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INTRODUCCION



Uno de los principales objetivos en el campo.de la Biologia de
la Reproduccién, es el alcanzar un entendimiento cada vez mds profundo
del fenfmeno de fecundaci6n; para alcanzar ésto un gran nGmero de gru-
pos de investigacién de todo el mundo ha venido estudiando los aspec—-
tos mds importantes de dicho proceso (1), de esta mancra se ha alcanza
do un considerable grado de conocimientos.

El proceso fnteqro de la reproduccién sexual estd centrado atrede
dor del fenSmeno de fecundacién (1), que consiste csencialmente de la
fusién de dos células, el gameto masculino denominado espermatozoide y
el femenino que es el Gvulo; cada una de estas c@lulas contribuye con
un juego de cromosomas para formacidn de una célula diploide que es cl
cigoto. En los animales mamiferos, el espermatozoide es depositado cn
el aparato reproductor femenino y lleva a cabo una migracién hasta cl
sitio donde se encuentra el 6vulo (2,3), durante cste viaje el esporma
tozoide sufre una serie de modificaciones fisioléjicas y morfoldgicas
que le habilitan para penctrar en el évulo, dichos canbios se han agru
pado en dos procesos fundamentales denominados capacitacién y reaceidn
acroscmal (3).

El fenfmeno de capacitacifn fue descubiertc en cl espematozoide
de conejo, por la necesidad de esta c¢é€lula de permanccer un determina~-
do tiempo en el conducto reproductor femenino antes de penetrar en el
Svulo (4,5). Los estudios concernientes a este fenfmeno han dado la -
pauta para conceptuarlo como un proceso bioguimico reflejado en modifi
caciones en la permeabilidad de membranas (6,7), asi como incromentos-
en el consumo de oxfgeno (8,9), en la glucBlisis {10) y en la rotilidad
espermitica (11); por otra parte las observaciones del espermatozoide
capacitado en microscopio de fases y electrénico no han evidenciado -
cambios estrucutrales a nivel de membranas (3). El sequndo proceso que
sufre el espemmatozoide antes de penetrar al dvulo, la reaccibn acroso
mal, es un fenfmeno de Lipo exocitbtico que afecta los dos tercios an—
teriores de la cabeza del espermatozoide (12), ésta se encuentra cu -=-
bierta por el acrosoma (del griego "cuerpo punteagudo") que es una es-

tructura con el mismo origen y constitucién de los lisosomas (12,13,14)




{Figura 1); al llevarse a cabo la reacci®n acrosamal se fusionan la -
marbrana acrosamal erterna y la membrana plasmitice, fonnfndose: en——-
tonces mltiples vesfoulas cuyo contenido enzimftico se lilxa para -
formar una abertura a trav@s de las diferentes capas gque envuielven =«
al Gmlo (2) (Figura 2); de esta forma al llegar 21 espermatozoide —
al ooplasma completard el material genético para el cigoto. El1 anS--
lisis del papel del acrosoma para penetrar el &wulo, ha side facili
tado por el desarrollo de un método de aislamicentc de acrosomas por -
medio do extracciones con un detergente catifnico denominado Hyamina
2289 115), on dichas preparaciones se ha enccrnitiadw actividad de di—
varsas cnzimas entre las que se encuentran: hialurcnidasa {16), pro-
teasas (16), deshidirogenasa l&ctica (16,17}, neuwraminidasa (18), —-
fosfatasa &cida {15), fosfolipasa A (15), P—N-acetiLhexosaminidasa(
i5), arilsulfatasa (15}, anhidrasa carbSnica (16}, catalasa {16), y -
estereasa (19). Se ha encontrado evidancia experimental ce que al lle
varse a cebxe la reaccidn acrosomal, algunas de estas enzimas podrian
ser liberadas, erpuestas y/c activadas para digerir los comgonentes -
ds las capas que envuelven al Svulo y de esta forms abris un pasaje -
{¢); con las investigaciones encaninadas a encontrer wia fuacifn es~-
pecffica de alyunas de ellas, se ha llegado a evstablecer que al labi-
lizarse la membrana plasmitica del espermatozoide se libera hialuroni
dasa que digiere el &cido hialurdnico entre las coflulas del cummilus
cophorus  (2}; también se ha detectado la presencia de una enzima +-
proteolfitica, la acrosina (15,20,21), cue se activa perc gueda unida -
al espermatozoide gue ha sufrido la reaccifn acroscmel {15) v al ac~
tvar forma una fisura a través de la zona pellucida (2); la forma de
detectar esta forma de activaciGn sobrz la yuperficie espermftica coin
siste en separar a las clulas del medio sobrenadinie y en resuspen--
siones celulares se realizan 1os ensayos enzimiiicos correspondientes.
Desde los iniclos en la investigacidn de la capacitacién, varios
estudios se han dirigido a eliminar el rejuerimiento de la estancia -

del ospermatozoide en el tracto reproductor femenino, w asf hay repor

SR,

i



Figura 1.~ Serie de cambios estructurales que sufre el espemato-

zoide durante la reaccifn acrosomal (2).

A.- Cabeza de un espermatozoide intacto de un mamffero en general.
B.- Se lleva a caho la reaccién acrosomal al fusionarse en mdlti-
ples puntos la membrana plasmitica ( a ) y la membrana acrosomal
externa ( b ). De esta forma es cono el espermatozoide penetra el
cumulus oophorus y llega a la zona pellucida.

C.- Forma en que el espermatozoide ha sufrido la reaccibn acroso-
mal, después de la cual la membrana acrosomal interna ( c ) perma
nece intacta, y empieza a atravezar la zona pellucida y de 'sta
forma alcanza el vitelo,
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Figura 2.- Disposicién de los varios componentes
de un 6vulo de mamifero, recientemente ovulado
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tes de capacitacidn "in vitro" para espermatozoide de hamster dorado (
22}, de hamster chino (23), de ratdn (24), de coballo (25), de hunano
(26), de rata (27), y €e conejo (28,29); los primeros resultados posi-
tivos se lograron con incubacifn en espermmatozoide de hamster y de co-
nejo en fluido folicular is6logo (3,30).

Otra de las técnicas de capacitacidn "in vitro"consiste en la in--
cubacifn del espermatozoide en medio, isotdnico canplementado con suero
isblogo, con esta téenica se ha logrado la capacitacién del espermato--
zoide de hamster (31), de conejo (21) y humano (32), creyéndose que al
gln componente del suero causa alteraciones en la composicidn quimica
de la superficie espermitica(32).

Algunos estudios han sugerido que un grupo de compuestos denomina-
dos glucosaminoglucanos (heparina, sulfato de dextrdn, sulfato de con--
droitina, sulfato de dematdn y &cido hialurdnico) pudieran tener al-~
glin papel importante en el proceso de preparacién del espermatozoide -
para adquirir su capacidad fecundante(33) ; asf tenemos que se ha de -
tectado secresién de estos compuestos por los foliculos (34), y su p-
presencia se ha encontrado en fluide folicular y oviductos de mamiferos
(35,36).

Camo la heparina foma parte del grupo de los campuestos glucosa
minoglucanos, es utilizada en el trabajo aquf presentado para probar si
su presencia causa algfin efecto capacitante en una poblacién de esper-
matozoides de conejo.

El proceso de capacitaci®n de los espermatozoides puede ser de-
tectado en el laboratorio de dos formas (37):

1.~ En forma directa por la fecundacién de Svulos madurcs con es-
pematozoides capacitados.

2.~ En forma indirecta por la deteccién de alguna caracterfstfca
fisiolégica en espermatozoides capacitados, pero ausente en los no ca--
pacitados.

Entre las pruebas indirectas podemos citar la prueba de sobreviven
cia, basada en el hecho de que el espermatozoide capacitado tiene Un pe-
riado de vida limitado, mucho meror que el de un espermatozoide sin capa
citar (38); también tenmmos el desplazamiento de tetraciclina de la su

perficie calular  de un espermatozoide ceapacitado(39); vy Gltimamente, la



liberacién de enzimas acrosamales en la capacitacisn del espermatozoide
de conejo (21).

La liberaci€n de enzimas acroscnales en espermatozoide de conejo -
capacitado fue cbservada pyimeramente por Akruk(21l), este autor lleva a
cabo la capacitacin del espermatozoide de conejo por incubacifn en me~
dio isot6nico complementado con 20% de suero de coneja en ovulacifn, se
paré los espermatozoides del medio scbrenadante y en éste detect6 acti~
. vidad de tres enzimas acrosomales que fueron la hialuronidasa, arilsul--
fatasa y p-N-acetilhexosaminidasa, las células separadas las us® para -
comprobar la cavacitacién de las mismas vor experimentos de fertiliza--
cién "in vitro",

El trabajo experimental aquf presentado utiliza la determinacidn
de la liberacién de arilsulfatasa y de p-N-acetilhexosaminidasa como -
parfmetros para medir algln efecto en una poblacién de espermatozoides
de conejo por la presencia de la heparina, la hialuronidasa no fue ensa
da debido a que se ha encontrado la formacitn de complejos entre la -
heparina y esta enzima, fenfmeno que representarfa una variable que -
puede afectar las determminaciones de esta enzima. {40,41),

La variedad de enzimas que son colectivamente denaminadas sulfata
sas son capaces de hidrolizar ciertos ésteres orgénicos sulfatados, de
acuerdo a la parte orgdnica de estos ésteres las enzimas pueden ser cla
sificadas dentro de los siguientes grupos, arilsulafatasas, alquilsulfa
tasas, glucosulfatasas, sulfatasas esteroides, etc.(42). Sin embargo, -
solamente dos tipos de un grupo , las arilsulfatasas, se han logrado -
aislar (43), as{ tenemos las arilsulfatasas que no son inhibidas por la
presencia de sulfato (tipo I) y aquellas que si lo son (tipo II)(43).

La mayorfa de las arilsulafatasas de orfgen microbiano son del tipo
I, su funcién en microorganismos no es conocida ademis de tener una o-
currencia esporfdica ., Las arilsulafatasas del tipo I también se han en
contrado en tejidos de mamiferos, donde estas enzimas (sulfatasas C) se
localizan en microsomas pero su funcifn se desconoce.

Las arilsulafatasas del tipo IT se han encontrado principalcmente en -
tejidos animales (sulfatasas A ¥ B), su funcidn es desconocida y se -

han aisladn de lisosomas.



La arilsulfatasa A es una glucoproteina &dcida que difiere de la
enzima B que es una glucoproteina levemente bdsica{44). En extractos
de acrosoma de conejo se han aislado los dos tipos de enzima, el A -
con un pH Sptimo de 4.8 y el B con pH &ptimo de 5.6 (45),

La presencia de arilsulfatasa acelera la dispersifn del curmmulus
oophorus causada por la hialuronidasa "in vitro", por lo que se suéig
re una accién sinérgica de ambas enzimas para abrir paso al espermato
zoide por la capa celular mencionada(44).

La enzima denominada PN N-acetilhexosaminidasa actfia sobre oligo-
sacdridos derivados del Acido hialurdnico, removiendo los residuos no

reductores teminales N-acetilhexosaminida(46).

CH 20“

Cl,01 ol
H f—0 ~ o
H \ 1l
-0 —f- ny © 1o
/ i NHCOCH
HO H 3

H NHCOCH3

En tejidos de mamiferos, esta enzima se encuentra en dos formas
rmoleculares, la A y B; la enzima A parece ser un tetrdmeto campuesto
de dos cadenas polipepticas of y dos cadenas B, la enzima B estd com
puesta de cuatro cadenas P presuniblemente idénticas{47). £l epididi
nmo de jabalf es la fuente mis rica conocida de esta enzima(46), sin

anbargo también se ha aislado de acrosomas de conejo(15,:1);como fun



cidn de dicha enzima se le ha sugerido necesaria para abrir paso al
espermatozoide a través de la zona pellucida que es una capa no celu
lar rica en glucoproteinas y glucoproteinas sulfatadas, y entonces
seria necesaria una acci6n sucesiva de arilsulfatasa, p-N-acetilhexo
saminidasa y acrosina que es una proteasa (47).



HIPOTESIS



Al poner en contacto una poblaciSn de espermatozoides de cone-
jo con la heparina, se espera que exista una respuesta fisiolégica,

manifestada en la liberacién de algunas enzimas acrosomales.

11
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OBJETIVOS
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1.- Observar si existe liberacifn de ciertas enzimas acrosomales (A~

rilsulfatasa y p-N-acetilhexosaminidasa)en espermatozoide de cone

jo por efecto de la heparina.

De existir liberacidn de enzimas acrosomales por presencia de he-
parina, desarrcllar una comparaci6n cor. la liberacién enzimdtica
causada por el agente capacitante desarrollado por Akruk (21}, es

decir incubacibn en medio con suero de coneja en ovulacién.

Contribuir a la serie de investigaciones tendientes a determinar
una posible funcién de las dos enzimas ensavadas, en el proceso -
de fertilizaci6n; para lo cual se llevaré&n a cabo determinacicnes
enzimdticas tanto en medio sobrenadante como en suspensicnes de -
células,despuss de ser tratadas bajo diferentes condiciones,



MATERIALES ¥ METODOS



A.-
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Obtencién y manejo de la muestra biolégica.

Equipo utilizado.

a) Vagina artificial.

b) Filtros de fibra de vidrio.

c) Microscopio Baush & Laomb.

d) Campana horizontal de flujo laminar Coper Filtration Mod. CFLi-120.
e) Filtro millipore (0.22 micrfmetros, § = 0.47 an.).

£) Potencidmetro Coleman.

g) Cémara de Nuevaver.

h) Centrifuga clinica Clay Adams Co. Inc.

Reactivos.

a) Medio de Bracket (48) (Cuadro 1).

b) Medio de Akruk (21). Este medio tiene la misma composicin que
el descrito en el inciso anterior, Gnicamente que en lugar de albGmina
al 0.3 % , contiene suero de coneja al 20 % . Este suero fue obtenido -
por medio de puncién cardiaca en conejas a las cuales se les indujo —
previamente la ovulacién por la monta del macho; para la inactivacién -
del complemento presente en el suero de coneja, &ste se calentS a 56 °C
durante 30 minutos.

c) Colorante de Eosina (49). Se prepara con Eosina al 0.5 % en a--
mortiguador para pH=7.4, éste filtimo es preparado mezclando 100 ml de -
NagHPO, 150 mM con 25 ml de KHyPO 150 m.

Los medios utilizados a lo largo de los experimentos aqui vresenta
dos, fueron previamente esterilizados por medio de filtracifn, ademds -
el material usado en las muestras de espemmatozoides , desde el mamento
de su recoleccibn hasta las incubaciones, fue esterilizado en autoclave;
asf mismo, el manejo de las muestras hasta el momento de su preparaciodn
para las incubaciones, fue llevada a cabo en una campana de flu'o lami-
nar. Con las medidas anteriores se disminuye la posibilidad de mna con-

taminacién microbiana de las muestras.
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g/lt

Camponente Concentracifn molar
NaCl 6.550 0.1120
KCl 0.300 0.0040
CaCly«2H20 0.330 0.0022
NatipPO4+H20 0.113 0.0008
MgCly« 6H0 0.106 0.0005
NaHC03 3.104 0.0370
Glucosa 2.500 0.0139
Acido pirfivico (Sigma) 0.110 0.0012
AlbGmina bovina cristalina (Sigma) 3.000

Ampicilina 0.031

pH de 7.8 a 37 °C

Cuadro 1 .- Composicifn del 'medio de Bracket (48).




17

3.- Metodologia.

a) Obtencién de las muestras biol&gicas.

Las muestras de semen utilizadas para el desarrollo del presente
trabajo, fueron obtenidas por medic de una vagina artifiecial, a par -
tir de conejos adultos de la raza Nueva Zelanda con edad promedio de
dos afios con fertilidad comprobada. Para obtener la muecstra, se puso
al macho en presencia de la hembra y se permite la monta; una vez ——-
gue el macho se ha excitado, se coloca la vagina artificial entre -
los dos animales, de tal forma que la eyaculacién se efectfie dentro
de la vagina artificial; este aparato estd formado por un cilindro de
dos paredes (Figura 3), el espacio entre las dos paredes se llen6 con
agua a una temperatura de 40 °C, siendo la pared interna de hule suave
y muy fldcido, lo cual evita que que el conejo se lastime durante la
eyaculacién,

b) Espermatobiocop{a parcial.

Las muestras de semen se dejaron en reposo durante 60 minutos a
temperatura ambiente y dentro de una campana de flujo laminar para --"
permitir la total licuefacci®én de la misma, trascurrido este tiempo -
se efectud una espermatobicscopia parcial, determindndose vollmen, -
nlmero de espermatozoides, viabilidad y movimiento de los mismos; las
técnicas utilizadas se basan en las recomendadas por la OMS (49).

Conteo de espemmatozoides.- Para determinar la concentracifn de

estas c8lulas, la muestra de semen se diluyS 1:20 en una pipeta para
dilucién para glébulos blancos con agua destilada para inmovilizarlos,
y se contaron en una cfmara de Neuvauer en forma semejante al conteo -
de eritrocitos; el resultado de esta cuenta corresponde al nlmero de -
espermatozoides expresado en millones por mililitro de la muestra ori-
ginal.

Movilidad cuantitativa.— Para la valoraci6n de la nevilidad de los

espermatozoides, se han empleado un sintmerc de métodos, desd la sir
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ple observacifn microscépica , hasta los sistemas mis complicados de -~
tecnologfa de rayos laser y computacién., Para los fines del presente
trabajo, la movilidad fue valorada por el método subjetivo, que per--
mite valorar en forma porcentual los diferentes tipos de movilidad que
se presentan en una muestra de semen (progresiva. vibratoria e inmdvi- .
les). Alicuotas de 10 Jl de la muestra se colocaron entre un porta y
cubreobjetos, se contaron los espematozoides méviles como los inmGvi-
les, en por 1o menos 10 campos separados y seleccionados al azar{cuan-
do menos 100 espermatozoides deben contarse) .

viabilidad.- E1 método mis camln para evaluar la viabilidad de -
los espermatozoides es estimando su movilidad, sin embargo esta estima
cién no pemmite hacer una diferenciacifn entre los espermatozoides --
muertos v los vivos pero inmdviles. La t&cnica de tincidn de coloran -
tes vitales {49}, los cuales penetran Gnicamente en . agquellos esperma-
tozoides que presentan algfin dario en sus membranas , permite catalogar
porcentualnente una muestra de semen: % de espermatozoides sin tefir,
% de espermatozoides inmbviles sin tenir (viables), y % de inmbviles -
tefiidos (no viables). La técnica consiste en mezclar volmen a vollmen
una alfcuota de semen y una solucifn de Eosina en amortiguador de fos-
fatos, y contar 100 cflulas.

c) Preparacién de las muestras seleccionadas.

Las muestras de semen con una espermatobioscopfa normal, fueron -
mezcladas y diluidas con e) medio de Bracket (48) sin albmina en una
proporcién de 1:3 y posteriormente filtradas a través de una columna -
de fibra de vidrio de 3 an. contenida en una pipeta Pasteur, con la fi
nalidad de mejorar la calidad de la muestra de espermatozoides. Alfcuo
tas de 10 pl del filtrado fueron colocados al microscopio, para compro
bar la eliminacién de espermatozoides muertos , detritos y contaminan-
tes presentes en el semen de conejo. El resto del filtrado fue cen -
trifugado a 2 500 RPM durante 10 minutos y el pagquete celular se resus
pendid on un voltwen de 2 ml. del mismo medio, se repiti6 la centrifu-

gacidn bajo las condiciones anteriores y resuspendiéndose en un vold -
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men tal para obtencr una suspensién de espermatozoides de 5 X 108 -
cflulas por mililitro en el medio que fucra ¢l indicado, segln las
condiciones de capacitacifn a ensayar. Para cada uno de los ensayos
de incubacién se utilizaron como mfnimo 50 X 100 células para contar
con muestras suficientes en los andlisis enzimiticos.

Con las condiciones de lavado de los espematozoides sc logra
separar un 99.6 % de plasma seminal contaminante (15).

El nGnero de células tan alto para cada sistana de incubacidn,
fue debido a las minimas lecturas espectrofotométricas obscrvadas -
para un nmero de espermatozoides dado.



B.-

l.-
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Ensayos de condiciones de capacitacién.

Equipo utilizado.
a} Incubadora National.
Reactivos.

a) Medio de Akruk (21).
b) Medio de Bracket (48).
c) Aceite mineral (Sigma 400~5).

El aceite mineral utilizado para cubrir los sistemas de incuba-
cién durante la capacitacién espemdtica, fue previamente lavado con
20 ml. de agua bidestilada para 100 ml.de aceite, saturado con el
medio de Bracket y burbujeado durante 15 minutos con CO3 al 5 % en -
aire,

En experimentos realizados en la Divisidn de Biologia Molecular
de la Unidad de Inivesticacidn del Centro Médico Nacional, se demostrd
que las muestras de espermatozoides incubadas en medios cuyo siste-
ma amortiguador es NallCO3 ————> H(03 se producen cambios signifi-
cativos on el pH original. Dichos cambios se han atribuido a la libe
racién de COp , que se presenta durante el metabolismo de los mismos
espermatozoides, lo cual puede ser evitado cuando los sistemas se cu
bren con el aceite mineral tratado.

d) Como fuente de heparina se utiliz6 una solucidn estéril LIPO-HEPIN
{Riker}, con una concentracién de 5000 UI por ml; cada 10 UI de hepa
rina equivalen a 1 mg (50).

Metodologfia.

Los ensayos de capacitacién fueron dirigidos, primero a detec--

tar si la heparina lleva a cabo alglin efecto liberador de las cnzimas
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acrosamales ensayadas, y por otro lado comparar esta liberacién con
la causada por el método capacitante de Akruk {21).

Cada una de las condiciones son detalladas a continuacién, uti
lizandose para cada una de ellas una poblacién de 1 X 108 espermato
zoldes de conejo ya lavados de plasma seminal y una concentracidn -
de 5 X 108 células por ml. ’

a) Experimentos preliminares con incubaciones a 37 °C en medio
de Bracket (48) sin alb(mina en presencia de 10,100 y 1000 UI en ~--
tiempos de 20 horas; con estos experimentos se esperaba detectar si
existe alglin efecto liberador de enzimas acrosomales, por la presen
cia de este agente,

b) Se llevaron a cabo incubaciones por 1/4 y 20 horas a 37 °C
en medio de Bracket; Akruk (21) en sus experimentos demostrd que la
incubacién por 1/4 hora no lleva a cabo la capacitacibn, dicha con-
dicién se usard camwo control en los experimentos con medio comple--
mentado con suero de coneja y con heparina.

c) Experimentos con medio de Akruk con suero de coneja ovulada
y con 100 UI de heparina en medio de Bracket sin albfmina; cada uno
de ellos con incubaciones a diferentes tiempos (1/4,5,10,15 y 20 ho
ras). En sus experimentos este autor encontrd la capacitacifn del -
espermatozoide después de 20 horas de incubacién a 37 °C en el medio
por €l disefiado, con la subsiguiente liberacién enzimitica., Las in-
cubaciones de menor tiempo fueron dirigidas para llevar a cabo una
camparacién con la forma de liberacién enzimdtica causada por ambos
agentes, durante esos periodos de tiempo.

d) Por otro lado, se realizaron experimentos camplementarios -
variando la concentracién de heparina desde 0 UI hasta la concentra
cién de heparina que causbd la mixima liberacién de enzimas en los -
experimentos del inciso a), las concentraciones seleccicnadas fueron
de 30, 60, 90, y 120 UI en medio de Bracket sin albGmina en incuba-
ciones por 1/4 y 20 horas.

e) Determinaciones vitales en presencia de heparina. Se lleva-
ron a cabo determinaciones de viabilidad de espermatozoides después
de su incubacidn con 100 UL de heparina, a diferentes tiecmpos ( 0y
60 minutos) .
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Anilisis enzimdtico.

Equipo utilizado.

a) Membrana de diflisis Curtin Sc. Co.

b) Ultracentrffuga Beckman Mod 12-65B con rotor tipo 50.
c) Micropipetas Oxford 10-200 pl.

d) Espectrofotémetro Beckman Modelo DB-G.

e) Celdas HELMA, cuarzo, 1 an.

f) Potenciémetro M-~38.

Reactivos.

a) Amortiguador de citrato de sodio pil=4.5

Se prepara mezclando 49,5 ml de solucifn de &cido cftrico 0.1 N
con 50.5 ml de citrato de sodio 0.1 N. En la técnica de determinaci6n
se us:aron 0.2 ml de la solucifn anteriommente déscrita, que equivalen
a 1075 moles de citrato de sodio; se usa en la determinacién de acti-
vidad de p-N-acetilhexosaminidasa.

b) Amortiguador de citrato de sodio pli=5.2

Para preparar este amortiguador se mezclan S0 mmoles de acetato
de sodio con 16.6 mmoles de 4cido ac&tico en 50 ml de agua destilada,

Cada 0.1 ml de esta solucidn corresponde a 100 pmoles de acetato
de sodio, que formardn parte del sistema de andlisis de la arilsulfa-
tasa en cada muestra enzimitica.

¢) Sustratc para }E-N-acetilhexosaminidasa.

Se utilizan 2.4 pmoles de p-nitrofenol N-acetil-p-D-glucosaminida
(Sigma) correspondientes a 821 Jg en un voldmen total de 200 pl para
cada una de las determinaciores enzimdticas.

d) Sustrato para arilsulfatasAa.

Se utilizan 2.4 pmoles de sulfato de p-nitrocatecol (Sigma que
corresponden a 747.4 pg en un vollmen final de 0.1 ml con agua -esti-
lada para cada una de las muestras enzimdticas,
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3.~ Metodologfa.

Las enzimas ensayadas fueron la Arilsulfatasa y la )3-N—acetilhexo-
saminidasa, para su determinacién se siqui6 el procedimiento descrito -
por Akruk (21), el cual involucra un tratamiento previc ; cada rwuestra
fue dialisada en el tubo en el que previamente habfa sido incubada, la
diflisis se 1levd a cabo a través de una memkrana con que se sell6 la -
boca de los tubos y se mantuvieron boca abajc con agitacifn constante -
durante 20 horas en un recipiente conteniendo aproximadamente 20 litros
de agua destilada, y dentro de un cuarto frio a 4 °C (dado el minimo vo
lumen de las muestras, se diseit§ esta forma de diflisis con la que se g
vit6 pérdida de material al evitarse més manejo de las mismas). El obje
to de la didlisis, como ha sido sefialado por Allison (15), Norwood (51)
y Hook (52}, fue la eliminacién de iones inhibidores que actGan como in
hibidores enzimdticos; transcurridas las 20 horas las muestras fueron -
centrifugadas a 15 000 RPM durante 20 minutos para la separacién de se-
dimentos y sobrenadantes, una vez separados, ambos se ajustaron a 500 pl
con agua destilada y contando entonces con 1 X 108 células tanto para -
el sobrenadante como sedimentos en los 500 ul, de aqui se evalub cada
enzima por scparado; los resultados de /B-N-acetilhexosaminidasa se dan
en mUnidades Enzimiticas, correspondiendo cada una de ellas a 1 nmol de
producto formado en un minuto de actividad.

a) Andlisis de Arilsulfatasa (Clasificacién enzimitica 3.1.6.1.).

Nombre sistemdtico.- Arilsulfato sulfohidrolasa (53).

El m&todo utilizado para medir la actividad de esta enzima se basd
en la cuantificacién colorimétrica de la parte org&nica resultante de -
la accifn enzimitica sobre el sulfato de p-nitrocatecol bajo condicio——
nes controladas de temperatura y pH en un cierto tiempo.

La reacci6n se muestra a continuaci6n.
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La actividad enzimitica en sedimentos y sobrenadantes fue determi-
nada en una solucién que contenfa 100 Al de amortiguador de acetato de
sodio con pH=5.2, 2.5 )Jmoles de p-nitrocatecol (100 }11) y el equivalen-
te a 10 X 100 c&lulas (50 }11) en el caso de los sobrenadantes , vy de 50

X 106 espermatozoides con sobrenadantes (250 }Jl). Las muestras de sedimen

tos se igualaron al voltmen de los sobrenadantes (450 }.ll) con agua des-
tilada . Inmediatamente se procedi6 a la incubacién de las muestras a
37 °C por 10 minutos, y la reaccifn enzimitica fue detenida al cabo de
ese tiempo por la adicién de 2.5 ml de NaOH 1 N , con lo cual también

se desarrolla el color. Las lecturas se realizaron a 510 nm usando camo

blanco un sistema sin muestra enzimdtica y sustituyendo el voltmen de -



26

¢sta con aqua destilada. Desgraciadamente no fue posible contar con el
p-nitrocatecol para realizar la curva patrSn,por lo que los resultados
de esta enzima se reportardn en unidades de absorbencia . Después de a
dicionar el NaOlf 1 N a las muestras de sedimentos, &stas fueron centri

fugadas a 2500 RPM para eliminar suspensiones que interfirieran con -
las déterminaciones.

b) Anilisis de }3—N-—acetilhexosaminidasa {Clasificacidn enzimitica
3.2.1.30.).

Nombre sistemitico,- }3—2—I\cetamido—Z-deoxi—D-glucésido acctamido
deoxiglucchidrolasa (53).

La actividad de esta enzima fue determinada por su accidn scbre
un sustrato bajo condiciones controladas de pH vy temperatura, llevando

a cabo la cuantificacidn del producto aramdtico liberado en la reaccidn,
la cual es-descrita a continuacisn,

CH, 01 CH 40
HO
H f~——0 H o O
H /N LN
OH H 7/ | + on 1/
| =4.5 \-——-— / I
| - NO '
— 0! 2 H  NHCOCH
H NHCOCH3 3
o~
p-nitrofenol
% N~acetil-p-

i D~glucosaminida
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La determinacién se 1llevd a cabo tanto en sobrenadantes como en
sedimentos en muestras equivalentes a 50 X 106 c&lulas (250 L), ademds
de 10 ymoles de sustrato (200 pl) y 200 pl del amortiguador de citrato
de sodio. El contenido se lleva inmediatamente a incubacién a 37 °C
por 10 minutos , pasado este tiempo se adicionan 2.5 ml de NaOli 0.1 N
con el fin de parar la reaccidn enzimfitica y desarrollar el color; la
cantidad de p-nitrofenol likerado fue determinado espoctrofotométrica
mente a 400 nm por la interpolacién en una curva estindar realizada pa
ralelamente con las muestras (Gr&fica 1), la curva se prepara al volu-
men final de 650 pl con agua destilada; como blanco se utilizé un ensa
yo con un volumen de agua destilada que sustituye la muestra enzimitica.

Después de la adici6n de NaOH 0.1 N | las muestras de sedimentos
se centrifugaron por 5 minutos a 2500 RPM con el fin de eliminar suspen

siones que interfirieran con las lecturas espectrofotométicas.



RESULTADOS
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Se llevaron a cabo experimentos preliminares tendientes a deter-
minar si la heparina tenfa algln efecto en la activacién y/o libera—-
ci6n de enzimas, los resultados de estos experimentos (tabla 1) no in
dican aumento con 10 UI de heparina con respecto al control, sin em=-
bargo la presencia de 100 y 1000 UI tuvo camo resultado que tanto en
sobrenadantes como en sedimentos, se detectaran actividades mayores -
de ambas enzimas con respecto a los controles.

Dejando en contacto las c&lulas con la heparina por 20 horas, se
pudo notar que los valores registrados son muy similares entre 100 y
1000 UI, por este hecho los estudios tendientes a una comprensién de
los efectos de la heparina estuvieron basados en la concentracién de

1100 UI, dejando para discusifn los resultados obtenidos con 1000.UI.

El hecho de haber observado la activaci6n y/o liberacién de enzi
mas por la presencia de la heparina, di6 como resultado la necesidad
de una comparacién con otro método de liberacifn enzimdtica ya ponde-
rado.

a) Camparacién con otro agente de liberacifn enzimitica.

- Andlisis para arilsulfatasa.

Para llevar a cabo &sto, los resultados del efecto del sistema
con 100 UI de heparina, se comparS con los resultados al poner en con
tacto a los espermatozoides de conejo con medio de Bracket (48) y con
medio de Akruk (21), es decir con suero de coneja al 20 %; se observd
ademis el comportamiento de los sistemas de incubacién en periodos de
tiempo entre 1/4 y 20 horas.

En la grifica 2 se muestra una liberacifn mayor con medio de Akruk
y con 100 UI de haparina que con medio de Bracket, estos aumentos son
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Arilsulfatasa (Absorbencia/108 espermatozoides)

Sobrenadante Sedimento
Control 0.10 0.11
10 ur 0.10 (A =0 %) 0,12 (A =10 %)
100 UI 1.19 (A = 1190 ?) 0.80 (A =727 8)
1000 uI 1.10 (A = 1100 %) 0,76 (A = 691 %)

B-N-acetilhexosaminidasa (mUnidades enzimiticas)

Sobrenadante Sedimento
Control 4.0 0.8
10 UT 4.1 (A=0%) 0.8 (A =10 %)
100 U1 13.0 (A = 325 %) 46,8 (A = 585 %)
1000 UI 10.0 (A = 250 3) 45.1 (A =563 %)

Tabla 1.~ Resultados de los experimentos preliminares probando la presen-
cia de la heparina en una poblacién de espermatozoides.
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336 Sy 588 % al/4 horas y de 236 % y 222 % a 20 horas. También se no-
ta que para el medio de Bracket y de Akruk se observa aumento en las ac-
tividades en sobrenadantes despufs de pasadas 20 horas, sin embargo se -
ve gue para el medio con 100 UI de heparina existe una leve disminucién

en la deteccibn enzimtica despuds de pasadas las 20 horas de incubacifn,

El camportamiento de la arilsulfatasa en sedimentos observado en la
grifica 3,evidencia un notable auwento en la actividad en medio de Akruk
y con heparina en comparacifn con la actividad rroducida por el medio de
Bracket a 1/4 y 20 horas de incubacién. Para 1/4 horas, los incrementos
con respecto al medio de Bracket son de 504 $ para el medio de Akruk, y
de 520 % con heparina a 1/4 horas; a las veinte horas los aumentos antes
descritos son de 236 y 320 %.

Fijando la atenci6n en la gr&fica 4 se aprecia una forma de libera-
cién de arilsulfatasa totalmente opuesta entre el suero y la heparina, -
en cl caso de Gsta se nota un incremento desde el tiempo 1/4 hora que se
mantiene mis o menos constante hasta las 20 horas, y cn el caso del sue-
ro hay un incremento aparentemente gradual hasta las 20 horas. La grifi-
ca 5 correspondiente a sedimentos muestra un camportamiento de manteni--

micnto de la actividad desde 1/4 a 20 horas para ambos agentes,
~ Andlisis para p-N-acetilhexosaminidasa.

En la gréfica 6 se muestran las lecturas correspondientes a esta —-
enzima en sobrenadantes, en ellas s¢ notan actividades mayores con rmedio
de Akruk y con heparina que con medio de Bracket, esto ocurre tanto a --
1/4 como a 20 horas, dichos incrementos son de 188 % y de 935 %, a 1/4
hora y de 466 % y 910 % a 20 horas. Para el medio de Akruk es claro un -
aumento en la liberacifn enzimitica después de 20 horas; el camport:mien
to observado con 100 UI de heparina muestra una disminucién en la a-tivi
dad después de 20 horas.

En el caso de sedimentos !grafica 7) se observan notables aume tos
en la actividad tanto a 1/4 como a 20 horas; en comparacién con el edio
de Bracket, los medios de Akruk y con heparina tienen incrementos ¢: --
12086 % y 9379 % a 1/4 hora, y a 20 horas los incrementos son de 34: % y
371 %. En este caso la incubacién en medio de Bracket por 20 horas 16
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lugar a un auiento muy considerable en la actividad , por otro lado el-
tratamiento con medio de Akruk ocasiond una activacién pero con dismi-
nucidn considerable en la actividad después de 20 horas; en presencia =
de heparina existe también una disminucifn en la actividad enzimética -
despuds de 20 horas de incubacién,

En la gréfica 8 se puede notar que en el caso de la heparina se --
presenta el miximo valor a 1/4 hora presentando una leve disminucidn pa
sadas las 20 horas, por otro lado en el caso del suero hay una tendencia
a incrementar la liberaci6én a medida que pasa el ticmpo, llegando a du-
plicar el registro correspondiente a 1/4 hora. En la gr&fica 9, los va-
lores correspondientes a sedimentos evidencian una tendencia a disminu-
ir la deteccién de la actividad con el tiempo, lo cual se hace mds cla-

ro en el caso de la presencia de suero al 20 $.
b) Andlisis de efectos producidos por la heparina.

Buscando datos adicionales a los efectos producidos en las enzimas
al estar en contacto los espemmatozoides de conejo con la heparina, se
pensé en un experimento consistente en poner a los espermatozoides en -
presencia de diferentes concentraciones de heparina hasta llegar a la -
concentraciSn que centrS la concentracién en los experimentos prelimina
res; las concentraciones elegidas para tales pruebas son de 30,60,90 y
120 UI de heparina, eligiendo camo concentracién minima 30 UI puesto -—
que con 10 UI no se habfa notado ninguna diferencia con respecto al con

trol, para ninguna enzima tanto en sobrenadante como en sedimento.
- Anflisis para arilsulfatasa.

En la gréfica 10 se observa que existe aparentemente una relacifn
lineal en las concentraciones de heparina ensayadas y la liberaci6n de
esta enzima en el sobrenadante por 1/4 hora de incubacidn,

En los registros correspondientes a 20 horas se nota un aumento en
las lecturas hasta 90 UI en comparacién con los correspondientes a 1/4
hora, presentando un incremento lineal hasta 60 UI de heparin..

En la griafica 11 es obgervable un aumento de la actividau detecta-
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da en scdimentos desde la mfnima concentracitn de heparina a 1/4 hora,
la cual se mantienc aparentemente constante hasta el valor de 120 UI, -
siendo cste incremento muy considerable con respecto al control. En el
caso de las lecturas de 20 horas, en presencia de heparina se presenta
una activacién desde 30 UI no tan marcado como a 1/4 hora.

- AMndlisis para )3-N—acetilhexosaminidasa.

Observando la grédfica 12 se hace evidente que también existe una -
correlacién entre el nfmero de concentracién de heparina y la libera --
cibn de enzima; sin embargo, después de pasadas 20 horas se tiene una -
disminucién en la liberacién en todas las concentraciones y manteniéndo
se, sin embargo, un aparente aumento lineal después de 60 UI.

Analizando la gréfica 13 se ve gue al igual que la arilsulfatasa,
en el tiempo 1/4 hora se presenta un incremento en la actividad de la -
enzima desde 30 UI, presentando en este caso una aparente disminucifn -
en las lecturas a medida que pas6 el tiempo. Las lecturas correspondien
tes a 20 horas presentan una considerable disminucifn en todas las lec-

turas incluyendo las correspondientes a los valores maximos de heparina,
¢) Pruebas vitales en presencia de heparina,

Los efectos producidos por las diferentes concentraciones de hepa-
rina no fueron estadisticamente diferentes (prueba de hipStesis, ol=
0.5 %) {grédfica 14) .

Los resultados de estas pruebas estdn indicando que la presencia =
de la heparina no tiene efecto fisiol6gico que aparentemente afecte la
viabilidad de la c€lula, eliminando de esta forma la posibilidad de que
una muerte celular sea la causa de liberacidn enzimitica.
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DISCUSION



La capacitacién se ha propuesto como una preparacién del esperma-
tozoide para sufrir la reaccifn acroswma},dichos eventos han sido sefia
lados por varios autores como dos eventos campletamente separados (3),
siendo el primero un proceso meramente bioquimico y el segundo involu -
crando cambios estructurales en el acrosoma del espermatozoide; sin em
bargo, al darse el concepto de capacitacidn como una labilizacién o de--
sestabilizacifn de las membranas acrosomales(2,54)akruk lo toma para ex

plicar los resultados de sus experimentos; este autor explica sus obser

vaciones coro una afectacifn de membranas en la capacitacién a tal grado,

que un porcentaje de la poblacién de los espermatozoides sufrid la reac-
cibn acrosomal, pero por otra parte quedaron algunos espermatozoides -
que no sufrieron la reaccifn acrosomal, los cuales fueron los causantes
de las observaciones de fertilizaciones "in vitro".

Los experimentos utilizando el medio de Bracket por 1/4 de hora --
probaron producir una liberacifn enzimética equivalente a la producida
por solucidn salina fisiolégica(48), ademés de no producir la capacita
ci6én (21). Este medio es:tomado por Akruk camo referencia para evaluar
los medios contentendo el suero de coneja; en el trabajo aqui repor-
tado también se le usa para comparar los resultados con suero de cone-
ja y con heparina.

a) Anilisis de los efectos producidos por heparina.

» Bs de esperarse que un método de capacitacién ya evaluaéo en cuan~
to a su efecto liberadoy de enzimas y a su efecto capacitante, sirva co=
mo marco de comparacién para el efecto que produce la heparina en la 1li
beracifn de enzimas acrosamales.

Akruk {21) en sus experimentos encontrS que la liberacifn de ambas
enzimas, por contacto durante 20 horas con medio que contenfa suero de
coneja estimulada, correspondia a un 51 % de espermatozoides que sufrie
ron la reaccidn acrosomal; en el caso de los resultados del reporte a-
qui presentado,se describen aumentos en la liberacifn al sobrenadante
de enzimas con respecto a los resultados con medio de Bracket por 1/4
de hora (control),cercanos a los reportados por Akruk en sus experimen
tos; ‘asf tenemos que para la arilsulfatasa este autor ve aumentos de
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1000 % y en este trabajo se encontraron de 700 %; con respecto a la
B-N-acetilhexosaminidasa, sus experimentos mostraron aumentos de 500
% y los aqui reportados son de 466 % . Por otra parte se encontrd un
aumento a medida que pasaba el tiempo, lo cual podria apoyar la argu
mentacifn de Akruk respecto al efecto labilizador del suero en las -
membranas a lo largo de las 20 horas.

Pasando al estudio de los efectos de la heparina, se puede notar
que este agente al estar en contacto con el espermatozoide de conejo,
provoct una liberacién de enzimas que en el caso de la arilsulfatasa
son equivalentes con la liberacién producida por el suero, y en el -
caso de la B-N-acetilhexosaminidasa esa liberacién es mucho mayor que
la producida por el suero (gréficas 2 y 5); por otra parte las deter-
minaciones en c€lulas sedimentadas tratadas también mostraron efectos
por la presencia de heparina, es decir que este agente ocasionS una -
activacién y/o exposicién en la superficie celular; es importante ha-
cer notar que los efectos mencionados se presentaron desde 1/4 hr de
incubaci6n, existiendo adems una correlacién llineal directa de las
dos enzimas con el aumento en las concentraciones de heparina hasta
120 UI, aunque este efecto lineal no se hizo evidente en el caso de
las c€lulas sedimentadas resuspendidas.

Un hecho importante se muestra desde el punto de vista de méxima
liberacién, pues en el caso de la heparina, este punto se alcanza a -
1/4 hr, observacifn radicalmente diferente en comparacién con el efec
to del suero.

El hecho de que la heparina produzca la liberacién de enzimas en
forma diferente a la producida por el medio de Akruk (21), abre la po
sibilidad de un mecanismo de acci6n también diferente a una labiliza-
cifn gradual de membranas para el caso de la heparina.

Delgado (55) en sus experimentos encontrS la presencia de recep
tores para heparina en espermatozoides de humano, alcanzando una mi-
xima captacién de heparina aproximadamente a los 30 minutos; la posi
ble existencia de dichos receptores en espermatozoide de conejo pue-
de correlacionarse con las observaciones de la r8pida liberacifn de

enzimas y el aumento en la liberaci6n de enzimas en relacién lineal
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con la concentracién de heparina. Sin embargo se camprende la necesidad
de estudios tendientes a probar la existencia de dichos receptores v su
posible papel en el complejo proceso de capacitacifn y reaccifn acroso-
mal,

La discusi6én de los resultados observados con 1000 UI de heparina
se ve imposibilitada por la falta de antecedentes y de experimentos com
plementarios.

b} Propiedades y funcién de las enzimas.

Prestando atenci6n a los resultados de p~N-acetilhexosaminidasa se
nota que las lecturas correspondientes a sedimentos con suero y hepari-
na (gréficas 7 y 9) presentan una disminucién en las lecturas después -
de pasadas 20 horas de incubacién, serfa esto indicio de una liberacién
paulatina de enzima activa del espermatozoide al sobrenadante; serfa di
ffcil confirmarlo, mis aGn si se observan lecturas de sobrenadantes con
heparina (grafica 6), en este caso se ve el mismo comportamiento de dis
minucién con el tiempo; esta iltima observacién pone en evidencia que -
la deteccifn de la enzima sufrié una disminuci®n con el tiempo, lo cual
podrfa explicar los comportamientos en sedimentos antes descritos.

En los resultados se refleja que los efectos del suero y la hepari
na también se encuentran en los sedimentos para ambas enzimas; sin em -
bargo son de especial significancia los valores para P—N—acetilhexosang
nidasa; los valores para esta enzima en sedimentos son por mucho supe -
riores a los detectados en sobrenadantes; esta diferencia, ya observada
por Mack (32) en espemmatozoide de hwmano con capacitacién con suero —-
isBlogo, estd indicando una especial tendencia de una considerable pro-
porcién de la enzima para activarse,pero manteniéndose unida al esperma
tozoide.



Farroqui (44,47)en sus estudios de aislamiento v caracterizaqién
de estas enzimas, discute la posible Ffuncifn de &stas en el complejo -
proceso de fertilizacidn; este autor describe la zona pellucida como -
una capa no cclular conteniendo qlucoproteinas, glucoproteinas sulfa-
tadas y qlucosaminogiucanos sulfatados, siendo necesaria una accidn -
sucesiva de la arilsulfatasa, }3—N—acetilhoxosaminidasa y por Gltimo la
acrosina para que el espematozoide atraviese esta capa.

) Las observacicnes microscépicas indican que al momento de estar
en contacto con la zona pellucida, el espematozoide ya ha perdido
el acrosama, con &sto las enzimas que sirven para atravezar este in -
vestimento nccesitarfan actuar unidas a la membrana acrosomal interna,
tal serfa el caso de la p-N-acetilhexosaminidasa y de la acrosina, en
los experimentos aquf reportados la arilsulfatasa no s6lo se activé so
bre espermatozoides, sino que también se presentd considecablemente
en sbbrenadantes, este hecho.podria explicarse si se supone que esta
enzima no sblo actlie sobre los grupos sulfato de la zona pellucida -
sino en otras capas mids externas, de hecho se ha observado {44) una ~
accién sinérgica de la arilsulfatasa con la hialuronidasa para disper-
sar el cumwlus oophorus,
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1.- Al poner en contacto una poblacién de espermatozoides de conejo

30-

con heparina, se observé una liberaciSn de las enzimas acrosoma
les Arilsulfatasa vy )B-N-acctil.hexosaminidasa; el cfecto de la -
heparina también se manifestd en un aumento ¢n la deteccitn de
estas enzimas en el sedimento celular separado de los medios de
incubacién sobrenadantes.

La.presencia de la heparina ocasion8 una liberacion de estas -~
dos enzimas acrosomales que, fue similar a la causada por el a-
gente capacitante desarrollado por Akruk (21), ¢s decir incuba-
cifn en medio complementado con suero de coneja en ovulacién.ls
to.da la pauta para sugerir a la heparina como un compuesto que
podria jugar un papel importante en el proceso de capacitaci6n
del espermatozoide de conejo.

Los experimentos desarrollados mostraron comportamientos de las
enzimas ensayadas , acordes con las funciones atribuidas a las
mismas por alqunos autores (44,47) ,en el mamento de la fertili-
zacién,
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RESUMEN



En este trabajo experimental se 1lev6 a cabo una serie de ex-
perimentos en los que se probd que la heparina causa la liberacidn
de algunas enzimas acrosomales (Arilsulfatasa y p—N—acetilhexosa—
minidasa) en espermatozoide de conejo, la cual resultd ser semejan
te a la causada por el método capacitante desarrollado por Akruk (
2l).

As{ mismo, se realizaron experimentos con el fin de contar -
con datos para discutir alguna forma en que la heparina estd ac —-
tuando en la célula espermitica para liberar las enzimas, dichos -
experimentos consistieron, pcr un lado en la variacién de las con-
centraciones de heparina que se pusieron en contacto con una pobla
cién de espermatozoides, y por otro en la variacién del tiempo en
que estas cflulas estuvieron en contacto con la heparina; de esta
discusifn se sugiere que la heparina causa la liberacién enzimdti-
ca por un mecanismo diferente al producido por el método capacitan
te probado.

Los resultados observados en los experimentos coinciden con -
algunas suposiciones (44,47), sobre la funcién de las enzimas ensa
yadas en el proceso de fertilizacidn.
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