES + 0.3

3.3.2. Determinacidon de proteinas totales.

Con el método de Leeman y Ruch (1972) se determi-
naron las proteinas totales en base a la reaccidn que
identifica grupos NH2 libres mediante un fluorocromo anid-
nico, la Sulfafiavina brillante.

Para detectar las pro-

teinas totales presentes en el nicleo celular se extrae
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el ADN con TCA en caliente, pudiendo identificar grupos'
guanidino (arginina) y amino (lisina) libres de las pro-
teinas que reaccionan con colorantes anionicos.
La cuantificacidon citofluorométrica realizada en
los 3 tipos de espermatozoides a diferentes tiempos de
extraccion del ADN dio los siguientes resu]tadbs
a) Los valores son muy similares a las 3 y 3,5 hrs.
de extraccion del ADN (Ver .Tabla III).

b) A las 2 hrs. de extraccion se observa una mayor in-
tensidad de fluorescencia en los teratoespérmicos, es-
to es, mayor cantidad de grupos cationicos libres y
reactivos presentes en las proteinas.

c) Valores obtenidos en nicleos de espermatozoides sin
tratamiento (sin TCA), resultaron ser similares en
los 3 tipos celulares (Grafico 5).

Relacion ADN/Proteinas totales.

Los valores obtenidos para ADN con el método
“standard" fueron significativamente inferiores a los
determinados por reaccion de Feulgen con reductor de
-5-S- (Grafico 3).

Considerando que el efecto producido por el 2-ME
es favorecer la identificacion del ADN, utilizaremos los

valores obtenidos en estas condiciones para hacer la re-
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lacién con proteinas totales e histonas, considerando
separadamente los tres tipos de espermatozoides en estu-
dio.

Respecto a proteinas totales se consideraran a-
quellos valores mds altos en emision de fluorescencia
obtenidos en reacciones con extraccién de ADN durante

3,5 hrs. como puede observarse en el Grafico 5.

Relacidon ADN/Proteinas totales.

Normoespérmicos : 1 : 2.1
T. Esféricos : 1 » &<8
T. Alargados sk 1.7

De acuerdo a las cifras obtenidas, los T. alarga-
dos presentan una relacion ADN/Pr menor que los otros
dos tipos celulares, lo que estaria indicando que la cro-
matina y/o la trama proteica dan una mayor accesibilidad
a la identificacion del ADN de acuerdo al tratamiento rea-
lizado y que se evidencia en el porcentaje mayor de re-
absorcién (mayor intensidad de coloracién) observado en

este tipo de espermatozoide,
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3.5. Determinacion de Histonas por Citofluorometria y extraccion

del ADN.

3.5.1. Identificacidon y cuantificacion de histonas.

Se cuantifico las protefinas fuertemente bdsicas
(histonas) liberadas post-tratamiento de extraccion del
ADN con TCA en varios tiempos de incubacién.

Los valores obtenidos en los 3 tipos celulares
analizados a las 3 y 3,5 hrs. de extraccidon del ADN no
difieren; se obtiene la maxima intensidad de fluorescen-
cia a las 3,5 hrs. , en que se ha extraido pricticamen-
te todo el ADN. (TablalV y Grafico 6).

A las 2 horas de incubacidn con TCA los valores
de histonas de normoespermicos difieren de los encontra-
dos especialmente en T, esféricos (Grafico 7). Este he-
cho se relaciona con una extraccidn mayor del ADN en T.
esféricos,sugiriendo una conformacidn estructural o aso-
ciacion molucular diferente del complejo niicleoproteico.

La curva descrita por la determinacion de histonas
a diferentes tiempos de extraccidon del ADN (Grafico 6)
muestra un descenso en la intensidad de fluorescencia a
las 3 horas, fendmeno que hemos considerado explicable

por las caracteristicas propias de la organizacidon y
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conformacion espacial de la nicleoproteina del esperma-
tozoide maduro y por aspectos citoquimicos propiamente
tales,

La relacidn inversa entre extraccidn de ADN (en
este caso demostrada por ADN remanente) y la liberacién
de histonas, es claramente evidenciable en el Grdafico 8,
excepto a las 3 horas, como ya se ha sefialado en el pa-

.

rrafo anterior.

3.5.2. Extraccion del ADN.

La estabilidad de la cromatina también la hemos
analizado en relacion al comportamiento diferencial que
pudiera presentar el ADN al tratamiento de extracciodn
con TCA.

Hemos observado que con 1, 2 y 3 horas de tra-
tamiento con TCA siempre se libera menos ADN en los nor-
moespérmicos, que a pesar de no ser diferencias signifi-
cativas es un fendmeno constante digno de considerar (Gra-
fico 9); esto es mas notorio por la menor cantidad de his-
tonas detectadas en normoespermicos a las 2 horas de tra-
tamiento con TCA (Grafico 7).

Si cuantificamos el ADN remanente observamos que
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hasta las 3 horas no ha habido una pérdida real del &ci-
do; tal vez un porcentaje alto de ADN no ha difundido
del nicleo, por encontrarse, probablemente, depolimeri-
zado en fragmentos de un tamafo tal que no pueden difun-
dir del ndcleo (Anderson, 1976). La extraccidon o difu-
sion significativa del dcido nucleico, se produce a par-

tir de las 3 horas de tratamiento con TCA (Grdafico 10).

3.6. Relacion ADN/Histonas.

Las cifras obtenidas en las cuantificaciones de

ambas moléculas dido una relacidn que se observa en el

Cuadro 5.
Relacion ADN/Histonas
Normoespermicos : 1 : 1.5
T. Esféricos s 3 ¢+ 1.8
T. Alargados : - & 2.3

Estos resultados nos indican que a pesar de obte-

nerse valores similares (en el tiempo mdximo de extraccién
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2

de ADN) para histonas en los tres tipos celulares, es
diferente la relacion de los teratoespérmicos con res-
pecto al normoespérmico y en especial el T. alargado, re-
velando que la organizacidn de la cromatina seria diferen
tr; el ADN es mas accesible a 1a identificacidn por

reacciones citoquimicas en los T. alargados.

Relacidon Proteinas Totales/Histonas.

La relacidn de proteinas totales a histonas es
de 1 : 0.7 y este valor es igual en los tres tipos de
espermatozoides indicando que citofluorométricamente
ne se detectan diferencias en relacién a estas molé-

culas .,
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Caracterizacidon ultraestructural del empaquetamiento

de 1a cromatina.

3.8.1. Caracteristicas del niicleo de espermatozoides

humanos,

Las observaciones realizadas en cortes finos de
espermatozoides pertenecientes a semen considerado nor-
moespérmico (> del 64% de normoespermia) y sin tratamien-
to con reductor (tioglicolato) se comprobd una cierta he-
terogeneidad morfologica de la cabeza ya sefialada por
otros autores (Pedersen, 1969; Fujita y cols,1970; Zambo-
niy cols,1971; Bartoov y cols., 1980).

E1 nicleo del espermatozoide humano ( y de los
vertebrados en general), se ha caracterizado por tener
la cromatina densa, firmemente empaquetada, dando un as-
pecto casi homogéneo, muy electron-denso con la tincidn
de uranilo/plomo, como puede observarse en 12 Fig. 7.
Estas caracteristicas de la cromatina corresponden al
espermatozoide maduro descrito por varios autores.

Se puede observar en alqunos niicleos zonas claras
(de baja densidad electrdnica) 1lamadas vacuolas (Fawcett,
1958, 1970; Fujita y cols.1970), que se encuentran prefe-

rentemente en la parte anterior del nicleo; no son verda-
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deras vacuolas, ya que no estdn limitadas por membranas;

Esta estructura es considerada dentro de las carac-
teristicas del espermatozoide de forma oval normal Yy no
se le conoce funcién.

Un porcentaje variable de espermatozoides, en ge-
neral bajo, presenta el niicleo con cromatina menos con-
densada, con aspecto granular y que ha sido interpreta-
da como una condensacion incompleta de la cromatina (Pe-
dersen, 1969, 1974; Zamboni y cols., 1971; Evenson y cols.,
1978, 1980). (Fig. 7c).

Las muestras presentaban formas alteradas princi-

palmente de cabeza y cola.

3.8.2. Efecto del reductor e identificacién de grupos

SH : estudio en normoespérmicos (Grupo I).

Para este tipo de estudio se seleccionaron 20
muestras de semen, separdndolas en 3 grupos de acuerdo
al % de normoespérmicos (ver Material y Métodos) y se
aplicé un método combinado con el objeto de detectar
- el grado de estabilidad de la cromatina al ser tratada
con un reductor de -S-S- y las caracteristicas morfolg-

gicas que adquiere la cromatina desagregada,
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-~ identificar y localizar "in situ" (intranuclear) 1la
presencia de grupos SH, con el método disefiado en nues-
tro laboratorio.

En la serie de experimentos realizados en semen
con caracteristicas de normoespermia (Grupo I) se pudo
detectar que el tioglicolato aplicado; a) durante 4' y 5°
no decondensa (o lo hace en minimo grado) la cromatina
de espermatozoides de forma oval o normoespérmico (Fig.

8 a). Se detecta una cierta cantidad de grupos SH, evi-

denciable por la densidad electrdonica que adquiere el

nicleo, proporcionada por el compuesto mercurial utili-
zado; este es p-cloro-mercurio benzoato de Naﬁ,que ade -
mds de poseer el mercurio que le did especificidad de reac-
cion con los grupos SH, permite obtener una mayor densi-
dad electronica si la comparamos con otros compuestos

SH especificos (N-etil-maleimida). Comparar con 8a' .

Esta densidad se intensifica con el tetroxido de
osmio, utilizado con esa finalidad y ademds como fijador.

En 1a Fig. 8 c y Fig. 9 podemos observar el nicleo
de un normoespermio en el cual se ha producido una mini-
ma decondensacion, apreciable al M.,E. E1 aspecto de la
cromatina es granular o similar a los "cuerpos de croma-

tina" descritos por Evenson y cols.(1978). Se detecta




43.

en 61 una reaccion positiva para SH, obteniéndose una
alta densidad electrdnica,

En los teratospérmicos se obtiene una mayor de-
condensacion, observandose asi una trama de cromatina
con granulos con reaccidn de SH muy positiva (Fig. 8 b).
Estos grdnulos muestran una disposicidon ordenada en la
periferia del ndcleo; en su interior se disponen hetero-
géneamente en la malla trabecular formada por las fibras
de cromatina dispersa.

En 1a Fig. 8 d se observa la decondensacion de 1la
cromatina en un nlcleo que es prdcticamente negativo a
la reaccion para SH. Los granulos, aunque es posible a-
preciarlos en la microfotografia,difieren considerable-
mente de lo observado en la Fig, 8 b, Este aspecto de
la cromatina se evidencia con cierta frecuencia en mues-

tras con normoespermia de 62 - 64% y su morfologia

corresponderia a teratospérmicos esférices. Situacidn
similar con respecto a decondensacidon y negatividad pa-
ra SH se detectd en espermatozoides de forma andmala pe-
ro en los cuales es dificil observar el aspecto granular
descrito anteriormente (Fig. 10 a).

En espermatozoides decondensados, con reaccidn

para SH y a los cuales se aplicd tincidon de contraste
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con uranilo-plomo (Fig. 10 b) se pueden ver diferencias
en el aspecto y arquitectura de los niicleos; alqunos
practicamente no presentan trama de cromatina (7) y otros
muestran la malla trabecular y una zona de condensacidn
en la periferia del nicleo, muy tefiida por el uranilo-
plomo.

b) Incubacion de 6', 8' y 10'. A medida que aumenta el
tiempo de accidn del reductor 1la cromatina se pone mas
laxa, conservando la presencia de granulos y una fina
trama fibrilar; la reactividad positiva para grupos SH
se localiza en los granulos y en la periferia de los ni-
cleos. Estas regiones son altamente densas electrénica-
mente, lo que indica una gran concentracidn de grupos SH
unidos al compuesto con Hg (Fig. 11 a y b). En la
fotografia se puede observar que hay nlcleos practica-
mente lisados (7) y casi negativos para SH.

En estos preparados no se ha aplicado tincidn de
contraste, por lo cual la densidad observada corresponde
a la intensidad de la reaccidn para SH, mds evidenciable en
espermatozoides del tipo normoespérmicos.

Si aplicamos tincidon de uranilo-plomo, se puede
destacar los sectores de mayor compactacion de la croma-

tina,que en los normoespérmicos se sitla periféricamente




en el nicleo (Fig. 11) y ademds en zonas intranucleares.
Estas zonas compactas aparecen como centros de coalescen-
cia de granulos o "cuerpos de cromatina" (Evenson et al,
1978); también se pueden observar delgadas fibras
de cromatina que tienen un grosor aproximado de 30 A°®
(Fig. 12). Estas zonas con mayor grade de estabilidad
probablemente indican una organizacidn y funcionalidad

diferencial de la cromatina en esta célula especializada.

3.8.3, Efecto del reductor e identificacion de SH : estu-

dio en semen con alta normoespermia (Grupo II).

Se observa en corte fino sin tincidon de contraste
que el tratamiento con el reductor hasta 8' de incubacién,
afecta muy poco la estabilidad de 1a cromatina. Se de-
tecto una moderada decondensacidn y positividad a la reac-
cién para SH; también es posible observar algin esperma-
tozoide casi de aspecto normal en su forma y disposicién

de la cromatina (Fig, 13).

3.8.4. Efecto del reductor e identificacidon de SH : estu-

dio en semen con alta teratospermia (Grupo III).

Al analizar muestras de semen con alta teratosper-
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mia tratados con tioglicolato se pudo observar lo si-
guiente :

La mayoria de los espermatozoides sufren deconden-
sacion bastante acentuada a los 6' de incubacidn en el
reductor.

Los nicleos muestran una decondensacidn muy irre-
gular con sectores de cromatina muy laxa; otros muestran
zonas condensadas practicamente solo en la periferia del
nicleo (Fig. 14).

En Fig. 15 a se puede detectar decondensacion mis
regular, mostrando 1a trama fibrilar con granulos disper-
sos en el nucleo, sin mayor compactacidon en la periferia.
En Fig. 15 b se puede comparar las caracteristicas morfo-
1ogicas de la cromatina de un ndcleo de espermatozoide
normal, la cual practicamente no ha sido alterada, y otro
en que existe un gran aumento de tamafio con disposi-
cion periférica de la cromatina, que conserva cierto gra-
do de empaquetamiento,

Tanto los espermatozoides con decondensacidon irre-
gular (Fig. 14) como aquellos con distribucién mds homo-
génea de la malla de la crematiha y los muy poco deconden-
sados (Fig. 15 ) muestran positividad a la reaccién pa-

ra grupos SH; no se detecta reaccidn positiva en la zona
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central de algunos niicleos de espermatozoides que corres-
ponderian a teratospérmicos (Fig. 15).

En lTas muestras con alta teratospermia, se pudo
aumentar la proporcion de formas andémalas mediante e]
método de Zegers y col. (1981), que permite separar es-
permatozoides moviles de los inmbviles.

La fraccion de espermatozoides inméviles, con la
cual se trabajo en los experimentos mencionados, resul-
to enriquecida con formas andmalas en alrededor del 10%
comparada con Ta concentracidn inicial de la muestra que
contenia un 52% de formas alteradas.

Este hecho ha permitido evaluar en mejor forma el

comportamiento de espermatozoides anémalos.

Muestras completas de semen con alta teratospermia
tratadas durante 8' con tioglicolato y post-reaccion de
identificacidon de grupes SH, dié resultados similares a
la anterior, obteniéndose nicleos con cromatina total-
mente laxa y negativos para grupos SH (Fig. 16); otros
muestran adn condensacidn periférica, con algin elemento
en la zona central, que dan reactividad muy positiva pa-
ra grupos SH, lo que los hace comparables a aquellos ob-

servados en semen normal o con una alta normoespermia
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(Figs. 11,12, 13).

Patrdon de distribucidn de proteinas sulfidriladas en

normo y teratospérmicos.

La caracterizacidn de un patrdn de distribucidn de
enlaces -S-S- detectables citoquimicamente se obtuvo in
cubando espermatozoides en un medio con tioglicolato de
Na alcalino y con posterior deteccidn de los grupos SH |
liberados (y pre-existentes) en diferentes tiempos de
tratamiento,

La imagen mds frecuente observada en cé&lulas incu-
badas en el reductor de -S-S-, por 4 y 5 minutos es de
reaccibn positiva con gran densidad electrdnica que se
distribuye homogéneamente en el niicleo de los espermato
zoides de forma oval (Fig. 8 a y ¢; Fig. 9 ); en tiem =~
pos mis largos adquiere wuna distribucidn perinuclear -
(Fig. 11 a ), constituyendo una zona cortical de gran den
sidad electrdnica, que demuestra una gran concentracidn

de grupos SH en las proteinas de la cromatina cortical.

Son detectables tambi&n estructuras granulares
SH positivas que se distribuyen en la zona central del

niicleo (Fig. 18 a ).
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Es interesante destacar que cuando comienza la
ruptura del nicleo,en periodos largos de reduccidn (8°
y 10'), ésta se produce primero en la parte posterior
de la cabeza del espermatozoide, liberandose en ese sec-
tor Ta cromatina disgregada (Fig. 18 e); fendmeno concor-
dante con lo observado en huevo de conejo fecundado (Bed-
ford, 1972). -

Este hecho también se corresponde con lo descrito
con tratamiento de SDS o SDS-DTT (Kvist, 1980).

En los teratospérmicos, desde los 4' de tratamien-
to con tiogiicolato se obtiene decondensacién, observin-
dose leve reaccidon positiva para SH., La distribucion es
homogénea en el interior del nicleo (Fig.8 d; Fig. 10 a

y 16 b)

Controles de la Reaccidn.

Se realizan los indicados en Material y Métodos.
Se muestra en Fig. 19 un control en el cual la densidad
electrénica es muy baja comparada con la obtenida en es-
permatozoides tratados con reductor, sal de mercurio y
osmio. E1 control no tiene sal de mercurio, y por lo
tanto la densidad comparativamente ha disminuido en for-

ma considerable (ver tambi&n Fig. 8 a' ).
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4.- DISCUSION

Decondensacion nuclear.

La condensacion y estabilidad de 1a cromatina es
una de las caracteristicas relevantes del nidcleo del es-
permatozoide maduro en mamiferos; ésto significa que el
complejo macromolecular ADN/Proteinas alcanza un estado
tal de asociacion que se requieren tratamientos quimi-
cos enérgicos para decondensarlo y/o dejar libre la cro-
matina. (Borenfreund, 1961; Henricks y Mayer, 1965;
Lung, 1972; Bedford y cols,,1973b;Calvin y Bedford,,
1974 ; Mahi ¥ Yamagimachi, 1975; Bell y Graves, 1977; E-
venson Y colg,,1978; Gusse ¥y Chevalier, 1980; Kvist,
1980; Bustos-Obregén y cols,, 1981).

Sin embargo, el fendmeno de hinchamiento del ni-
cleo con decondensacién de la cromatina, se produce tan
pronto el espermatozoide ha penetrado al huevo (Barros
& Franklin, 1968;-Piko, 1969; Bedford, 1972; Soupart,
1976).

Una apropiada decondensacion nuclear y la forma-
cion del pronicleo masculino que se produce en este es-
tado, es esencial para la fertilizacion y el desarrollo

normal del zigoto. (Bedford y Overstreet, 1972).
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En espermatozoides euterianos la condensacidn de’
la cromatina nuclear es estabilizado por uniones -S-S-
entre las histonas (Coeling y «cols,, 1972; Bedford ¥
Calvin, 1973B1974; Marushige y Marushige, 1974; Soawaros
y Panyim, 1979). E1 grado de condensacidon y estabilidad
del nicleo del espermatozoide maduro que se encuentra en
el semen humano, mostrd una estabilidad muy variable
frente a agentes quimicos como el SDS y DTT (Fig. 2), he-
terogeneidad ya observada por Bedford y col,, (1973b).
Este comportamiento contrasta con 1a forma regular de la
decondensacidn observada en los nicleos de espermatozoi-
des de otras especies (ej.: conejo, mono, toro).

Mahi y Yanagimachi (1975) analizaron el efecto de
varios reactivos en relacion a la capacidad de producir
una efectiva decondensacion nuclear en espermatozoides
de hamster, rata, conejo, perro, etc,, excepto en humano, y

encontraron diferencias en la resistencia frente a deter-
minados reactivos., El1 mds resistente resultd ser el es-
permatozoide de rata y el menos, el de cuy; el esperma-
tozoide de conejo mostrd la mayor estabilidad a 1a decon-
densacion por accion del SDS/DTT.

Tanto el DTT como otros reactivos con grupo tiol,

la cistina y el 2-mercaptol etanol requieren de la presen-
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cia de SDS para ser efectivos en el proceso de hincha-"
miento y decondensacidn. En nuestros experimentos se
variéo la concentracion del SDS manteniendo constante la
del DTT y se pudo detectar no solo variaciones en el tiem-
po de accion - sino una mayor homogeneidad en
la decondensacion de los espermatozoides a bajas concen-
traciones de SDS.

Conocido es el hecho que el SDS solo es capaz de
producir cierto grado de decondensacidn visible (Bedford
y cols 1973b; Kvist, 1980) lo que dificulta la interpre-
tacion del fendmeno y hace dificil concluir cudnto de lo
observado es efecto directo del reductor sobre los enla-
ces -5-S-, comprometidos en la estabilidad alcanzada por
la cromatina del espermatozoide maduro.

Es impurtante sefalar desde ya que el tioglicolato,
comprendido entre los reactivos con grupos tioles, no re-
quiere de la presencia del SDS. También existe otro ti-
po de reactivo, como son los sulfuros inorganicos, que
actian ya sea por accién del ion sdlfuro o por el alto
pH en el cual pueden ser efectivos (pH 9.5 - 11.8).

Por 1o observado y los antecedentes reunidos, se
podria inferir que la accidn del SDS precede a la decon-

densacion de la cromatina, que implica especificamente
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el rompimiento de enlaces -5-S-, 1o que corresponde a

la accion del reductor. ET1 distinto comportamiento ob-
servado en la serie de experimentos realizados y los da-
tos aportados por otros autores, harian suponer que el
tratamiento con SDS y reductor reflejarian mas bien una
diferencia en la resistencia de la membrana celular y
nuclear (extraccion de glicoproteinas u otro componen-
te), como el fendmeno predominante en el proceso de des

condensacion.

Evenson and col. (1978) comprobaron que el DTT
no actua solo, por lo cual utilizaron incubaciones pre-
vias en Sarkosyl para sus experimentos de decondensa-
cion parcial de espermatozoides humanos; este detergen-
te remueve Ta membrana plasmadtica y las del acrosoma y
se produce diferentes grados de decondensacidn de la
cromatinaj;al microscopio electrdonico permite evidenciar
fibras y cuerpos esféricos que han sido denominados
"cuerpos cromatinicos" (ver mds adelante).

Siendo el tioglicolato un compuesto reductor, es-
pecifico de -S-S- y con formacidn de dos grupos SH
libres, que actuia sin requerir de la accidn previa o en
combinacion con detergentes (SDS - Sarkosyl ), se con-

siderd mds adecuado para analizar el fendmeno de decon-
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densacidon, independiente de otros factores un tanto aje-
nos a la caracteristica : cromatina/presencia de -S-S-,
La decondensacion "in vitro", con hinchamiento de
la cabeza del espermatozoide, aparece como un fendmeno
reductor dependiente, con respuesta regulable por medio
del tiempo de incubacidén. Esto nos ha permitido sequir
no s6lo el fenomeno de decondensacidon, sino también ca-
racterizar mejor la morfologia de la cabeza de los esper-
matozoides afectados o no por el reductor, al ser obser-
vados en microscopia de luz (Fig. 3 y 4) y poder asociar
los cambios directamente con los resultados observados

a nivel de microscopia electronica.

Sin embargo, las preguntas planteadas en nuestro
estudio van mds alla de la sola caracterizacidn respecto
a la estabilidad de la cromatina como fendmeno ligado a
-S-S- en los espermatozoides en general, sino también a
encontrar una explicacidn al diferente comportamiento
frente a estos agentes reductores, considerando toda la
arquitectura macromolecular de la cromatina, esto es ADN/
Proteinas de espermatozoides con morfologia normal (for-
ma oval) y morfologia alterada (teratospérmicos), dado
que el grado de compactacion y la forma del nacleo son
caracteristicos de cada tipo de espermatozoide (Fawcett

'Y €0ls.51971;.08lcq, 1973 Holstein, 1978).
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4.2, Citoquimica y Citofluorometria del nicleo del espermato-

zoide.

Los resultados obtenidos por medio de la reacti-
vidad al Feulgen, su relacidon con la morfologia de 1la
cabeza y las caracteristicas de empaquetamiento de la
cromatina, tienden a aclarar no sdlo conceptos en rela-
cion a la interpretacidn de la reaccidn citoquimica del
Feulgen, sino a una posible correlacidn entre valores
de Feulgen, forma andomala y falta de capacidad fertili-
zante (Fig. 5 y 6).

Numerosos estudios citofotométricos con reaccio-
nes para cuantificar el contenido de ADN en cada nlcleo
celular sugieren que la eficiencia en identificar el ADN,
ademas de las consideraciones inherentes al método mismo
(como son las referidas a las caracteristicas de la hi-
drolisis en la reaccidon de Feulgen), (Sandritter y ' cols.
1965; De Cosse y Aiello, 1966; Boehm y Sprenger (1970);
Sullivan .y Garcia, 1970), estan en relacidn con la or-
ganizacidn gue posee la cromatina en cada nicleo.

E1 ADN de cromatinas mads compactas es menos detec-
table hecho que ha sido estudiado por Garcia (1970); .

Duijndam y van Duijn (1975) 'y otros . investigadores
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estudiaron el problema desde el punto de vista citofoto-
métrico y su relacion con la actividad funcional de 1la
cromatina (Sandritter y cols,, 1965; Ringertz :y cols,
1969; Gledhill, 1970; Zante y cols., 1977).

La correlacion entre métodos bioquimicos y cito-
quimicos revela comportamientos similares en cuanto a que
se identifica menor cantidad de ADN en cromatinas compac-
tas (baja tasa de transcripcidn) comparadas con valores
mas altos dados por cromatinas menos compactas (mayor
actividad transcripcional), seglin los experimentos reali-
zados por Salisbury y €ols., 1961; Noeske, 1971 ;
Dreskin y Mayal, 1974 ; Duijndam y Van Duijn, 1975
y Anderson, 1976 ..

La cuantificacidon del ADN en el nicleo del esper-
matozoide es de particular interés, por ser ésta una cé-
lula cuya cromatina presenta el maximo de compactacidn ¥
la relacion que @éstos valores tendrian con algunos ti-
pos de infertilidad en el hombre, y en diversos animales
domésticos, como fue postulado por Gledhill (1970).

Nuestros datos previos (Bustos-Obregdn and col.,
1978 ; 1981) nos muestran valores de citofotometria de
Feulgen muy similares para espermatozoides humanos de for-

ma oval (normoespérmicos) y amorfos, lo que se interpreto
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en parte como que cdertas posibles alteraciones de la mo-
lTécula del ADN,no eran detectables por métodos citofoto-
métricos. Sin embargo, la reactividad del Feulgen esta-
ba alterada, por lo cual también se consideréd que la aso-
ciacion del ADN con las proteinas es un factor de gran
importancia en la identificacién del ADN en estas células
especializadas.

Los estudios de ADN con Feulgen fluorescente (ci-
tofluorometria) realizados en algunos tipos celulares
(Boehm ¥ Sprenger, 1968; Ruch, 1966; 1970; Prenna. .y ¢ols.
1972,1974; Fujita, 1973,1974; Zante ¥ cols., 1977; Fuku-
da y cols., 1975;1977)nos han permitido cuantificar el
ADN en espermatozoides, considerando el factor tal vez
mads importante que presenta este tipo celular; este es
el grado de compactacidén o empaquetamiento de la cromati-
na, atribuido a la presencia de -S-S- (Bustos-Obregén y
cols,, 1981), que ha sido tomado en cuenta por muy pocos
autores (Esnault, 1973; Millette ¥y cols., 1973; Anderson
1975; Gall y Ohsumi, 1976; Otto y cols., 1979).

El realizar la reaccidn de Feulgen con un reductor
de -5-5-, el 2-mercaptoetanol, nos ha permitido por medio
de citofluorometria, determinar diferencias importantes

en la reactividad al Feulgen en relacidén a la cantidad




de -5-S- reducidos y a la morfologia de la cabeza del
espermatozoide (Graf. 3, Tabla I).

Estas diferencias no fueron posibles de detectar
en condiciones normales de reaccidon de Feulgen por cito-
fotometria (Bustos-Obregén y cols., 1978), ni por cito-

fluorometria de rutina,

E1l comportamiento diferencial entre normo y tera-
tospérmico queda evidenciado por la mayor reactividad al
Feulgen, porque a medida que aumenta el proceso de reduc-
cién de -S-S- e hidrélisis, se hace mds laxa la cromati-
na y mas detectable el ADN.

Esta mayor reactividad del ADN da un Feulgen mas
intensamente positivo (Fig. 5), expresandose por una dis-
minucién de la emision de fluorescencia (Tabla II), sig-
nificativamente menor en teratospérmicos (alargados) com-
parados con normoespérmicos.

La mayor actividad trae consigo un aumento de la
extincion por sobre 0.1 (valor limite ) produciéndose
reabsorcién y/o interferencia, con pérdida consiguiente
de la linearidad (Prenna ¥y cols,1972, 1974).

Desde un adngulo puramente citoquimico podemos con-
cluir que la reactividad al Feulgen esta influenciado por

la presencia de proteinas con enlaces -S-5-; los teratos-
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pérmicos evidencian una trama proteica mds laxa que el

normoespérmico, 1o que permite esa mayor reactividad.

4.3, Anadlisis de la cuantificacidon de proteinas totales e

histonas.

En relacion a la identificacidn y cuantificacion
de proteinas totales e histonas se pudo detectar que los
espermatozoides andémalos tienen un comportamiento dife-
rente a los normoespérmicos, a pesar de que los valores
totales maximos detectados, esto es, agquellos valores
obtenidos en el tiempo mdaximo de extraccion del ADN, son
similares en ambos grupos de espermatozoides (Tabla 3. vy
4) .

Es interesante hacer notar que se detectdo valores
similares de proteinas de leve cardcter bdsico(jiprot. a-
cidicas?)en los tres tipos de espermatozoides al realizar
la reaccion de sulfaflavina a pH 2.8 sin previa extrac-
cion del ADN, valores que aumentan a medida que se libe-
ran grupos NH, activos, (con el tratamiento de TCA) que
reaccionan con el fluorocromo.

Las proteinas totales muestran valores
mas altos con réspecto alas proteinas cuyo grupo NH2 es-

td libre (activo) en la nicleo proteina del espermatozoide
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sin ser sometido a tratamiento, lo que indicaria que 1a§
proteinas asociadas al ADN (histonas) son el grupo predo-
minante en el espermatozoide maduro,

Gledhill (1966) y otros autores han utilizado mé-
todos citoquimicos y de citofotometria de absorcidn, pa-
ra determinar las proteinas en general, tanto en el es-
permatozoide del epididimo como del eyaculado en toro,
pero sus resultados pueden ser cuestionados por el tipo
de reaccion y metodologia usada.

La reaccidon con sulfaflavina brillante, amplia-
mente estudiada por Leeman y Ruch (1972) y Ruch (1973)
es considerada de alta especificidad y cumple con todas
las exigencias de la citofluorometria, lo que la hace su-
perior a los métodos publicados en la mayoria de las in-
vestigaciones citoquimicas referidas a maduracion esper-
matica (Gledhill y cols,, 1966; Gledhill, 1970; Ringertz

y*' cols,, 1970).

Con sulfaflavina brillante tanto T. alargados y T.
esféricos muestran cifras mayores para proteinas totales
e histonas respectivamente, en tiempos cortos de extrac-
cién del ADN (2 hrs.) lo que estaria indicando ciertas
caracteristicas de la cromatina, diferente en normo de

teratospérmicos; esto es, una posible relacidn con las
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caracteristicas de malla proteica que favoreceria la ex-
traccion del ADN en cortos tiempos de tratamiento, no ob-
servado por otros autores por citofotometria de absor-
cion ni por citofluorometria.

En el Grdafico 8 podemos ver que la reactividad de
grupos NH, de histonas detectadas en tiempo miximo de ex-
traccion (que establecimos en 3,5 hrs,) es similar en
los diferentes tipos de espermatozoides; igual cantidad
de ADN remanente es detectada en tiempo similar, lo que
indicaria (o permitiria deducir) que a este nivel de sub-
organizacion de la cromatina (éndcleosoma?) no se eviden-
ciarian diferencias citoquimicamente cuantificables en
las condiciones metodoldgicas utilizadas.

E1 nucleosoma, que corresponderia al nivel estruc-
tural mas intimo de la cromatina, estd constituido por
la asociacion de ADN e histonas ricas en lisina (HZA y
HZB) e histonas ricas en arginina (H3 y H4) (Kernberg,
1977; Carnerini-Oreto y Felsenfeld, 1977; Felsenfeld,
1978 Evenson, 1978; Van Meel y Pearson, 1979), con ca-
racteristicas de agregacidon y tipo de relacion, tal vez,
propias del espermatozoide.

E1 cambio de histonas somaticas por aquellas es-

pecificas del espermatozoide podria ser explicado en base
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a algunas hipdtesis respecto a sus funciones (Bloch, 1969,

1976) : a) las histonas espermdticas permiten la conden-

sacién de la cromatina; b) inhiben la actividad de transcrip-

cion; c) tienen un rol protector, permitiendo al esperma-

tozoide afrontar condiciones adversas del medio ambiente,
largos periodos de conservacion y pasaje a través del ci-
toplasma del huevo; y d) son o constituyen la forma fi-
sico-quimica de conservar la totipotencialidad de una cé-
lula altamente especializada.

Si consideramos los puntos planteados cualquier
caracteristica particular evidenciable en relacion a
las histonas, como las diferencias detectables en normo
con respecto a teratospérmicos en corto tiempo de extrac-
cion del ADN, podria estar reflejando un diferente empa-
quetamiento de la cromatina; sea este a nivel de la ma-
1la proteica (Anderson, 1976) o de la sub-organizacion
de 1a cromatina, hecho aiun no conocido y que podria es-
tar causando modificaciones importantes en el espermato-
zoide y en su capacidad fecundante.

Si consideramos en conjunto todos los datos obte-
nidos en teratospérmicos : a) susceptibilidad a la reac-
cion de Feulgen que indica una cromatina mas laxa; b)

evidencia de histonas detectables a las 2 horas de extrac-
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cion del ADN comparados con normoespérmicos, y si agre:
gamos a éstos, c) el que la morfologia nuclear del es-
permatozoide estd en relacion con la condensacion de la
cromatina, esto es, con un patrdn de agregacion ADN/pro-
teinas y con otros procesos que ocurren durante la esper-
miogénesis (Holstein, 1978; Fawcett y col,, 1971; Gledhill
y col.; Bustos-Obregdn y col,, 1975; Evenson y col., 1980;
Bartoovy y col., 1980), podemos formarnos un cuadro mas
completo de la posible relacion entre las caracteristicas
morfocitoquimicas y la funcionalidad de esta célula.

Evenson y col., (1980), postulan que los nicleos
de espermatozoides de forma alterada tienen alterada la
estructura de la cromatina; éstos muestran diferente re-
sistencia a la denaturacidon "in situ" del ADN analizado
en muestras de semen de toro, ratdn y humanos, con carac-
teristicas de baja o dudosa fertilidad, si se les compa-
ra con muestras de semen con alta fertilidad.

Sugéeren los autores que la sensibilidad diferen-
Qia! dependeria de la conformacion de la cromatina (Gusse
y Chevalier, 1980; Felsenfeld, 1978; Bartoov y col.,1980;
Evenson y col., 1980). Por lo tanto es posible suponer
que los cambios que afectan la cromatina pueden relacio-
narse con la disminucion de la fertilidad (Mac Lead, 1970;

(Pedersen y Fawcett, 1976).
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En consecuencia, los hechos detectados en teratoﬁ-
pérmicos en relacién a la cromatina, junto a la alteracién
de la forma de la cabeza, serian factores importantes en
1a infertilidad masculina.

Respecto a la relacidon del ADN/proteinas totales,
ADN/histonas, éstas difieren, entre normo y teratospérmi-
cos, siendo éste el reflejo de una probable organizacidn
fisico-quimica diferente de l1a cromatina del nicleo del
espermatozoide andémalo.

Sin embargo, es importante sefialar que el semen
humano presente una heterogeneidad morfolégica y la pre-
sencia de cierta cantidad de formas anémalas se observa
en semen de hombres fértiles (40% es considerado normal
por la OMS). Adn asi, Mac Leod (1970) y David cols.
(1972) detectaron que el semen de pacientes infértiles
contiene un mayor porcentaje de formas andmalas que el

semen de hombres fértiles.

Grupos SH y organizacién de la cromatina.

La observacion del fendmeno de decondensacién uti-
lizando un reactivo de accion directa sobre los enlaces

-8-S- (sélo empleado por Lung (1972) en ME) y deteccidn
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de grupos SH en espermatozoides provenientes de semen
con normoespermia y alta teratospermia (Fig. 8, 9, 10),
nos muestra que los espermatozoides de forma oval, con
nicleo altamente condenszado, mantienen la garacteristica
de 1a cromatipa con pequenias modificaciones en el grade
de condensacion y dando reaccidn positiva para SH.
Tiempos mas largos de incubacidn en el tioglico-
lato permitieron detectar una marcada regiopalizacidn
de la cromatina en la periferia del niicleo } en la‘parte
anterior de la cabeza, en que hay yna gran reactividad
para grupos SH, indicando zonas de gran estabilidad en
base a enlaces ~5-S-.
lla alta densidad electrénica alcanzada en estas
zonas se explica citoquimicamente porque Tos SH Tibera-
dos reaccionan con la sal de mercurio {responsable de
la densidad electrénica), 1¢ que junto al osmio
aumenta esta densidad (comparar con el control citoqufi-
mico : Fig.8a'y 19.
. En la zona central del ndcleo (Fig. 11 y 18) se
pueden observar elementts granulares distribuidos en for-
ma heterogénea y SH positivos; también elementos fibri-

lares, que en preparados con reaccidon citoquimica y tefii-

dos con uranilo/plomo {(Fig. 12}, muestran cierta similitud




morfolégica con lo descrito por Evenson y cols., (1978)
en espermatozoides provenientes de semen de individuos
fértiles y a los cuales aplicd Sarkosyl y DTT.

Gusse y Chevalier (1980) han descrito en cromati-
na de espermatozoides estructuras similares a 1os nucleo-
somas somaticos. El™nucleosomaaparece como una estruc-
tura esférica de 7-11 nm de diametro y contiene ADN con
alrededor de 200 pares de bases que se asocian con las
histonas que se disponen en el centro de la particula,
constituyendo un octamero con las cuatro especies (2 de
HyA, HyB, Hy y Hy).

Los terato.spérmicos muestran desagregada la cro-
matina (malla trabecular) a partir de cortos tiempos de
incubacion, mostrando muy leve reaccidn positiva para SH.

La malla mas laxa detectada en microscopia elec-
trénica, previo tratamiento "in vitro" con el reductor
(tioglicolato), confirmaria lo que indirectamente se de-
mostrd con Feulgen y el reductor 2-ME, agregado a la
reaccién (ver Grafico 3).

Los semenes con alta teratoespermia muestran esper-
matozoides con poca estabilidad de la cromatina, produ-

ciéndose notoria decondensacidon a los 6' de tratamiento,
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1o que indicaria falla en el proceso de adquisicion de
la forma de la cabeza y del empaquetamiento de la croma-
tina, observacion coincidente con lo propuesto por Faw-
cett y col. (1971) y Bartoov Yy col. (1980).

Si el proceso de condensacidon primaria, esto es,
el reordenamiento del ADN/Histonas y otras proteinas, que
debe producirse durante la transformacion de espermatida
a espermatozoide no ha funcionado en condiciones normales,
la estabilizacion final durante el pasaje por la via epi-
didimaria no se producira. Sin embargo, el aspecto que
presenta la cromatina en preparaciones corrientes de mi-
croscopia electronica es de una adecuada condensacion,
al menos desde un punto de vista morfoldgico, como lo
muestran Bartoov ¥y «col. (1980) en teratospérmicos hu-
manos.

E1 proceso de diferenciacién del nicleo del es-
permatozoide durante la espermatoteleosis es de funda-
mental importancia, ya que implicaria una disposiciodn
ordenada de los cromosomas dentro del nicleo. Se esta-
blecen uniones con la membrana nuclear, previo a la con-
densacion de la cromatina, y este orden facilita la

condensacion (Dooher y Bennet, 1973).
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El ordenamiento de los cromosomas seria importan-
te en el momento de la fertilizacion, formacion de los
pronticleos e iniciacion de los primeros estadios de desa-
rrollo del embrion.

Aquellas zonas dispuestas en la periferia del nu-
cleo y fundamentalmente aquellas de la zona anterior del
nucleo, (que presentan la mayor resistencia a la deconden-
sacidn en el tioglicolato) las asociamos a las zonas de
anclaje o de adosamiento especifico de los cromosomas en
la membrana del nilcleo.

Las observaciones y deducciones planteadas se ba-
san en la especificidad del reductor y de la técnica para
SH utilizada en los experimentos. De acuerdo a la base
histoquimica de esta técnica original, ideada en nuestro
laboratorio para identificar SH a nivel ultraestructural,
ella es de adecuada especificidad y densidad
electrénica que permite una buena localizacion de las zo-
nas que contienen proteinas sulfidriladas.

i La especificidad de la reaccion estd dada por el

compuesto mercurial utilizado (p-cloro-mercurio-acido ben-
zoico) que actia como un bloqueador de grupos SH formando
mercaptidos (Ganter y Jolles, 1969); la densidad electro-

nica esta proporcionada por el metal (Hg) y el tetrdxido
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de osmio utilizado como fijador.

A pesar de que los compuestos
mercuriales como el acido p-cloro mercurio benzoico puede
estar incluido entre los reactivos mas espec{ficos y sen-
sibles para reaccionar con los grupos SH (Nelson, 1960),
por lo cual es utilizado en métodos bioquimicos, se ha
tenido en cuenta la posibilidad de que la tirosina pueda
interferir, dandonos algo de reaccidn (reaccidon inespeci-
fica).

Considerando a) las condiciones en que se identifi-
ca a los grupos SH; b) la menor cantidad relativa de tiro-
sina con respecto a cisteina presente en proteinas del ni-
cleo de espermatozoides de algunos mamiferos estudiados,
incluyendo el hombre (Coelingh -y. cols,,1969,1972; Kolk,
1975; Balhorn y <cols,,1977) «c) y ademds de los contro-
les indirectos utilizados (bloqueadores de SH como el NEM,
producen densidad electrionica) este método citoquimico se
consideraria el m3s adecuado para el estudio de SH a nivel

ultraestructural.

Es indudable que los datos obtenidos de los experimen-
tos de decondensacion "in vitro", analisis citoquimico, ci-

tofluorométricos, junto a la localizacidon "in situ" de
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proteinas sulfidriladas (grupos SH) a nivel de ultraestruc-
tura, nos han permitido asociar forma normal y/o andmala

de la cabeza del espermatozoide, con la organizacidon de

la cromatina, uno de los eventos relevantes de la esper-
matoteliosis.

Creemos que la informacién morfo-fisioldgica obte-
nida, ayudan a esclarecer aspectos del proceso de madura-
cidn espermdtica y en el futuro poder relacionar en forma
mas precisa, las caracteristicas del espermatozoide y su

capacidad fecundante.
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5.- CONCLUSIONES GENERALES

La reactividad del ADN al Feulgen estd influenciada por

la presencia de proteinas con enlaces disakfuro.

Los espermatozoides con forma de cabeza andomala eviden-
cian una trama proteica de la cromatina mas laxa que el

normoespérmico 1o que es evidenciado por una mayor reac-

tividad al Feulgen (> % de reabsorcion de fluorescencia).

La relacion ADN/Proteinas totales obtenidas en base a la
reactividad al Feulgen y a la sulfaflavina a pH 2.3 es

diferente entre normo y teratospérmicos,

Los normoespérmicos presentan una regionalizacion y tex-
tura de la malla proteica visualizada a nivel de micros-
copia electrdnica, mds compacta en la regidon cortical y
en la zona apical del nicleo, zonas que serian mas ricas

en S-S.

Los teratospérmicos ademdas de presentar una morfologia

alterada, tendrian alterada la organizacion fisico-quimi-

ca de la cromatina, siendo ésta menos estabilizada. Ello

podria ser causa de infertilidad, aspecto que debe ser

estudiado en mayor detalle a futuro.
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‘L 6.- Obtencion de un método ultracitoquimico para determinar
la presencia de SH en condiciones muy adecuadas para el
estudio de su localizacion citoldgica, considerando que
en la literatura no se encuentra ningin método que sea
adecuado para la localizacidon de estos a nivel de micros-

copia electrodnica

-




6.- RRESUMEN




—=

734

RESUMEN

Como un tipo de espermatozoide. euteriano se ana-
lizaron espermatozoides humanos de eyaculado; se aplicaron
diversos métodos con el objeto de caracterizar : a) el com-
plejo ADN/Proteinas; b) la organizacidon y estabilizacidn de
la cromatina del nicleo y c¢) el patron de distribucidon de

proteinas sulfidriladas.

Se pudo en general observar con incubaciones "in
vitro" con reductor de -S-S- (tioglicolato de Na), que los
normoespérmicos muestran una estabilidad mayor a la deconden-
sacion de la cromatina al ser comparados con los teratospér-
micos. También 1os.norm0espérmicos presentan menor activi-
dad al Feulgen que los andomalos (Terat. esféricos y alarga-
dos), cuando la reaccion de Feulgen se acompafia de reductores

de -S-S-.

Estos resultados indicarian que los espermatozoides
teratospérmicos, poseen una trama proteica mas laxa que el
normoespérmico, 1o cual permite una mayor reactividad al Feul-

gen.

También se pudo determinar una relacion citoquimi-

ca de ADN/proteinas totales, ADN/Histonas y Proteinas/Histonas




Adendum a pégina 74.

La organizacién de la cromatina a nivel ultraestruc-
tural y la asociacién entre estabilidad frente a reductores
de -8-5~ e identificacién de grupos SH liberados guarda una
relacién que permite obtener una caracterizaciédn morfo-cito-

quimica de normo y teratoespérmicos.
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ﬁo se detectd diferencias entre normo y teratospérmicos en

la relacion Proteinas/Histonas, pero si con respecto a los
otros dos tipos de evaluacion siendo los teratospérmicos alar-
gados los que presentan valores menores tanto para ADN/protei-
nas y ADN/Histonas. Estas diferencias también reflejarian

una diferente arquitectura fisico-quimica entre normo y te-
ratospérmicos.

La organizacion de la cromatinaanivel ultraes-
tructural y la asociacion entre estabilidad frente a reducto-
res de -S-S- e identificacién de grupos SH liberados.

Aplicando un método original se pudo establecer
que los espermatozoides con baja estabilidad de la cromatina
frente al reductor, muestran desagregacidon de la cromatina
a partir de los 4' de incubacion en el reductor;_con frecuen-
cia dan una positividad muy leve para SH (densidad electrédni-
ca), distribuida heterogeneamente en el nicleo.

Por el contrario en los espermatozoides de cromati-
nas mas estables (normoespérmicos) sdlo en tiempos largos de
incubacidon (6' - 8' y 10') es posible decondensar la cromati-
na, la cual presenta un aspecto granulo-fibrilar, con mayor
reactividad de grupos SH.

En tiempos largos de incubacion (8' - 10') es posi-

ble detectar claramente una distribucion tipica, esto es una
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alta concentracion de proteinas sulfidriladas, con disposic{ﬁn
cortical en el nicleo del espermatozoide; esta condensacion
cortical del nicleo evidenciaria una sub-organizacion parti-
cular de la cromatina que diferenciaria a un normo de un te-
ratospérmico.

La reaccion citoquimica creada y aplicada en este
estudio posee la fase citoquimica (especificidad-densidad e-
lectrénica, etc.) adecuada para ser utilizada con eficacia

en ultracitoquimica.
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GRAFICO 1

Efecto de la incubacidn con distintas concentraciones de

SDS y de  DTT utilizado en concentracién de 2mM. !

E1 histograma muestra los cambios de volimen que expe-
rimentan las cabezas de los espermatozoides de acuerdo
a la concentracién del SDS y el tiempo de incubacién.
Se ha utilizados el método de sobreposicion de image-
nes para demostrar el cambio de volumen experimentado
en cada caso. Las lineas cortadas indican que las cabe
zas de los espermatozoides han alcanzado un aumento de
voldmen tal que las cabezas se lisan.

Observaciones realizadas con objetivo 100 X e iguales

aumentos fotograficos..
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GRAFICO 2

Efecto del 2-mercapto etanol en concentracién 0.01 M en la

reaccion de Feulgen.

La curva descrita por los normo y teratoespérmicos
presentan el maximo de emision de fluorescencia a los
60'. Valores mas altos estdn dados por los normoespér-

micos respecto a los otros tipos celulares.
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GRAFICO 3

Efecto del 2-mercapto etanol en concentracidon de 0.1 M en 1la

Reaccion de Feulgen.

Se observan los valores (UA) de intensidad de Fluores-
cencia obtenidas con el tratamiento con 2-ME 0.1 M.

La mayor intensidad se detecta a los 20' de hidrolisis

y es mayor en teratoespérmicos con respecto a los nor-
moespérmicos.

Desde los 40' se produce reabsorcidn de fluorescencia
siendo mayor en T. alargados y T. esféricos con respecto
a los de forma normal.

Se observa ademas que con la reaccién de Feulgen control,
esto es incubacidon en HC1 4N a 28°C por 60 minutos pe-
ro sin 2-ME se obtiene una menor intensidad de fluores-

cencia con respecto al Feulgen con 2-ME.




(G s

INTENSIDAD DE FLUORESC.

80 -

70 7

€0 4

404

81.

A———4, NOTMO

."""""““""""'" Tc eS.E.

o————0 T. alarg.

X Feulgen
- e e oo oGt Eia

T T T T
20 40 60 80 min.




Efecto

1)

2)

82.

GRAFICO 4

del 2-mercapto etanol 0.5 M en HC1 4 N y 1 M en HC1

1 N, en 1la reaccion de Feulgen.

Reaccién con HC1 4 N + 2-ME 0.5 M no es posible de-
tectar fluorescencia en condiciones adecuadas; es

un tratamiento muy drdstico para la célula.

Con HC1 1 N + 2-ME se puede observar que se obtiene
muy poca intensidad de fluorescencia y que es simi-

lar en los 3 tipos de espermatozoides.
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GRAFICO 5

Determinacion de Proteinas Totales con

Sulfaflavina brillante a pH 2.8:

Se observan curvas en que puede detectar-
se diferencias entre normo y teratospérmicos alargados
con 2 horas de pre-extracciéon del ADN y cuantificacidn

de Proteinas Totales.
A O tiempo (sin TCA) los tres tipos celulares tienen

igual cantidad de proteinas "no histdnicas" detectadas

histoquimicamente.
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GRAFICO 6

Determinacion de Histonas con

Sulfaflavina brillante a pH 8°

Los resultados obtenidos en los tres tipos de esperma-
tozoides muestran valores similares a 7a hora de ex-t--
traccion del ADN.

A las dos horas de extraccidn, la deteccion de
histonas es significativamente mayor en los T. esféeri-
cos con respecto a los normoespérmicos e incluso con
respecto a T. alargados.

A las 3,5 horas se obtiene el midximo de inten-
sidad de emisidén de fluorescencia correspondiendo con el

maximo de extraccion de ADN.
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| GRAFICO 7

Determinacidén de Histonas con Sulfaflavina brillante a pH
2.8 y ADN,post extraccidn con acido tricloroacético al 5%

a 60° por 2 horas:

pPodemos observar que a las 2 horas hay una mayor detecs
cién de Histonas y menos ADN en los T. esféricos al

compararlos con normoespérmicos.
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GRAFICO 8

Identificacién de Histonas con Sulfaflavina brillante a pH

2.8 y ADN con reaccion de Feulgen standard.

1)

2)

3)

A las 2 horas se puede observar que los T. esféricos

presentan > cantidad de histonas y < cantidad de ADN.

A las 3 horas el histograma muestra una disminucidn
en ADN remanente pero también un descenso en los va-
lores de Histonas (éreabsorcidn?) con respecto a las

2 horas.

A las 3.5. horas se detecta muy escasa cantidad de
ADN; es similar en los tres tipos de espermatozoides

pudiendose detectar una > cantidad de histonas.
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GRAFICO 9

Extraccion del ADN con acido tricloacético
a 60° 2

En el histograma se puede observar que a 1, 2 y 3 horas

hay menor % de extraccidén del ADN en los normospérmicos.
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GRAFICO 10

Determinacién de ADN post-extraccién con dcido tri-
cloacético al 5% a 60° en diferentes tiempos:
E1 grafico muestra al ADN remanente post-extraccion con
TCA al 5%. Hasta las 3 horas se observa que siempre se
conserva mayor cantidad de ADN en el nticleo de normo-
espérmicos. A las 3.5 horas queda en el nicleo de
cada espermatozoide una escasa cantidad de ADN detectable

citofluorometricamente.
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TABLA I

-

Citofluorometria de reaccidn de Feulgen utiliizando 2 concen-

traciones de 2-mercapto etanol y varios tiempos de incubacidn:

Notese los mayores valores en el grupo de reacciones
con 0.1 M. A los 20' es especialmente notoria la inten-
sidad detectada en los espermatozoides T.alargados, com-

parada con la reaccidon realizada con 0.01 M de Z-mercap-

to etanol.

&

[xy




T NORMALES T. ESFERICQS T. ALARGADOQS

40' 49.87(3.7) 49.3 (7.6) 48.8 (8.3)
2ME - 0.01M 60' 57.7 (5.9) 49.8 (8.3) 54.5 (5.2)

80' 45.8 (1.8) 44.1 (5.1) 46.0 (3.3)

20" 68.3:(5.3) 71.5 (12.7) 79.3 (9.2)

40" 52.6 (3¥.1) 46.4 (3.0) 54,6 (3.1)
ZME - 0.1M 60' 44.3 (2.8) 43.5 (3.2) 43.2 (2.6)

80' 37.6 (3.2) 39.8 (4.5) 38.4 (3.7)
( ) - Desviacidon Standard
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TABLA 11

Porcentajes de la disminucidn relativa de la reaccidn de

Feulgen utilizando 2-mercapto etanol al 0.1M:

- Se indican los valores de fluorescencia en porcen-
tajes de disminucién por reabsorcidon o interferencia
producida en lTos 3 tipos de espermatozoides.

Notese que el > % de reabsorcidn afecta a los T. a-

largados; el < % a los normoespérmicos.




99.
Tiempo Normales T. esféricos T. alargados
(minutos)
40 13 7 25.1 e
60 23.5 2.5 33.9

80 28.7 34.5 40.8




1)

2)
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TABLA TIII

(*)

Cuantificacidén de Proteinas Totales por citofluorometria

en los tres tipos de espermatozoides estudiados.

Se indican los valores obtenidos a 0 tiempo sin trata-
miento indicandd la presencia de proteinas "no histo-

nicas".

Se indican los valores de proteinas (con DS y ES) ob-
tenidos en 3 tiempos diferentes de extraccion; se ob-
tienen valores diferentes a las 2 horas de extraccién
dando (un poco) mayor reactividad los nicleos de cabe-

zas de espermatozoides alargados.

(*) Los valores se expresan en unidades arbitrarias

de citofluorometria.
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Tiempo Ext. Normoespermios T. Esféricos T. Alargados
0 Tiempo 41.8 40.0 40.0
Sin TCA ps - 3.4 DS - 3.2 DS - 3.4
ES - 0.4 ES - 0.4 ES ~ 0.5
TCA 2.00 Hrs. 121.0 127 .2 128.0
DS - 3.9 DS - 7.2 DS - 4.6
ES - 0.6 ES - 0.7 ES - 0.4
| TCA 3,00 Hrs. 108.0 109.2 110.8
ps - 3.8 DS - 3.5 DS - 3.5
ES - 0.6 ES - 0.5 ES - 0.6
TCA 3,5 Hrs, 144 .6 1440 141.6
DS - 2.5 DS - 3.6 DS - 4.0
ES » 0.4 ES - 0.6 ES - 0.7

(*) - Unidades Arbitrarias (UA)
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TABLA IV

Determinacién de Histonas por citofluorometria en los tres

tipos de espermatozoides estudiados’

1) Se indican los valores de ¢citofluorometria obtenidos a

diferentes tiempos de tratamiento.

2) A las 2 horas previa extraccidn del ADN se detecta mayor
cantidad de emision de fluorescencia-tanto en T. alar-

gados como en T. esféricos.

3) A las 3.5 horas se obtiene 1a > intensidad de reaccidn
de identificacidn y similar en 10s 3 tipos de morfolo-

gia de espermatozoides.

[
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Tiempo Normoespermios T. Esféricos T. Alargados
TCA 2.00 Hrs, 62.2 708 67.4
DS - 5.4 DS - 4.3 DS - 3.5
ES - 0.9 ES - 0.7 ES - 0.6
TCA 3.00 Hrs, 40.9 45.5 43.3
DS - 2.4 DS - 4.7 DS - 6.0
ES - 0.4 ES - 0.7 ES - 0.9
TCA 3;9 Hrs, 101.2 105.3 103.6
DS - 5.5 DS - 4.2 DS - 5.3
ES ~ 0.9 ES - 0.7 ES - 0.9
(*) - Unidades Arbitrarias (UA)
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FIGURA 1

Morfologia de los Espermatozoides Humanos.

a.- En dibujo esquematico se muestran diferentes caracteris-
ticas morfolégicas. Esta nomenclatura es utilizada (por

varios autores) en el "Espermiograma humano".

b.- Frotis de semen humano tefiidos con hemateina donde apa-
recen espermatozoides de forma oval y microcefdlico (7).
Observacion en microscopio de luz con objetivo 100 X;

aumento final : 400.
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FIGURA 2

Espermatozoides humanos tratados con dodecil sulfato de

Na* (SDS) "in vitro" (x).

Espermatozoides incubados "in vitro" en SDS al 0.5% con

DTT al 0.002 M por 4' a temperatura ambiente. Se obser-
van algunas cabezas de espermatozoides ligeramente aumen-
tadas de tamafio y menos coloreadas; otras de tamafio nor-

mal e intensamente coloreadas.

Igual tipo de incubacidn,(igual a 2a.), Se observan ca-
bezas muy dilatadas (?) y otras de tamafio practicamente

normal.

Incubacion iqual a 2b. Algunas cabezas de esperma-
tozoides muy dilatadas y levemente tefiidas (7); otras de

tamafio normal con intensa coloracion.

(x) - Tincidn : Hemateina

- Fotografias : Aumento total 400 X
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FIGURA 3

Espermatozoides incubados en tioglicolato de Na*"in vitro"(x)

Espermatozoides incubados en tioglicolato de Na® (pH 9) por
8' a temperatura ambiente. Se observa que todos los es-
permatozoides estdn hinchados en diversos grados. El1 au-

mento de volumen es manifiesto comparado con el control.

Espermatozoides incubados por 4' muestran aumento de vo-
Tumen si se compara con el control sin tratamiento (C).
Tanto formas normales como andmalas se han modifica-

do ligeramente.
Espermatozoides sin tratamiento con tioglicolato (control)

Se observa el tamafio normal y algunos normospérmicos (7).

(x) - Tincidon : Hemateina

- Fotografias : Aumento total 400 X
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FIGURA 4

+II

Espermatozoides incubados en tioglicolato de Na™"in vitro".(x)

a.- Control; espermatozoides sin tratamiento. Se observan

formas normales (®) y alteradas.

b.- Células incubadas en tioglicolato durante 4'. Cabezas

de espermatozoides se observan levemente hinchadas.

c.- Células tratadas durante 10' con tioglicolato. Las ca-
bezas se observan muy aumentadas de volumen al comparar-

las con el control.

(x) - Tincidén : Hemateina

- Fotografias Aumento total : 400 X
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FIGURA 5

Reaccidn diferencial de Feulgen fluorescente.(x)

a.- Espermatozoides tratados con reaccidon de Feulgen fluor-
escente standard (HC1 4N a 28°C por 60') presentan una

muy tenue coloracion al ser observado en microscopio de

luz.

b.- Reaccion de Feulgen en la cual se ha agregado al medio
de hidrolisis el reductor 2-ME 0.1 M durante 40'. Se
observan algunas cabezas de espermatozoides andmalos con
una mayor intensidad de reaccidon, produciéndose en ellos

reabsorcion esto es menor emision de fluorescencia.

c.- Tratamiento de hidrdolisis similar a Fig.5-b pero con in-
cubacion de 60' muestra cabezas de espermatozoides tera-
tospérmicos con una gran intensidad de coloracion (pro-
ducira reabsorcion de fluorescencia); se conserva con ba-

ja intensidad de coloracidon cabezas de normospérmicos (7).

(x) Fotografias tomadas con objetivo 100 X; Aumento total,

200,
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FIGURA 6

Reaccion de Feulgen Fluorescente.

Espermatozoides con Feulgen fluorescente standard. Se
observan las cabezas que emiten fluorescencia roja, que
en la fotografia aparecen en blanco sobre fondo negro.

Objetivo 100 X. (Total 120).
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FIGURA 7

Aspecto morfoldgico de la cabeza de espermatozoides humanos .

a y b.- Se observan cabezas de forma oval normal que muestran
la cromatina muy condensada y algunas vacuolas. Con

tincidon uranilo/plomo. 15,000 X.

c.- Espermatozoide de forma oval; nicleo con cromatina
menos condensada y de aspecto granular., Este aspec-
to de la cromatina se puede observar en semen de in-.
dividuos normoespérmicos. Con tincidon de contraste.

24,200 X.
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FIGURA 8

Figquras 8, 9, 10,11 corresponden al estudio de SH en mues -

tras de Semen normoespérmico (grupo I). Todas Tas fotografi-

as corresponden a preparaciones sin tincion de contraste:

al

a'-

Control de la reaccidn.
Espermatozoides de normoespérmicos muestran el nucleo

con la cromatina condensada después de 4' y 5' de tra-
tamiento con tioglicolato de sodio. Se detecta densidad

electronica en el nucleo indicando reaccidén positiva pa-

ra SH. 15.000 X  ; comparar con a , en la cual se ha
omitido el compuesto de Hg. (control ). 14,600 X,
Espermatozoides con ligera decondensacion de la cromas¢
tina; se observa una organizacidon granulo-fibrilar SH
positiva. Los granulos se disponen ordenadamente en la

periferia del nucleo, no asi en la parte central. 15.000 X

Se observan niicleos con leve y otros con notoria deconden-

sacion de la cromatina con positividad para SH. 13.600 X.

Espermatozoides con nidcleo muy decondensado mostrando una
trama granulo-fibrilar poco evidente y practicamente ne-

gativa para SH (baja densidad electrdnica). 21.750 X.
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FIGURA 9

A mayor aumento la Fig. 8c; espermatozoides gon
nicleo que muestra zonas de gran densidad electrdnica
SH positivas.
También se observan flagelos séccionados en di-
ferente adngulo mostrando zonas SH positivas. Sin tincidn

de contraste. 38.000 X.
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FIGURA 10

a.- Nicleo de aspecto esférico con cromatina desagregada; no
se detecta con claridad la organizacion de la trama gréi-
nulo - fibrilar que se muestra en 8b. .Aparece praatica-

mente negativo. 26.000 X,

b.- Tratamiento similar a 10a, pero se ha aplicado ademas
tincién de contraste con uranilo/plomo. Se observan ni-
cleos de espermatozoides con notoria desagregacion de
la cromatina que muestra el aspecto granulo-fibrilar; al-
gqunos poseen una zona cortical que se realza con Ja tin-

cidén uranilo/plomo. 11.100 X.

.







FI1GURA 11

Espermatozoides de forma normal con reaccidn p

reductor se incubaron 8'; no se aplico tincidn

a.- Se observa la trama granulo-fibrilar con u
alta densidad electrdnica, que estd rodean

granulos y zona cortical SH positivas. 11

b.- Igual que en a.- : se destaca muy bien la
para SH en la zona cortical y parte anteri
za; se observa lisado en la parte opuesta

24,000 X.

114,

ara SH. En

de contraste.

na zona de
do al nucleo;

.000 X.

positividad
or de la cabe=-

(p. posterior)
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FIGURA 12

Se observa el nidcleo de un espermatozoide de for-
ma normal; reaccidn para SH (tioglicolato 8') ademds de
tincion de contraste uranilo/plomo.

Ndtese la estructura granulo-fibrilar de Ta croma-

tina semidencondensada que se conserva en la zona central

y periférica del nicleo. 30.000 X.
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FIGURA 13

Espermatozoides de semen con alta normoespermia

(Grupo II) tratada como en 11,
E1 nicleo muestra la cromatina condensada con po-

sitividad para reaccion de SH, Sin tincion de contraste.

29.000 X.
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F I GURA 14

Las figuras 14 y 15 corresponden a la fraccion
de espermatozoides inmdviles de semen con alta teratos-
permia. (Grupo III). M&todo para SH,con 6' en tiogli-

colato de sodio,

Los espermatozoides muestran decondensacidon con 6' de
tratamiento con reductor, especialmente en la zona cor-
tical del nldcleo. Zonas de cromatina muestran deconden-

sacion dando SH positiva.10.200 X%
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FI1GURA 15

- - " ’ )
a.- Nicleo de aspecto esférico, muy decondensado; granulos

SH positivos, otro: con reactividad menor. 18,700 X.

b.- Igual que en a.-; notese la decondensacion con aumento

? de tamaino, que contrasta con el aspecto poco decondensa-

do de otros nicleos que corresponderdan a cabezas de es-

permatozoides de forma oval. Reaccién positiva para SH.

19.000 X.
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FIGURA 16

Espermatozoides de semen con alta teratospermia (Grupo
ITI). Se aplicé método para SH; tratamiento de 8' en

tioglicolato de sodio.

Muestran ndcleos con cierto grado de decondensacidn; en
a.- se observan dos nilicleos con reaccidn positiva para

SH, los otros practicamente negativas. 12.000 X.

Se observan cabezas de espermatozoides de forma esféri-
ca decondensados; cromatina de aspecto.pulveru]ento N
negativo para la reaccidn para SH.

Tambieén se detecta un nicleo de espermatozoides con cro-

matina SH positiva. 19.800 X.
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FIGURA 17

Igqual que en 16; se observan nicleos decondensados con
zonas de la cromatina SH positiva; dispuesta preferente-

mente en la periferia. 48.200 X.
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FIGURA 18

Espermatozoides normoespérmicos tratados con método

para SH; tioglicolato de Na por 8' y 10°'.

Espermatozoides decondensados, con una trama muy fina,
con granulos pequefios que muestran positividad a la
reaccion de SH; ndotese la gran densidad electrénica ob-
servada en la periferia del nicleo, constituyendo una

zona cortical muy definida (Sin tincidon). 14.000 X.

c.- MNicleos en etapa de mayor decondensacidon con ruptu-
ra en la parte posterior de la cabeza del espermatozoi-
de, donde se observa liberacion de una fina malla de
cromatina.

Se conservan granulos SH positivos y la zona cor-

tical muy positiva para SHA. b.- 20.750 X; «c.- 16.500 X.
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F 1 GURA 19

Control Citoquimico.

Espermatozoides tratados con tioglicolato que pro-
duce decondensacién, y ruptura de nicleos : se omitid
el compuesto mercurial (el p-cloro mercurio acido benzoi-

co) no detectandose grupo SH, por lo cual Tla densidad

electronica es muy baja.
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