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INTRODUCCION

Los estudios de las proteinas nucleares de una gran
variedad de tipos celulares se han llevado a cabo con la idea
de que estas proteinas son de alguna manera responsables de
la definicidén fenotipica de las células, para la iniciacidn,
continuacién y cesacidn del crecimiento y divisidn celular.
En este fendmeno participan tanto proteinas estructurales,
como proteinas reguladoras y enzimas.

Las proteinas nucleares juegan un papel esencial en

v
la organizacidn de la cromatina durante la interfase, de los
cromosomas en la metafase, de los elementos nucleolares y de
la membrana nuclear (1). Las proteinas reguladoras aseguran
solamente la disponibilidad de aquellas unidades de la infor
macién genética requerida para la funcidn propia de cada tipo
celular (2). La existencia de estas proteinas reguladoras
especificas, responsables del control genético en células
eucaridticas fue confirmada por trabajos recientes de Bonner
etral (3)- IL.as enzimas nucleares catalizén reacciones tales
como replicacidn, transcripcién, las modificaciones fisicas
y quimicas de los acidos nucleicos y posiblemente la sintesis

de proteinas especificas del nacleo (4);



Los eventos moleculares en el nacleo, deben de invo

lucrar ademas a un gran nimero de proteinas diferentes.

GENERALIDADES

Cromatina.- La cromatina es una estructura compleja
desde el punto de vista de su naturaleza quimica,y bioguimica-
mente es uno de los constituyentes macromoleculares mas intere
santes de la célula, ya que contiene las estructuras denomina-
das genes, los cuales, comoO es bien sabido, regulan la heren-
cia, la diferenciacidn celular, e indirectamente el metabolismo
de los organismos eucaridticos.

De acuerdo a Mirsky (5), el término cromatina fue
ideado por Fleming (6), para indicar el material del nGcleo
de la célula que toma coloraciones béasicas. Sin embargo
esta definicién de cromatina 1imitaria el uso del término més
o menos al DNA. La definicién de cromatina de Bonner et al
(3), que considera a la cromatina como la forma extendida de
los cromosomas encontrada en el nGicleo entre las divisiones
mitéticas de la célula, describe razonablemente bien el mate
rial gue comunmente se llama cromatina. Los cromosomas
durante la interfase aislados en forma extendida se denominan
cromatina, pero como los cromosomas de la interfase pueden
estar también en la forma condensada (7) y no hay razdén para
no considerar a todos estos cromosomas colectivamente como

cromatina.



Heitz (8) ha hecho una nueva distincién entre estos
dos tipos de cromatina, describiendo como heterocromatina a
la porcién de cromatina nuclear que se mantiene en forma conden
sada durante la interfase, y eucromatina, el resto de la croma
tina nuclear gue se encuentra en forma extendida.

Cooper (9) ha sugerido gue la heterocromatina y la
eucromatina difieren en sus conformaciones biofisicas y en las
expresiones metabbdlicas de sus genes, pero no en la estructura
basica del DNA ordenado en los cromosomas. A este respecto
se han realizado estudios genéticos detallados sobre los cro-
mosomas X heterocromadticos de células de hembras de mamiferos
(10) asi como de regiones de cromosomas Y heterocromdticos en
Drosophila (11) los cuales han revelado gque los genes en la
heterocromatina estadn reprimidos pero que pueden ser expresa-=
dos cuando la regidén de heterocromatina sufre una transicidn
a eucromatina. De manera similar algunos estudios citolégi
cos han revelado que la heterocromatina presenta una replica-
cién tardia de su DNA, sin observarse fijacidn de ligandos
del DNA como es el anaranjado de acridina (12) y presenta una
escasa o nula sintesis de RNA, efecto que se invierte cuando
la heterocromatina se transforma en eucromatina.

Estos y otros estudios apoyan fuertemente la idea
de que la heterocromatina representa segmentos reprimidos de

DNA cromosdémico, mientras que la eucromatina representa seg-



mentos activos y que estas dos conformaciones del DNA pueden
ser interconvertibles, y son una expresién del grado de dife
renciacién nuclear dentro de las células individualmente di

ferenciadas (13).

FUNCIONES DE LA HETEROCROMATINA Y DE LA EUCROMATINA.

A. SINTESIS DE RNA.

Frenster et al (14) han separado la heterocromatina
de la eucromatina pudiendo asi realizar una amplia variedad
de estudios biogquimicos y biofisicos gue han delineado tanto
la composicidn, como las funciones de la heterocromatina y de
la eucromatina.

Experimentalmente, ha sido posible observar gue
cuando se incuban nficleos con precursores de RNA sin la sepa-
racidén previa de la heterocromatina y de la eucromatina, esta
Gltima es la que contiene la mayor parte del RNA sintetizado
(14) . Estos hallazgos han sido confirmados por técnicas de
autorradiografia (15). El anilisis de la composicién de
estos dos tipos de cromatina reveld un contenido igual de
histonas en relacién al DNA, y gue existe una proporcidn ma-
yor de polianiones nucleares tales como RNA, proteinas resi-
duales y fosfoproteinas en la eucromatina (16). Estos mis
mos autores observaron que cuando se adicionaron polianiones

nucleares a la heterocromatina aislada, se produjo una desrepre



sién de la sintesis de RNA en la heterocromatina sugiriendo un
papel fisioldgico normal en el control de la transcripcidn pa-

ra estos polianiones nucleares.

B. SINTESIS DE DNA

Estudios similares a los descritos anteriormente se
han llevado a cabo incubando nficleos aislados durante la intex
fase con precursores de DNA sin la separacidén de la heterocro-
matina y de la eucromatina, los resultados mostraron también
que la eucromatina es la gue contiene la mayor parte del DNA
sintetizado (14). Posteriormente se ha demostrado que los
segmentos cromosémicos gue se transcriben para la sintesis de
RNA en la fase "Gl" de la interfase son los mismos segmentos
que sirven para la sintesis de DNA en la fase "S" de la inter
fase (17), sugiriendo esto, gue el patrbén de DNA que permite
la sintesis de RNA es igualmente propicio para la sintesis del
DNA.

COMPOSICION DE LA CROMATINA,

Los principales constituyentes de la cromatina son:
4cido desoxirribonucleico, proteinas nucleares, ciertas enzi-
mas unidas como las polimerasas de los &cidos nucleicos, una
pequefia cantidad de acido ribonucleico y generalmente, una

pequefia cantidad de lipidos (18).

Las proteinas nucleares se han clasificado en dos

grupos :



I. Histonas.

II. Proteinas No-Histénicas 6 Acidicas (las cuales
incluyen a las enzimas nucleares) .

En afios recientes se ha logrado un progreso notable
en la quimica de las proteinas nucleares, particularmente de
las histonas y esto-ha servido como una base para posterio -
res consideraciones de su interrelacidén con el DNA.

I. HISTONAS

Las histonas son proteinas basicas que estan aso-
ciadas al DNA de las células somaticas de todos los organis-
mos eucaridticos, pero no han sido reportadas en los proca-=
riotes (19). Se les ha considerado como proteinas estruc-
turales debido a que reunen ciertas caracteristicas comunes,
tales como un contenido de més del 20% de aminoadcidos basicos,
no contienen triptofano y sbélo contienen pequefias cantidades
de cisteina o cistina, aunque no se puede descartar que tengan
funciones reguladoras especiales, tal como lo han propuesto
Stedman y Stedman (20).

El uso de técnicas como la electroforésis en gel de
acrilamida (21), ha favorecido el andlisis de las histonas,
permitiendo una clasificacibén segin su contenido de aminodci
dos en: a) histonas ricas en arginina y glicina, b) histo-
nas ricas en serina y lisina, dos tipos intermedios, uno gque
contiene arginina y lisina ¢) y otro rico en arginina d) y

e) un grupo de proteinas que esta constituido de histonas
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ricas en valina y lisina. Aunque hay cinco clases principa
les de histonas en la mayoria de los tejidos existe una hete-
rogeneidad dentro de estos grupos que resulta de modificacio-
nes guimicas de algunos aminoadcidos especificos, como en las
histonas ricas en arginina que han sido extraidas de timo de
ternera y que en algunos sistemas electroforéticos se separan
en dos subfracciones; una banda que es la histona principal y
la otra gue contiene un grupo acetilo (22). Este tipo de
modificaciones guimicas como acetilacién, metilacién y fosfo-
rilacién que pueden sufrir algunos aminoacidos, fig (1) incre
menta el nfmero de variantes de las histonas (23).

La estructura de la cromatina depende del tipo de
célula, su ciclo y su edad y del método de extraccidn. En
1a metafase, la cromatina contiene de 13 al 17% de DNA, 8-15%
de RNA y 68-79% de proteinas (24), mientras que en la interfa
se la cromatina contiene aproximadamente 25% de DNA, de 3 a
4% de RNA y 70% de proteina (24). Aunque la estructura de
la cromatina no estéd bien definida, hay varios estudios re-
cientes que proporcionan una visién de como interaccionan
las histonas con el DNA. La elucidacidén de la secuencia de
aminodcidos de las histonas ricas en glicina ¥y arginina ha
permitido la construccién de modelos, en los cuales la regidn
amino terminal de estas histonas se acomoda como unacX-hélice

en las largas acanaladuras de la doble hélice del DNA (25).



Los grupos o{-amino de residuos de lisina forman
puentes salinos con los grupos fosfato del DNA ., De manera
similar se comportan las histonas que contienen arginina Yy
lisina (26).

Numerosos estudios fisicos han mostrado que las
histonas ricas en glicina y arginina adoptan una estructura
de ol-hélice cuando se unen al DNA, no asi, cuando estéan libres
en solucién (27). Inversamente cuando las histonas ricas
en lisina se unen al DNA, el comportamiento fisico es el de
una proteina en forma extendida; otros trabajos hechos sobre
histonas ricas en serina y lisina (28), apoyan la idea de que
las regiones basicas son los sitios primarios de la interac-
cién y que las regiones no basicas parecen tener estructura
secundaria gque pueden ser sitios para las interacciones his-
tona-histona.

Los perfiles de desnaturalizacién térmica de varios
complejos de DNA-histona indican que los efectos de cada his-
tona sobre la estructura del DNA son bastante especificos
(29) . Estudios similares sobre la interaccién de histonas
ricas en serina y lisina con DNA indican que los residuos
amino terminales estabilizan al DNA contra la desnaturaliza-
cibén térmica mucho mejor que las porciones carboxilotermina-
les (30).

Recientemente Clark y Felsenfeld (31), reportaron
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gue cuando se remueven selectivamente de la cromatina todas
las histonas excepto las ricas en glicina y arginina y las
histonas ricas en arginina, estas dos clases de proteinas
permanecen firmemente unidas a segmentos intactos de DNA

gue contienen grandes cantidades de guanina y citocina, 1o
cual confirma que debe haber una interaccién especifica entre
las histonas y las bases que componen el DNA. Aunque el
nimero de aminodcidos basicos es aproximadamente igual al
ntmero de nuclebétidos cargados negativamente en la cromatina,
la titulacidén de la cromatina con polilisina (32), muestra que
aproximadamente el 48% de los grupos fosfato del DNA en la
cromatina estan libres. Esto estd de acuerdo con los resul
tados obtenidos por Simpson (33) sobre la modificacidén de la
cromatina de higado de conejo con anhidrido acético que al-
canza un valor de acetilacidén de 54 residuos de amino acidos
por 100 pares de bases.

Otros estudios en los gue se ha empleado la diges—
tién de la cromatina con tripsina demuestran que 55 peptidos
unidos por 100 pares de bases del DNA son susceptibles al
rompimiento (33).

Estos resultados hacen pensar que la cromatina tie
ne una conformacidén de super-enrrollamiento y que la interca
lacién de las histonas a través del DNA actua favoreciendo

esta conformacién (34).
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II. PROTEINAS NO-HISTONICAS

En la actualidad se ha enfocado la atencibén al estu
dio de la funcién bioldgica de las proteinas no-histénicas e}
acidicas que estan asociadas a la cromatina de células euca-
ribéticas. Se han realizado estudios en sistemas bacterianos
(35), que presentan la ventaja de que facilmente se pueden
disponer de mutantes, lo que ha permitido un rapido avance en
el andlisis estructural y funcional de estas proteinas.

Las proteinas no-histénicas contienen grandes canti
dadeé de Acido glutamico y acido aspartico (36) y en contras-
te con las histonas, las proteinas no histénicas, presentan
una gran heterogeneidad, tanto estructural como funcionalmente.

Busch (37), observd que las proteinas no-histénicas
eran capaces de formar complejos con las histonas desplazando
las del DNA. También se ha reportado que estas proteinas
no-histénicas se unen directamente al DNA (38). Es posible
gue las proteinas no histénicas de la cromatina jueguen un pa
pel importante en a) La regulacidén de la actividad genética
por apertura de las regiones del DNA en la cromatina para ser
usadas como patrones en la sintesis de RNA, dependiente de
DNA, b) La regulacidén continua de la actividad genética, de
terminando de este modo los patrones de restriccién del DNA
en la cromatina Que regiones van a ser permanentemente inagc
tivas no disponibles para la transcripcidn y cuales regiones

podran serlo) c) ILa regulacién de la velocidad de transcrip
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pcién del DNA por medio de la enzima RNA polimerasa, Y d) | El
mantenimiento de la organizacidén de la cromatina en los cromo
somas tanto en la interfase como en la metafase (39).

Por otra parte, se ha supuesto que los represores
genéticos tienen sitios especificos de unién sobre el DNA.
Sin embargo, a diferencia de los sistemas bacterianos donde
la mayoria de las proteinas no-histénicas unidas al DNA pare-
cen tener funciones represoras (35), en las células de mamife
ros la eucromatina tiene un contenido de proteinas no-histdéni
cas mas alto que la heterocromatina y las proteinas acidicas
involucradas en el control genético tienen funciones desrepre
soras, mas que funciones represoras (16) .

Recientemente, se ha sugerido que las proteinas no-
histénicas pueden servir como ‘"sitios de reconocimiento" pa
ra ciertas proteinas citonucleares, que estan involucradas en
la regulacién de la transcripcidn (40) .

Hay una prueba considerable de que los receptores
hormonales en el citoplasma de células especificas transpor-
tan a algunas hormonas & sustancias activadoras al interior
del niicleo donde el complejo hormona-receptor se fija a sitios
especificos del gene (41) (42). Algunas hormonas esteroides
incrementan la velocidad de sintesis de las fracciones especi
ficas de proteinas no-histodnicas (43) .

La presencia y actividad funcional de tales recepto
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res en el oviducto de pollo, hacen que los estrdgenos induzcan
el crecimiento y la diferenciacidn asi como produccidén de oval
bumina y otras proteinas de la clara del huevo (42) . En el
oviducto también existe un receptor especifico para progeste-
rona y el complejo receptor-progesterona se une a la cromati-
na (42). 4

Las proteinas de la cromatina asociadas con el com-
plejo esteroide-receptor son acidicas y presentan especifici-
dad de tejido (44) . Los estudios con cromatinas reconstitul
das indican que la capacidad receptora a hormonas esteroides
es debidg a las proteinas no-histénicas unidas al DNA del
oviducto (40) (45). La reconstitucién de la cromatina con
histonas de otras fuentes ajenas al oviducto, muestra gque no
existe especificidad para las histonas.

Un sistema anadlogo se ha descrito para el Gitero de
la rata (43).

Lo anterior parece indicar que las proteinas no-
histénicas juegan un papel importante en el mecanismo de
accién de algunas hormonas.

Para el estudio de la estructura y funcidn de las
proteinas basicas cromasdémicas; el desarrollo de la célula
espermatica ofrece una serie Gnica de eventos ya que su for
macidén a partir de la espermatogenia es un proceso complejo

que involucra divisidén celular y diferenciaciobn. Durante
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estos procesos el nimero de cromosomas se reduce a la mitad y
tanto el material nuclear como el citoplasmico se reorganiza
de una manera muy especial (46) .

En la Gltima fase de la espermatogénesis (fig. 2)
ocurre un fendmeno de metamorfosis en el cual las espermati-
das se diferencian en espermatozoides sin divisidn posterior.
Esto involucra una alteracidén radical en la forma celular du-
rante la cual la mayor parte del citoplasma incluyendo acido
ribonucleico, agua y glucogeno se pierde (47) < La esperma
tida es una célula moderadamente grande y redonda, mientras
que el espermatozoide es una célula alargada completa y mdvil.
(fig. 3).

Gledhill (48), ha reportado que durante la diferen
ciacién de las espermatidas en espermatozoides ocurre un re-
emplazamiento de las histonas de tipo somAdtico, por histonas
mucho mis basicas con un alto contenido de arginina.

Como una consecuencia de este proceso de reempla-
zamiento, la cromatina del espermatozoide llega a ser alta-
mente condensada y el nicleo mismo sufre una marcada contrac
cién (49), y la expresidén genética de las células diferencia
das queda totalmente reprimida (50) .

Es posible que el primer aspecto (condensacién)
sea la funcién primaria de las histonas y que el segundo (re

presién) ocurre solo como una consecuencia del empaquetamien
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to del DNA haciendo de esta manera al genoma del espermatozoi
de indisponible para la transcripcidn.

Por otra parte, la modificacién del metabolismo del
espermatozoide por estrbgenos ha sido descrita por Hicks y
Rosado (51). Sin embargo la escasez de sintesis de RNA vy
de sintesis de proteinas»por estas células hace dificil la
interpretacién de estos resultados. De acuerdo a los estu
dios recientes realizados por Hernandez y col. (52) sobre el
transporte de estradiol y testosterona al nicleo del esperma
tozoide indican que existe en el espermatozoide un mecanismo

activo para efectuar este transporte.

Con el objeto de dilucidar el posible papel que
juegan las proteinas nucleares del espermatozoide, desde el
punto de vista estructural y/o funcional, hemos decidido ais
lar y caracterizar a las histonas y a las proteinas no-histd
nicas del espermatozoide humano y estudiar la fijacién "in

vitro" a estos des tipos de proteinas de algunas hormonas

esteroides.
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MATERIAL Y METODOS

I.- MATERIAL
a) Tubos de ensayo.
b) Tubos de centrifuga de vidrio y de plédstico de 12 ml.
c) Vasos de precipitado.
d) Pipetas.
e) Micropipetas.
f) Pipetas Pasteur.
g) Propipetas.
h) Matraces.
i) Viales.

j) Columnas.

II. REACTIVOS
Se usaron de las marcas: Sigma, Merck, Baker, Mallinckrodt,
Gadir, Eastman Organic Chemical, Amersham/Searle y Bio-Rad.

1. Amortiguador Krebs-Henseleit pH 7.4 (libre de calcio) .

Cloruro de sodio 0.154 M (100 partes)
Cloruro de potasio 0.154 M ( 4 partes)
Fosfato monopotasico 0.154 M ( 1 parte)

Sulfato de magnesio
Heptahidratado 0.154 M ( 1 parte)
Bicarbonato de sodio 1.3% ( 21 partes)

Ajustar el pH con HC1 IN
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Solucidn de formol

Formol al 1%

Citrato de sodio al 2.5%

6.

7.

8.

10.
akalls
12.
13
14.
15.
16

17.

Ditiotreitol (DTT) I M

Bromuro de Cetiltrimetilamonio (CTAB) al 5%

Amortiguador de Tris-HC1 0.01 M pH 8

ffris (Hidroximetil) aminometano) conteniendo Triton
X - 100 al 1%

Amortiguador de Tris-HCI 0.01 M pH conteniendo

desoxicolato de sodio 0.01 M.

Amortiguador de Tris-HC1 0.01 M pH 8.

Amortiquador de Tris-HC1 0.01 M pH 8.0 conteniendo

NaCl 0.6 M, 2-mercaptoetanol 0.2 m urea 4 M

Bio-Gel P-2 (50-100 mesh).

Bio-Gel P-10 (200-400 mesh) .

HC1 0.01 M, 0.25M y 4 M.

Acido tricloroacético al 40% y 50%.

NaCl 0.14 M

Cloroformo (grado espectro).

Metanol

Eter anhidro

Amortiguador de Tris-HC1 0.1 M pH 8 conteniendo

etilendiamino tetraacetato de sodio (EDTA) 0.01 M y

2-mercaptoetanol 0.07 M.
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3812

19,

20.

200

22.

23.

24.

25

26.

270

28.

29.

30

3.

32.

Fenol (grado reactivo)

Se destildé a 182°C para su uso.

Acido acético 0.1 M conteniendo 2-mercaptoetanol 0.07 M

Acido acético 0.05 M conteniendo urea 9 M y 2 mercapto-

etanol 0.07 M.

Solucidn amortiguadora de Tris-HC1 0.1 M pH 8.4 contenien

do urea 8.6 M, EDTA 0.01 M y 2-mercaptoetanol 0.07 M.

Etanol (grado espectro).

Dodecil sulfato de sodio al 3% (SDS).

HC10, 0.5 M, 1 My 2 M.
L J

NagOH 1 N.

Acido Acético 0.9 N

Amortiguador de fosfatos 0.01 M pH 7.2 conteniendo SDS

al 0.1%, 2-mercaptoetanol 0.07 M y Sacarosa 0.25 M.

17-B estradiol—G,?—H3 (act. esp. 4.8 Ci/mmol)

Progesterona—7—H3 (act. esp. 4.2 Ci/mmol).

Testosterona—7-3H (act. esp. 5 Ci/mmol).

Solucién centelleante: 2,5 difenilixazol al 0.4% (PPO)

1,4-bis (2-(5-feniloxazolil) benceno al 0.01% (POPOP)

en tolueno.

Solucidén de TEMED

Hidroxido de potasio 1 N 48 ml
dcido acético glacial 17-2 ml
N, N, N', N', tetrametil

etilendiamina (TEMED) 4 ml
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33. Solucién de acrilamida

Acrilamida 30 g
N, N',-metilenbisacrilamida 0.8 g
agua desionizada a 100 ml

34. Catalizador

persulfato de Amonio 2%

en urea ’ 10 M
35. Tris (hidroximetil) aminometano 1857 g

dodecil sulfato de sodio al 10% 4 ml

4cido clorhidrico 6 N para pH 8.8

ajustar con agua destilada a 100 ml
36. Tris (hidroximetil) aminometano 6.0 g
dodecilsulfato de sodio al 10% 4 ml

4cido clorhidrico 6 N para pH 6.8

ajustar con agua destilada a ‘ 100 ml
37. Glicina 0.192 M 14.4 g

dodecil sulfato de sodio 0.1% 1.0 g

Tris (hidroximetil) aminometano 0.025 M 3.0 g
38. Persulfato de amonio al 10%
39. Azul de metileno 0.02%

40. Azul de bromofenol al 0.02% en sacarosa al 50%

41. Azul brillante de coomassie al O. 05% en Acido tricloro-
Zcetido al 50%

42. Acido acético al 7%
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III. APARATOS
1. Microscopio (Carl Zeiss)
2. Agitador magnético (Arthur H. Thomas, Co.).
3. Potencidmetro (Metrohm Herisau modelo Composter E-338).
4. Ultracentrifuga refrigerada RC2-B.
5. Colector de fracciones LKB modelo 1700.
6. Liofilizadora (Virtis).
7. Espectrofotbébmetro Coleman Jr. modelo 635.
8. Densitbémetro Kipp & Zone.
9. Centrifuga Clinica (Clay Adams, Inc.).
10. Camara para electroforésis (Buchler Instruments N°1004).
11. Fuente de Poder (Buchler Instruments N°3 1008).
12. Espectrofotdmetro Ultravioleta Unicam SP-800 B.
13. Egpectrofotémetro de Centelleo Liquido (Packard Modelo
3390) .
IV, METODOS

A. AISLAMIENTO DE LOS NUCLEOS DEL ESPERMATOZOIDE.

Los espermatozoides fueron obtenidos de eyaculados
de donadores voluntarios sanos y fértiles, los cuales después
de recibirse en vasos de precipitados se dejaron reposar du
rante 60 minutos a temperatura ambiente para permitir la
completa disolucién de los coagulos presentes. Con la ayuda
de un microscopio de luz (Carl Zeiss) se hizo una seleccibn

de las muestras aplicando los siguientes criterios:
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a) Alto contenido de espermatozoides. (Mas de 108 esp/ml) .

b) Bajo contenido de leucocitos, limitdndose estos a un nGme-
ro de 5 células por campo. Analizando por lo menos 10
campos con un aumento de 320 X.

c) Un volumen minimo de 2.5 ml.

Para las condiciones de trabajo fue necesario reunir
de 8 a 10 muestras de semen gue proporcionaron un nimero aproxi
mado de 3 x 109 espermatozoides, los que se colectaron por
centrifugacidén a 3500 rpm durante 15 minutos utilizando una
centrifuga clinica (Clay Adams, Inc.).

El paquete de células obtenido se resuspendidé en 5 ml
de solucidén de Krebs-Henseleit, pH 7.4 (K-H) (53), se lavd tres
veces con la misma solucién y se centrifugd en las condiciones
antes mencionadas. Finalmente los espermatozoides se resuspen
dieron en 10 ml de solucibén de K-H. Una alicuota de esta sus
pensién se diluyd 10 veces y el recuento de espermatozoides se
hizo empleando una cémara de Neubauer y solucidn de formol al
1% conteniendo citrato de sodio al 2.5%.

Los espermatozoides asi lavados se resuspendieron con
solucidén de K-H 7.4 hasta obtener una densidad 6ptica de 1.2-
1.6 unidades/ml a 550 nm en un espectrofotémetro Coleman ‘Jr.
modelo 635. Esa D.O. corresponde a una concentracién de 100
133 millones de espermatozoides/ml (54). A esta suspensidn
se le adiciond una cantidad de ditiotreitol (DTT), suficiente

para obtener una concentracién final de 0.25 mM y se agitd
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durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después se agregd
bromuro de cetiltrimetil amonio (CTAB) hasta obtener una con-=
centracién de 0.25%, la agitacién se continué por 30 minutos.
Esta suspensidn se centrifugdé a 3,000 rpm durante 15 minutos
a temperatura ambiente obteniéndose asi la fraccién nuclear
pura, la cual se lavdé cuatro veces con solucibén de K-H en las
condiciones de centrifugacidn ya mencionadas. Se llevb a ca
bo un control por microscopia electrénica (fig 4) tomando
una alicuota de esta suspensidén que se centrifugé a 3000 rpm,
durante 10 min. Los sobrenadantes se descartaron y los nG-
cleos fueron resuspendidos Yy fijados en una solucién de gluta
raldehido al 215% en amortiguador de cacodilato 0.1 M, pH 7.4,
de acuerdo al método de.Sosa y Col. (55).

A continuacibén se presenta un diagrama de los pasos
seguidos durante el procesamiento de las muestras de esperma-
tozoides y de leucocitos.

B. OBTENCION DE CROMATINA.

De la fraccién nuclear se obtuvo la cromatina por el
método de Marushige (56). Los nicleos obtenidos siguiendo el
método descrito en el parrafo anterior se resuspendieron en 10
ml de solucién amortiguadora de Tris 0.01 M pH 8.0 conteniendo
Tritén X-100 al 1% y se dejaron agitando durante 12 hrs. a 4°C.
Al finalizar este tiempo la suspensidn se centrifugd a 1500 x g

en la centrifuga Sorvall modelo RC2-B durante 10 minutos utili



NGcleos de espermatozoides humanos fijados en una mezcla de
glutaraldehido y postfijados en tetroxido de osmio y nitrato
de lantano. Los nicleos muestran la preservacién de su for-
ma e integridad original, asi como también la ausencia de

otras estructuras contaminantes (X 70 000).
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zando el rotor SM-24. Los nficleos se resuspendieron nueva-

mente en 10 ml de una solucién amortiguadora de Tris 0.01 M,

pH 8 conteniendo desoxicolato de sodio 0.01 M y se incubaron

a 37° C durante 60 minutos. La suspensidén se centrifugd y

se lavd cuatro veces con 5 ml de la solucibédn de Tris 0.01 M

pH 8.0.

Fig.4AnDiagrama de los pasos seguidos para el aislamiento y

la purificacién de las proteinas nucleares, su caracteriza-

cibn y su capacidad receptora de hormonas esteroides.

Semen Sangre
Plasma Plasma
Seminal
ESPERMATOZOIDES
DTT, CTAB
s NUCLEOS=#» Tris-HCl, pH 8 4= LEUCOCITOS
2-Mercaptoetanol 0.2 M
y urea 4 M Solucidn A :
i Tris-HC1 0.1 M
CROMATINA pH 8.2
HC1 0.25 M EDTA 0.01 M
2-Mercaptoetanol
HISTONAS 0.07 M
Cromatografia en Gel Fend 73% (en BA)
Solucidn A’ Electroforesis en PROTEINAS

Tris-HC1 0.1 M, Gel de Acrilamida

pH 8.2
EDTA 0.01 M

2-Mercaptoetanol 0.07 M

Fenol 73% (en A)

L]

PROTEINAS Regiduo
NO-HISTONICAS Determinacién de:
Electroforesis en DNA (Difenilamina)
Gel de Acrilamida RNA (Orcinol)

Proteinas Insolubles en

Fenol (NaOH IN)

NO-HISTONICAS

Electroforesis en
Gel de Acrilamida
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Finalmente, la cromatina se obtuvo cuando los ntcleos
se incubaron por 2 hrs. a 37°C en la solucidén amortiguadora
de Tris 0.01 M pH 8.0 conteniendo: NaCl 0.6 M, 2-mercaptoeta-

nol 0.2 M y urea 4 M.

C. FRACCIONAMIENTO DE LA CROMATINA.

I. Aislamiento ¥ Purificacidén de Histonas.

El aislamiento y purificacidén de estas proteinas fue
a base de Cromatografia por filtracién en Gel el cual es un mé
todo de separacidén de proteinas, 4cidos nucleicos, carbohidra
tos y otras sustancias poliméricas basado en la diferencia de
tamafio de las moléculas.

Para nuestros fines se seleccionaron el Bio-Gel P-2
(50-100 mesh) y el Bio-Gel P-10 (200-400 mesh) . El primero
se recomienda cuando se requiere alta velocidad de flujo del
eluyente sin importar la resolucién ya que esta es baja, su
principal funcidén es eliminar exceso de sales. El1 segundo
ofrece ventajas en cuanto a resolucidén se refiere, pero la
velocidad de flujo es menor. Este producto se recomienda
para determinaciones de pesos moleculares y separaciones de
mezclas de proteinas.

Para la preparacién de las columnas el Bio-Gel se
dejdé hidratando durante la noche con agua destilada, equili~
bréandose después de su preparacién con HC1l 0.01 M.

A la cromatina obtenida como una suspensidn alta-
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mente viscosa se le adiciondé HC1l 4 M hasta una concentracidén
final de 0.25 M manteniendo el tubo en hielo durante el tiempo
de adicidn. Después de 30 minutos de incubacidn con agitacién
ocasional se centrifugd a 11,800 rpm por 20 minutos, recuperan
do las proteinas béasicas en la fraccidén sobrenadante. Este
sobrenadante se pasdé a través de una columna de Bio-Gel P-2

de 1.5 x 20 cm para eliminar el exceso de sales presente. Las
histonas se eluyeron con HC1l 0.01 M colectédndose en un volGmen
total de 40 ml al que se adiciond un volumen igual de dcido tri
cloroacético al 40%. Con el objeto de que las proteinas bési
cas precipiten, la mezcla se dejbé en reposo durante 12 horas en
refrigeracidén, después se centrifugd a 17,000 rpm durante 20 mi
nutos.

Las histonas contenidas en el precipitado se extraje
ron con 4 ml de HC1 0.25 N eliminando pequefios residuos por
centrifugacidén a 17,000 rpm. Las proteinas se precipitaron
nuevamente con acido tricloroacético a una concentracién final
20%. El precipitado gue se obtuvo por centrifugacién fue di-
suelto en 2 ml de solucidén amortiguadora de Tris 0.05 M pH 8.0

conteniendo cloruro de guanidina 4 M.

EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DE LA CROMATINA DE LEUCOCITdS.

Con el objeto de tener una preparacién de cromatina

gue pudiera servir como control, se utilizaron leucocitos huma
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nos que se obtuvieron a partir de 500 ml de sangre fresca, la
cual se dejd reposar en hielo por 2 horas con lo que se logrd
la separacidén de leucocitos en la fase superior. Esta fase
fue separada por succidén utilizando una propipeta y centrifuga
da a 3200 rpm por 10 minutos en una centrifuga refrigerada.

Los leucocitos se lavaron 3 veces con solucidn de
Tris-HCl1 0.01 M pH 7.2 y se incubaron a 37° C por 2 horas en
solucién de Tris 0.01 M pH 8.0 conteniendo NaCl 0.6 M, 2-mer-
captoetanol 0.2 M y urea 4 M, obteniendo asi la cromatina (56).

A. EXTRACCION DE HISTONAS.

La extraccidén y purificacidén de Histonas se hizo si
guiendo el procedimiento descrito previamente para los nicleos
del espermatozoide humano.

PURIFICACION DE LA FRACCION DE HISTONAS POR CROMATOGRAFIA

EN GEL.

Se prepard una columna de Bio-Gel P-10 de 1.5 x 25 cm
equilibridndose durante la noche con HC1 0.1 M. El volumen va
cio de la columna se mididé usando una solucidén al 0.02% de azul
de dextran 2000.

Se pasaron a través de la columna soluciones de pro-=
teinas tanto de espermatozoide como de leucocitos conteniendo
concentraciones aproximadas de 300 ug. La elucidén se hizo
con HCl1 0.01 M a una velocidad de flujo de 2 ml/min. Se co-

lectaron fracciones de 12 gotas, usando un colector de frac-
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ciones LKB modelo 1700, equipado con un graficador y un moni
tor para ultravioleta Uvicord II.

DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE TLAS HISTONAS POR

ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA.

para la separacidén electroforética de esta mezcla de
proteinas basicas fue necesario concentrar por liofilizacidn
1a muestra eluida de la columna de Bio-Gel pP-10.

Con el objeto de poder correlacionar los pesos mole
culares la distancia de migracidén de cada una de las bandas
de proteina, se utilizaron como estandares las siguientes pro
teinas: citocromo C (P.M. 12450) Ribonucleasa de Pancreas de
Bovino (P.M. 13700) Lisozima de huevo (P.M. 14400) y mioglobi-
na (P.M. 17800), de las cuales se prepararon soluciones de
aproximadamente 10 ug y que fueron tratadas para su aplicacidn
como se describe més adelante para las histonas.

ELECTROFORESIS

La electroforésis se llevd a cabo siguiendo el méto-
do de Wray y Stubblefield (57)., que utiliza acrilamida al 7.5%.

REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS.

Solucién 1l.- Hidrdéxido de potasio IN 48 ml
dcido acético glacial 17.2 ml

N, N, N', N', tetrametil
etilendramina (TEMED) 4 ml

agua desionizada a 100 ml

Solucién 2.- Acrilamida 30 g
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N, N',-metilenbisacrilamida 0.8 g

agua desionizada 100 g
Solucién 3.- Persulfato de amonio 2%

en urea 10 M

(Esta solucién se debe de
preparar al momento de usarse).

Para la preparacién de los geles se combinaron las
soluciones en las proporciones siguientes: 3 volimenes de 1la
solucién 1, 6 volimenes de la solucién 2 y 15 volimenes de la
solucidén 3.

Con esta mezcla se llenaron los tubos de 0.6 cm de
dismetro hasta una altura de 7 cm efectuadndose la polimeriza-
cién en un tiempo aproximado de 45 min.

Se aplicaron a los geles alicuotas conteniendo 12 ug
de proteina del espermatozoide y 20 ug de los leucocitos res-—
pectivamente, disueltos en sacarosa al 15% preparada en acido
acético 0.9 N. Se adicionaron 5 ul de azul de metileno al
0.02% como colorante indicador.

El electrolito utilizado fue acido acético 0.9 N y
1a corriente de 2 mA/gel en direccidén catddica en un equipo
Buchler Instruments durante 3 horas. Los geles se sacaron
enfriando los tubos en un bafio de hielo por 30 minutos y por
inyeccidén de agua, se fijaron con &acido tricloroacético al 10%
durante 10 horas y se tifieron de acuerdo al método de Panyim

y Chalkley (58) utilizando una solucidén de negro de amido al
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0.1% en etanol al 20% por 5 horas.

La decoloracidén se hizo por lavados sucesivos con
4cido acético al 7%. Los patrones electroforéticos se obtu
vieron por medio de un densitémetro Kipp & Zone.

EXTRACCION SALINA.- Una extraccién con NaCl 0.14 M permi

te remover componentes solubles y algunas proteinaslbésicas.
A la fraccidén nuclear que ocupa de 150 a 200 ul de volumen se
agregaron 2 ml de solucidén fria de NaCl 0.14 M y se homogeni-
z6 en un homogenizador tipo Potter-Elvehjem, después se agre-
garon 2 ml mas de solucidn de NaCl 0.14 M y se mezcld. El
homogeneizado se centrifugé por 10 minutos a 1,000 x gy el
sobrenadante se colectd. La extraccibén se repitidé una vez
mids y los sobrenadantes salinos combinados (8.0 ml) se utili-
zaron para determinar proteinas (59) .

EXTRACCION ACIDA.- El1 residuo anterior se suspendid en

2.0 ml de BCI 0.25 N frio, se agitd y se adicionaron 2.0 ml
mas de HCI 0.25 N frio, se mezcld y se dej6 reposar en hielo
por 1 hora. El material se recogid por centrifugacidén a
1,000 x g por 15 minutos. E1 sobrenadante se colectd y el
residuo se reextrajo otra vez en las condiciones anteriores,
excepto que la muestra no se dejé reposar en hielo. Los so
brenadantes combinados se conservaron en refrigeracibébn hasta
su analisis. En esta extraccién se recuperan las histonas

(60) .
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EXTRACCION DE LIPIDOS.- El exceso de liquido que quedd

junto con el precipitado de los procesos anteriores se elimi
nd por aspiracién ya que el agua puede causar separacibn de

las fases durante la primera extraccidén de lipidos. El re

siduo de la extraccidén écida se suspendié en 2.0 ml de cloro
formo-metanol - 1:1 (v/v) y se centrifugdé a 1,000 x g 5 minu-
tos, descartando el sobrenadante. El residuo se suspendid
en 2 ml de cloroformo-metanol 2:1 (v/v) (en ambos casos la

mezcla de cloroformo-metanol fue acidificada con 3 gotas de

HCl1 0.25 N), se centrifugd nuevamente y el material nuclear
se lavd con 4 ml de eter anhidro recuperando el residuo por

centrifugacidén a 1,000 x g durante 1 minuto.

A. SOLUBILIZACION DE LAS PROTEINAS ACIDICAS RESIDUALES.

El complejo résidual de DNA-Proteina se suspendid
cuidadosamente en 1.5 ml de una solucién amortiguadora .de
Tris-HCl 0.1 M, pH 8.2 conteniendo EDTA 0.01 M y 2-mercapto-
etanol 0.07 M.

A esta suspensidn se le adiciondé 1.5 ml de fenol,
saturado con el mismo amortiguador (fenol 73%) y la prepara
cién se homogenizd por 1 minuto en un homogenizador Potter-
Elvehjem a 1,500 rpm. La emulsién resultante se dejd agi
tando 18 horas a 4° C y se centrifugd a 1,200 x g durante 10
minutos. La fase acuosa junto con la interfase se separaron
cuidadosamente y se reextrajeron con un volumen igual de

fenol y después de una agitacidn por 30 minutos a 4° C se
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centrifugd nuevamente. Los extractos de fenol combinados se
dializaron por 3 horas contra 100 volimenes de acido acético
0.1 M conteniendo 2-mercaptoetanol 0.07 M. La dialisis se
continué con solucidn recien preparada hasta que la fase fend
lica se redujo a 0.5 ml aproximadamente. Se abrid el tubo
de didlisis y se separd la fase fendlica.

El fenol residual fue dializado contra acido acético
0.05 M conteniendo urea 9 M y 2-mercaptoetanol 0.07 M por 24
horas. La didlisis se continué por 2 horas mds en solucidn
amortiguadora de tris-HC1 0.1 M y 2-mercaptoetanol 0.07 M.
Este procedimiento de didlisis permite recuperar las proteinas
solubles en fenol de la fase acuosa para su posterior caracte-
rizacidn.

CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

A la fase acuosa del procedimiento anterior se agre-
garon 2 voltGmenes de etanol frio (grado espectro) con el obje
to de precipitar a los acidos nucleicos. Después de 60 minu-
tos de reposo en hielo, el precipitado se recuperd por centrifu
gacidén a 3,000 rpm durante 10 minutos. Este precipitado se
traté cohn 1 ml de 4cido percldérico 1 M y se calentd a 70°C por
15 minutos en un Temp-Block (Lab-Line Instruments, Inc.). La
muestra se centrifugd a 3,500 rpm 10 minutos y en el sobrena-
dante se determiné la concentracién de &cidos nucleicos. E1l

DNA se determind por el método de Giles y Myers (61) y el RNA
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por la reaccién con orcinol (62) .

El precipitado obtenido en el paso anterior se solu-
bilizé con la adicién de 1 ml de NaOH IN, permitiendo de este
modo medir las proteinas que permanecieron unidas al DNA .

EXTRACCION DE PROTEINAS-NO HISTONICAS DE LEUCOCITOS.

Esta fraccién de proteinas se obtuvo de leucocitos
aislados por el procedimiento ya descrito. Las extracciones
se llevaron a cabo de manera similar como se describibé para
los nficleos de espermatozoides humanos, sin embargo, sblo se
trabajé con las proteinas acidicas.

DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LAS PROTEINAS NO-HIS

TONICAS POR ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA .

Las mezclas de proteinas acidicas nucleares: la
fracciébn soluble en fenol correspondiente a los espermatozoi-
des, y a las proteinas acidicas de los leucocitos se analiza-
ron respectivamente por electroforésis en geles de acrilamida
(63) . El procedimiento usado esta bésado en la separacibn de
los complejos de proteina-dodecilsulfato de sodio (64), (65)
bajo condiciones en las cuales la distancia de migracibén de
las proteinas individuales puede ser correlacionada con sus
pesos moleculares (66) .

Ambas fracciones se prepararon para su separacibn
electroforética dializando las contra una solucién reguladora

de fosfato de sodio 0.01 M pH 7.2 conteniendo dodecilsulfato
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de sodio 0.1%, 2-mercaptoetanol 0.07 M y sacarosa 0.25 M. La
dialisis se llevd a cabo por 24 horas en 250 ml, de esta solu-
cibn. Un escaso precipitado formado se eliminé por centrifuga-
cibén a 15,000 rpm por 20 minutos.

Para preparar 12 geles de 10.5 cm de longitud con
un diimetro de 6 mm, se combinaron los reactivos en las siguien
tes proporciones.

A 18 ml de agua destilada, se agregaron 10 ml de so-
lucién A (tris 18.17 g, 4 ml de solucién de SDS al 10%, agua
destilada y HC1 6 N suficiente para hacer un volumen final de
100 ml a pH 8.8), 11,7 ml de solucién B (acrilamida 30 g.
N,N',-metilenbisacrilamida 0.8 g ¥y H20 para 100 ml). Las
soluciones combinadas se desaerearon con vacio a temperatura
ambiente en un matraz de 1 litro por 60 min. Después se agre
garon 0.12 ml de persulfato de amonio al 10% preparado en el
momento de usarse y 0.01 ml de N, N, N', N' ,-tetrametiletilen-
dianina (TEMED). La solucién se mezcldé y se llenaron los tu-
bos hasta la marca de 10 ml, cubriéndose la superficie con
0.02 ml de solucién 0.1% de SDS. La polimerizacién se efectud
en 45 min. La concentraciébn final de acrilamida fue de 8.75%.

El gel superior de 0.5 cm se preparad a una concentra
cibn de acrilamida del 3% adicionando, a 6.5 ml de agua destila
da 2.5 ml de solucién C (tris 6 g, 4 ml de SDS al 10%, HC1l a pH

6.8 y agua destilada para 100 ml), 1 ml de solucién B (la cual
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contiene la acrilamida) y 0.03 ml de persulfato de amonio al
10%, ya que no fue necesario desaerear esta solucidén, se agre
gbé 0.01 ml de TEMED y se polimerizaron 0.15 ml de solucién so
bre el gel inferior en un tiempo aproximado de 2 horas.

Una vez que se llevd a cabo la polimerizacién del
gel se adicionaron las prqteinas no-histbnicas a concentracio
nes de 240 ug para los espermatozoides y 300 ug para los leu-
cocitos, ambas contenidas en un volumen de 200 ul de solucibn
previamente mezclados con 100 ul de sacarosa al 50% contenien
do azul de bromofenol al 0.002%.

En otros geles se colocaron las siguientes proteinas?
Citocromo C (B.M. 11700), mioglobina (P.M. 17800), ovoalbumi
na (P.M. 43000), albumina bovina (P.M. 68000) y B-galactosida
sa (P.M. 130000) las cuales se utilizaron como estandares.

La caimara se llend con una solucién de Tris pH 8.4
conteniendo glicina 0.192 M y SDS al 0.1%.

La corriente necesaria para que las proteinas atravie
sen el gel superior fue de 2 mA por gel yde 4 mA cuando entra
ron al gel inferior. La electroforésis se suspendidé cuando
el colorante indicador estuvo a 0.5 cm del extremo del gel, lo
cual se logrd después de 5 horas aproximadamente.

Los geles se sacaron de los tubos enfriando en un ba
fio de hielo por 30 minutos e inyectando agua con ayuda de una
jeringa. Se fijaron en acido tricloroacético al 50% por 10

horas y se tifieron con solucién de azul brillante de coomassie
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al 0.05% en acido tricloroacético al 50% por 5 horas. Para
destefiir los geles se empled una solucién de acido acético al
7%. Los patrones electroforéticos también se obtuvieron con

un densitométro Kipp & Zone.

FIJACION DE HORMONAS ESTEROIDES A HISTONAS Y A PROTEINAS

NO-HISTONICAS.

Para estudiar la capacidad de fijacibén de las hormg
nas esteroides a la fraccidén de histonas y a la fraccibébn de
proteinas no histbnicas, tanto de leucocitos como de esperma
tozoides humanos, se emplearon preparaciones de proteinas ais
ladas y purificadas por los procedimientos descritos anterior
mente.

La formacién de los complejos de proteina-hormona
en cada uno de los casos, se llevbé a cabo bajo las condicio-
nes descritas por Defer et al (67).

MEDIO DE INCUBACION.- Fracciones de 240 ug de prQ

teina fueron incubadas con cada una de las siguientes hormo
nas marcadas: 17P-estradiol (act. Esp. 4.8 Ci/mmol) , proges
terona (Act. Esp. 4.2 Ci/mmol), y testosterona (Act. Esp.
5 Ci/mmol) a la concentracibén final de 6 x 108 m respecti~
vamente.

La incubacién se llevd a cabo por 3 horas a 4°C
con agitacién continua, en un medio contistutido de cloruro
de potasio 0.05 M, cloruro de magnesio 0.005 M, 2-mercapto-

etanol 0.001 M y el esteroide, haciendo un volumen final de
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200 ul.

ELECTROFORESIS .- Los complejos de proteina-esteroi

de fueron separados por los métodos de electroforesis ya des-
critos, el volumen de 200 ul conteniendo la mezcla de reaccibn
y las proteinas correspondientes se mezclaron con 100 ul de
sacarosa al 50%, conteniendo azul de metileno al 0.02%, como
colorante indicador en el caso de las histonas y azul de bro-
mofenol al 0.002% en el caso de las proteinas no-histbénicas.
Simultineamente, se corrieron controles tanto de proteinas cQ
mo de hormonas tratados de manera similar a los complejos.

Al terminar la electroforesis los geles control con
teniendo proteina se fijaron con idcido tricloroacético al 50%
y tanto la tincién como la decoloracidn se hicieron de manera
independiente para cada tipo de proteina como ya se describib
anteriormente. Los ot ros geles se cortaron en fracciones
de 2 a 3 mm utilizando un dispositivo especial para este tipo
de geles, las rebanadas fueron colocadas de 2 en 2 en viales
conteniendo 5 ml de solucidn centellante preparada con 2,5-di
fenilozazol al 0.4% y l,4-bis (2-(5-feniloxazolil) benceno
al 0.01% en tolueno recién destilado. Se dejaron extrayendo
durante la noche y se contaron en un contador de centelleo

liquido (Packard modelo 3390) .
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RESULTADOS

Los mejores resultados en la disociacidén de la croma
tina de los nftcleos de los espermatozoides humanos se obtuvie-
ron cuando éstos nficleos se incubaron a 37°C por 2 horas en una
solucién amortiguadora de Tris 0.01 M pH 8 que contenia NaCl
0.6 M, 2-mercaptoetanol 0.2 M y urea 4 M.

El mismo procedimiento se aplicd para disociar la
cromatina de los leucocitos, y esto permitidé que las histonas
presentes en ambas cromatinas fueran solubilizadas y extraidas
con la adicién de HCl a una concentracidén final de 0.25 N.

DISTRIBUCION CUANTITATIVA DE LAS PROTEINAS NUCLEARES DEL

DNA Y DEL RNA DURANTE EL FRACCIONAMIENTO DE LAS PROTEINAS.

En la tabla 1 se presentan los resultados del andli-
sis de cada una de las fracciones obtenidas durante el proceso
de aislamiento y purificacidén de las proteinas nucleares del
espermatozoide humano. Estos valores representan el promedio
de tres experimentos, razén por la cual no se da su desviacidn
estandar.

Como se puede observar, la mayor parte de las histo-
nas se extrae con HCl 0.25 N, aunque parte de estas proteinas
se disocia con cloruro de sodio 0.14 M (56). Combinando los
resultados de estas dos fracciones, se obtiene una relacidn
de histonas a DNA de 0.64, que resulta muy similar a la rela-

cién de 0.7 reportada por Marushige y Marushige (56) para la



40.

cromatina de espermatozoide de toro.

Con respecto a las proteinas no-histénicas obtenidas
en la fase fenblica, éstas fueron sometidas a didlisis exhaus-
tiva contra acido acético 0.05 M como se indica en Material vy
Métodos con el objeto de eliminar el fenol (0.003% final detex
minade espectrofotométricamente a 270 nm) ya que como se sabe,
interfiere en la determinacién colorimétrica de las proteinas
(59).

El1 analisis cuantitativo de esta fraccibn, dié una
relacién de proteinas acidicas a DNA de 1.08. Todavia después
de la extraccién de los acidos nucleicos con acido perclérico
1 M queda un residuo de proteinas. Estas proteinas posible-
mente son no-histénicas que estan fuertemente unidas al DNA y
que el fenol no es capaz de disociar del complejo, ya que 1la
adicién de NaOH 1 N permite extraer aproximadamente 31 ug de
proteinas por 108 espermatozoides.

La cantidad de DNA encontrada corresponde a una recu
peracién del 110%, ya que mientras que nosotros encontramos que
el espermatozoide tiene 3.3 pq de DNA, se sabe, que un nicleo
diploide contiene 6 pg de DNA (68) . Esta diferencia no es
grande y puede deberse a error de tipo experimental.

E1 RNA representa el 1.45% con respecto al DNA, lo
cual resulta dos veces mas alto cuando se compara con los da-
tos reportados en espermatozoide de toro, que han sido del

0.7% (57) y que en otros casos solamente habia sido reportado
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como trazas de RNA en este tipo de cromatina (69).
Recientemente, Paul y Duerksen (70) demostraron que
el RNA aislado de la cabeza del espermatozoide de toro es de
bajo peso molecular y que sometido a un campo electroforético
migra de manera similar al RNA asociado a la cromatina de eri
trocitos de pollo (caRNA). Esto nos sugiere que el RNA pre
sente en el espermatozoide humano puede ser "caRNMA" y que es-
t3 asociado formando parte estructural de la heterocromatina.
Las fracciones puras de las proteinas béasicas ng -
cleares de estos dos tipos de cromatina se obtuvieron por
filtracién en gel en una columna de Bio-Gel P-10. Los re-
sultados se muestran en la figura 5A donde se presenta el
perfil de elucidén de las histonas del espermatozoide, las
cuales se obtuvieron en un volumen de 16.8 ml. En la figura
5B gse presenta el perfil de elucidén de las histonas de los
leucocitos que se colectaron en un volumen de 16 ml.

DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LAS HISTONAS.

Cuando las histonas totales se sometieron a una
electroforésis en gel de acrilamida, estas proteinas se sepa
raron en bandas bien definidas (£ig. 6). Como se puede ©b
servar en estos patrones electroforéticos, en la cromatina
del espermatozoide existe una poblacibn de proteinas mas o
menos homogénea cuyos pesos moleculares estan comprendidos

0”24

entre 11,300 y 14,800 Daltons (Dalton = 1.67 x 1 g) vy
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una sola banda de peso molecular de 18,600 (fig. 7).

Sin embargo en el leucocito existe una distribucibén
electroforética diferente de estas proteinas y sus pesos mole
culares van desde 11,200 hasta 20,000 daltons (figs. 6 y 7).

Estos datos concuerdan con lo que se ha reportado
para las histonas de.otras.células somaticas, como eritrocitos
y nicleos de +imo de ternera (27) que presentan un n@imero
igual de bandas aunque hay pequefias diferencias en la distribu
cidén electroforética.

PESOS MOLECULARES DE PROTEINAS NO-HISTONICAS .

La fraccién de proteinas solubles en fenol es comple
ja, ya que comprende una mezcla de proteinas que difieren en
tamafio y movilidad electroforética. Las mezclas de proteinas
acidicas tanto de espermatozoides, como de leucocitos, se re-
solvieron en muchos de sus componentes gracias al uso de 1la
electroforésis. (fig.8). ILa electroforésis en presencia de
dodecilsulfato de sodio nos permitié separar las proteinas de
acuerdo a sus pesos moleculares. La tincién con azul brillan
te de coomassie reveld la presencia de muchas proteinas con un
amplio rango de pesos moleculares (figuras 9, 10 y 11).

Es importante sefialar que los limites de los pesoOs
moleculares de estas proteinas es grande y va desde los 10,000
daltons hasta 103,000 daltons.

E1 nfmero de bandas de proteinas y sus intensidades
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relativas fueron altamente reproducibles en las fracciones de
proteinas solubles en fenol preparadas de estas dos fuentes.

La complejidad de las proteinas no-histénicas la in
dican el gran nmero de bandas que se muestran en estos patro
nes electroforéticos. Como se puede ver, (fig. 8) hay una
diferencia muy marcada en el nfmero de bandas y en la distri-
bucién de éstas, entre las proteinas no-histénicas de una cé-
lula sexual, como lo es el espermatozoide, y una célula soma-
tica como en el caso del leucocito. En el espermatozoide se
jdentificaron 23 bandas y en el leucocito se detectaron Gnica
mente 15 bandas.

INTERACCION ENTRE PROTEINAS NUCLEARES Y HORMONAS

ESTEROIDES.

Es importante sefialar que cuando las histonas que
se incubaron con las diferentes hormonas se sometieron a
electroforésis, no se encontrdé ninguna fijacibén de esteroides
a este tipo de proteinas. Al analizar la radioactividad
contenida en cada una de las rebanadas del gel, se encontrd
que los esteroides no migran bajo las condiciones de corrien
te eléctrica empleadas (direccién catédica) .

Los controles de las histonas (fig. 6) indican que
no existe variacién en la distribucibn de estas proteinas.

En las figuras 9, 10 y 1l se presentan los resulta

dos que se obtuvieron al incubar las proteinas no-histénicas
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aisladas de los espermatozoides y de los leucocitos, en presen
cia de 17€—estradiol (=3, progesterona (3), vy testosterona
(#3) a concentraciones finales de 6 x 1078 M.

En la separacién electroforética de las proteinas
acidicas que se incubaron con 17B-estradiol se encontré que
esta hormona se fija selectivamente a una banda de proteina
de peso molecular de 75,000 en el caso del esperma tozoide,
mientras que no se fija de manera importante a las proteinas
del leucocito (fig. 9).

La fijacién especifica del estradiol que nosotros en
contramos coincide con las observaciones de Defer y col (67),
quienes encontraron que bajas concentraciones de estradiol,

9 oE
6 10 8 M producen una unién especifica a

del orden de 10~
proteinas no-histbnicas del higado de la rata. Si la concen
tracién de estradiol se incrementa, se produce una fijacibn
inespecifica. Esto se demostrd por dichos autores al incubar
previamente las proteinas no-histdénicas con corticosterona,
seguida de una incubacién con estradiol 10”7 M.

Cuando se incubaron las proteinas no-histénicas con
progesterona (#3) no hubo ninguna fijacién de esta hormona a
proteinas de espermatozoide, ni a proteinas acidicas de leuco
citos (fig. 10). Por el contrario, la testosterona se une
a una banda de proteina de peso molecular de 66,000 en la
cual se localiza la mayor parte de la radiactividad (fig. 11).

La testosterona no se fija a la fraccién de proteinas

no-histébnicas de los leucocitos, ya que como se observa en la
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figura 11, esta hormona queda libre y migra junto con el frente.

TABLA 1

DISTRIBUCION CUANTITATIVA DE LAS PROTEINAS NUCLEARES, DNA Y RNA
DURANTE EL FRACCIONAMIENTO DE LAS PROTEINAS.

EXTRACCION PROTEINAS DNA RNA

Proteinas solubles
en NacCl 0.14 M 78+

Proteinas solubles
en HC1 0.25 M 133

Proteinas solubles
en fenol 204

Proteinas solubles
en NaOH IN 31

Acido Percldrico 1 M 331 5

’ 8 <
+Los resultados estén expresados en ug/1l0 espermatozoides.



003- A
0-2"‘
0.1+

0.3] B

0.2
0.1

p.0. (230 nm )

1 T

5’0 ' 40 ' 60 ' 80 100
No. de Tubo

Fig.5

Perfiles cromatograficos de las histonas extraidas con HC1
0.25 M (columna de Bio-Gel P-10 de 1.5 x 25 cm) .

A. Histonas de espermatozoide humano.

B. Histonas de leucocitos.

Las histonas fueron liofilizadas y preparadas para su analisis
electroforético.
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INTERACC ION DE LAS PROTEINAS NO HISTONICAS CON LA PROGESTERONA
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el desarrollo de este trabajo tuvimos algunas di
ficultades para aislar y purificar las proteinas nucleares
del espermatozoide debide a 1a estructura de tipo queratinoi-
de de su cabeza y su consecuente resistencia a varios agentes
quimicos. Afortunadamehte, estos problemas se resolvieron
bien con la utilizacién de cloruro de sodio 0.6 M y mercapto-
etanol 0.2 M en presencia de urea 4 M.

La filtracibén en columna nos permitié obtener las
fracciones puras de histonas (fig. 5), ya que estas proteinas
guedan libres de sales y la contaminacién con proteinas no-
histénicas es nula.

Los pesos moleculares que nosotros reportamos agui
tanto para las histonas del espermatozoide com@ para las hig
tonas del leucocito humano (fig. 7) estan dentro de los 1limi
tes de pesos moleculares reportados por Panyim y Col (22)
guienes han caracterizado a las histonas de células somiticas
de varios vertebrados y reportan pesos moleculares de 10,000
a 25,000 daltons. Nosotros encontramos que los pesos molecu
lares de las histonas de los leucocitos van desde 11,200 hasta
20,000 daltons y de 11,300 a 18,600 daltons para las histonas
del espermatozoide.

Las proteinas no-histénicas del espermatozoide cuyos

pesos moleculares van desde 10,000 hasta 163,000 daltons y las
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las proteinas del leucocito que van de 20,000 a 95,000 (fig.
9, 10, 11) demuestran que existe una heterogeneidad en las
proteinas del espermatozoide y del leucocito tanto en el nG-
mero como en el valor del peso molecular. Estos valores son
altos y estan de acuerdo con los datos obtenidos por otros
investigadores, puesto que se ha reportado en células Hela
que estas proteinas tienen pesos moleculares entre 15,000 y
180,000 daltons (60). En algunos microorganismos como Physarum
polycephalum se han detectado, por electroforésis, mas de
100 proteinas acidicas a las cuales adem&s de sus funciones
reguladoras, se les ha atribuido papeles enzimaticos, estruc
turales y cinéticos (71).

Un hecho importante que nosotros observamos en es-—
tos resultados es que el espermatozoide posee una poblacibn
de proteinas basicas cuyos pesos moleculares estan comprendi
dos entre 11,300 y 14,800 daltons, a diferencia del leucocito
que presenta una distribucién diferente de sus histonas.

La presencia de este grupo de proteinas basicas en
el espermatozoide humano con caracteristicas similares sugie
re que posiblemente, el mecanismo de reemplazamiento de las
histonas somaticas por un tipo de histonas méas basicas duran
te la diferenciacibn de la espermatida en espermatozoide tam
bién ocurre en el humano, tal como lo han descrito Gledhill

y col (48) para el espermatozoide: de toro y que ha sido
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bien demostrado por métodos citoquimicos en otras especies
de animales como ratones (72) y ratas (73).

Sin embargo este fenbmeno no ocurre en otras espe-
cies como en los equinodermos (74) (75) y moluscos (76) en
donde algunas histonas somaticas tipicas apafecen en sus es
permatozoides, variando este grado de conservacién histénica
de especie a especie. En aquellas especies en donde predo
minan las histonas somaticas, la condensacibén de la cromatdi
na es limitada (76).

En estos dos tipos de células que nosotros hemos
seleccionado para nuestro estudio encontramos ciertas dife-
rencias entre las proteinas que estan asociadas a la croma-
tina. Estas diferencias pueden deberse a que la informa-
cibn genética codificada en el DNA es finica para cada espe-
cie, puesto que como lo muestran estos resultados aGn dentro
del mismo organismo, las proteinas no-histbnicas son dife-
rentes tanto en nfmero como en su comportamiento electroforé
tico (fig. 6 y 8).

Aunque todas las células de los organismos contienen
el mismo DNA (45), la variacién en el complemento de las pro
teinas no-histénicas de los diferentes tipos celulares parece
estar dada de acuerdo con la utilizacién selectiva de la infoxr
macién genética de cada tipo de célula.

Se piensa que generalmente las hormonas esteroides
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se unen a sus receptores especificos del citosol y que los com
plejos asi formados se transfieren al interior del nficleo.

Sin embargo, se ha reportado una unién directa del estradiol
al nficleo en Gtero de ternera (77) y en higado de pollo (78) vy
de corticosterona en timo de ternera (79), aunque existen 1los
receptores citopléasmicos en cada una de las células de estos
tejidos blanco (80). Ademas los nficleos aislados de varios
tejidos son capaces de fijar hormonas esteroides en ausencia
de citosol y en algunos casoOs, sOn capaces de responder a hox
monas por una modificacién del metabolismo de los acidos nu-
cleicos (81).

Como se sabe, la sintesis de algunas fracciones es-
pecificas de proteinas del oviducto de pollo y del fGtero de
rata es influenciada por hormonas, tales como progesterona y
17§—estradiol respectivamente, las cuales estimulan la sinte
sis de RNA en dichos tejidos blanco (42) (43).

Frenster (82), ha sugerido que existe una estrecha
correlacién entre los ligandos que se unen a cadenas dobles
de DMA y aquéllos que inhiben la sintesis de RNA . Por el
contrario, los ligandos que tienden a unirse a cadenas sen-
cillas de DNA como ocurre con la testosterona y el estradiol
(82), incrementan la sintesis de RNA al favorecer la separa-
cién de las cadenas que debe ocurrir para que la transcripcibn

se efectle.
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Cuando nosotros estudiamos la interaccién de las hig
tonas y las proteinas no-histénicas con algunas hormonas este-
roides; 17B-estradiol (H3), progesterona (HB) y testosterona
(H3) no observamos ninguna fijacién de los esteroides a los
dos tipos de proteinas béasicas estudiados, ni a la fraccibén de
p roteinas no-histénicas de los leucocitos (fig. 9, 10, 11).

En las proteinas no-histénicas del espermatozoide hubo fija-
cién de 17B-estradiol a una banda de proteina depeso molecular
de 75,000 D (fig. 9) y de testosterona a una proteina de peso
molecular de 66,000 daltons (fig. 11).

Nuestros resultados con las histonas, concuerdan
con lo reportado por Defer y Col (67) ya que estos investiga-
dores no observaron ninguna fijacién de 17B-estradiol, ni de
cortisol a histonas de higado de rata. Sin embargo otros au
tores han reportado que el 17p-estradiol es capaz de unirse
"in vitro" a las histonas ricas en arginina, mas que a las
fracciones ricas en lisina (83) aunque en varios casos, se ha
demostrado que la preparacién de histonas puede estar contami
nada con proteinas no-histénicas (84) y esto seria sufiente
para explicar la unibn observada.

El hecho de que nosotros no hallamos observado fija
cién de progesterona a ninguna de las proteinas del espermato
zoide y del leucocito, se puede deber a la ausencia del recep

tor citoplasmico, ya que es uno de los requerimientos para que
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la fijacién de esta hormona se lleve a cabo (41), (45), (85).
Una vez que se forma el complejo progesterona-recep
tor es importante controlar la temperatura, puesto que se ha
demostrado (86) que se requiere una temperatura de 25° C a
37° C para que este complejo entre al nficleo. En el caso del
receptor de progesterona del oviducto de pollo, no parece re-
querir de esta temperatura para el proceso sea completo (86) .
Spelsberg y col (40) han demostrado con cromatina
reconstituidas que son las proteinas no-histdénicas las respon
sables de la fijacién del complejo progesterona-receptor.
Jensen y De Sombre (80), han aislado nicleos de fte
ro de rata previamente incubado con estradiol (H3), asi como
también en Gtero de ratas tratadas con estradiol y han encon-
trado que la radiactividad esta unida a proteinas que tienen
las mismas propiedades gque el receptor citoplasmico (estereoes
pecificidad similar para el estradiol, constante de unidn, fi-
jacibén de hormona dependiente de grupos sulfidrilo y especifi-
cidad de tejido (40) (87). Esto sugiere gue la proteina que
fija estrégenos en el nficleo deriva del receptor de estrbgenos
en el citoplasma (88).
Basados en los datos anteriores y en los resultados
recientes de Hernandez y col (89) quienes han demostrado la
presencia de un receptor citoplasmico para estradiol en el

espermatozoide humano, podemos postular que las proteinas
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no-histénicas, que se sintetizan en el citoplasma (90) de la
espermatida y que se sabe se acumulan en pozas estables (91)
sean las proteinas que seleccionen a las hormonas, formando
complejos gue migren al nficleo en el momento de la transicién
de la espermétida’en espermatozoide, ya que se ha demostrado
que hay una secresién tisticular directa de 17B-estradiol,
estrona y testosterona en el humano (92). Sin embargo las
proteinas no-histénicas podrian representar solamente una eta
pa en la fijacidén de las hormonas esteroides al material gené
tico. Esto no excluye que el verdadero receptor que dispare
1la sintesis de RNA en el momento de la fecundacién del 6vulo
puéda ser algtn tipo de histona o el DNA mismo, siendo las preo
teinas no-histénicas las fijadoras transitorias de hormonas
dando, por ejemplo, la especificidad de la unién que podria
ocurrir finalmente con otras macromoléculas nucleares.

De todo esto, podemos concluir que aunque la presen
cia de las histonas ricas en lisina y arginina no es indis-
pensable en los espermatozoides de todas las especies, uno de
los papeles de estas histonas en el espermatozoide es el de
empaquetar el material genético en un volumen pequefio, resul
tando este empaquetamiento en una forma hidrodinamica més
eficiente durante la fecundacidn, asi como también en la pro

teccién del material genético contra ia accién de algunas en
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zimas como en el caso de la desoxirribonucleasa. Se ha medi
do la actividad de esta enzima sobre los nfcleos de timo de
ternera después de la adicién de histonas (93) y se ha encontra
do que el efecto inhibitorio mas importante lo presentan las
histonas con un alto contenido de lisina y arginina ya que es
tas proteinas pueden formar enlaces entrecruzados estabilizan
do de este modo las cadenas de DNA (34) (94).

Esto se ha observado en nficleos intactos asi como
también en la cromatina extraida en forma soluble, y en los
nficleos de los cuales se han aislado tanto las histonas ricas
en lisina como las histonas ricas en arginina (93).

El fuerte empaquetamiento del DNA ha sido sugerido
como resultado de la observacién de los nficleos espermaticos
por diferentes métodos como son difracci6n de rayos X (95)
comportamiento hidrodinéﬁico (96), determinacién de masa seca
(97), etc., y se sabe que la fibra unitaria de cromatina en
el espermatozoide de toro y humano consiste de una cadena de
DNA de doble hélice con una relacién de empaquetamiento de
55:1.

Si 55 equivalentes de longitud de DNA se empaguetan
en cada unidad de longitud de la fibra de cromatina, esta £i-
bra per necesidad debe contener 2 6rdenes de superhelicoicidad.

Recientemente Bahr (68) determiné los siguientes

parametros:



bt
.
I

Longitud de la fibra de la respectiva cromatida 135 - 723 um.

[\¥]
I

Cantidad de DNA en una doble hélice con Bconformacién 1.92
6
x 10 daltons.
o =18 7
3.- Masa calculada = 3.14 x 10 g/um de DNA.
4.- Diimetro efectivo = 14.4 A°
5. - Contenido de DNA por nficleo diploide humano = 6 pg.

Con estos parametros Bahr calculd que un DNA de doble
hélice, envuelto y estabilizado por polipéptidos con ?—conformﬁ
cibébn, ocupa la periferia de un super enrrollamientc de 80 A° de
diametro. Este super enrrollamiento contiene aproximadamente
190 A° de DNA por vuelta. Un segundo orden de super enrrolla~
mientc tendri un diametro de 200 A3 (aqui el primer super enrro
llamientc ocupa la periferia) y ademas una distancia de 380 A°
del primer super enrrcllamiento, tendri por lo tanto 3420 A° de

DNA (a continuacién se presentan algunos modelos de super enrrg

1lamiento de la cromatina) .




64.

Es posible qgue esta compleja estructura del mate-
rial genético del espermatozoide humano dependa: 1° de la
presencia en él de un tipo especial de proteinas basicas ¥y
acidicas, 2° de la presencia de una poblacién mayor de gru
pos SH, que durante la maduracién nuclear de la célula es-
permitica forma enlaces disulfuro (98) y 3° por un conteni
do mayor de DNA satélite y de secuencias altamente repeti-
tivas, localizadas en ciertas regiones especificas y no a
todo lo largo del genoma (89).

En los experimentos aqui descritos, nosotros no
podemos excluir de las proteinas no-histénicas la presencia
del complejo citopléasmico que haya migrado al nficleo del
espermatozoide y sufrido modificaciones.

Es posible que las proteinas no-histénicas jueguen
un papel como receptores citoplasmicos y que ademas tengan
una funcién en la-retencién selectiva de las hormonas (99)

en la transferencia de la hormona al nGcleo.
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