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RESUMEN

Mediante |a técnica de fertilizacion heterdloga de ovocitos de criceto 0 "hamster* dorado
Mesocricetus auratus, libres de zona pellcida, con espermatozoides humanos, se determind
¢l tiempo en que inicia la activacidn de la descondensacion de la cromatina en el nlclec de
los espermatozoides, !a formacion de pronticleos, asl como también se logr6 la obtencion y
observacion de complementos cromosdmicos.

Se evaluaron las caracteristicas de las muestras de semen, se reallzé la capacitacion
de los espermatozoides, las hembras de criceto fueron estimuladas para lograr la
superovulacion y recuperacion de los ovocitos, se llevo a cabo la fertilizacion heterdloga y
una vez que se di6 la fusion de gametos, los nicleos de los espermatozoides fueron
capaces de descondensarse, lo que se verificd al observar cabezas turgentes de los
espermatozoides y/o la presencia de proniclecs en el citoplasma del ovocito. Finalmente se
pudieron observar algunos mphth cromosdmicos aunque no con una buena
morfologla.

La aplicacion de esta metodologla haréa posible en un futuro, el andlisis directo de los
cromosomas del espermatozoide humano para conocer la frecuencia y el tipo de
alteraciones cromosdmicas tanto en varones sanos como en expuestos a la accion de
agentes mutagénicos, de esta manera seré posible determinar la contribucion paterna de
aberraciones cromosomicas en productos abortados o descendencia con multiples
malformaciones, con lo que se podra valorar el dafio reproductor en el hombre y
proporcionar el adecuado asesoramiento genético.



INTRODUCCION

La frecuencia y tipo de anormalidades cromosdmicas en gametos humanos ha sido un
tema de continuo interés e investigacién. Sin embargo, hasta hace relativamente poco
tiempo, no habla sido posible analizar directamente la constitucién cromosémica en los
gametos humanos, debido a que los ovocitos son de dificil obtencion y en los
espermatozoides los cromosomas son visibles solamente después de la fertilizacién (Martin
y Taylor, 1982; Martin et al. 1982).

Un importante hallazgo que hizo posible la obtencion de cromosomas de
espermatozoides humanos, fue el descubrimiento de dos propiedades notables de los
ovocitos de criceto dorado M. auratus: la primera es que una vez eliminada la zona pellcida,
permiten la entrada de espermatozoides no sélo de roedores, sino de una amplia variedad
de especies como murciélago, delfln, caballo y hombre. Después de fusionarse, estos
espermatozoides son capaces de descondensarse dentro del citoplasma del ovocito. En
segundo lugar y de gran importancia, es que los ovocitos de criceto permiten la
descondensacion de la cromatina del espermatozoide humano para obtener cromosomas
mitdticos de la primera segmentacion (Brandriff y Gordon, 1989; Yanagimachi, 1984). De
esta forma los cromosomas pueden ser procesados de forma tal, que se les pueda realizar
un cariotipo por técnicas citogenéticas convencionales (Benet et al. 1986). Esto implica
que los eventos complejos que siguen a la incorporacion del espermatozoide, que
Involucran fa descondensacién de la cromatina y la reconstitucion de un estado
transcripcional activo, son correctamente ejecutados en estas cruzas hibridas.

Tomando ventaja de estos atributos, es importante estandarizar la metodologla
adecuada, para investigar posteriormente, la constitucién cromosémica de espermatozoides

humanos.



La frecuencia de anormalidades cromosoémicas en gametos humanos ha sido
establecida por estudios en concepciones que sobreviven para producir un embarazo
clinicamente reconocido.

Se ha calculado que aproximadamente el 0.5 % de los nacidos vivos presentan una
constitucion cromosdmica anormal (Martin et al. 1982), pero esta cifra esta representando
sdlo una pequedia proporcién de las concepciones cromosomicamente anormales, ya que la
frecuencia es mucho mayor en abortos espontaneos (Martin et al. 1982, Martin et al. 1987,
Rudak etal. 1978).

Rosenbusgh y Sterzik (1991), han especulado que posiblemente hasta un 70% de
todas las concepciones mueren para finales del primer trimestre de la gestacion y los
factores genéticos representan una de las principales razones para que exista esta alta
frecuencia de falla reproductora humana,

Aproximadamente el 50% de los abortos esponténeos de! primer trimestre de la
gestacion presenta una constitucién cromosomica anormal (Boué y Boué, 1973; Boué et al.
1975; Hassold et al. 1980) principalmente aneuploidias, y la frecuencia decrece con la edad
gestacional. Mikamo (1970) ha encontrado que el 75% de los embriones abortados antes de
las 5 semanas de gestacidn tienen anormalidades cromosdmicas, en el grupo de 5 a 8
semanas la frecuencia es del 50% y en el grupc de 9 a 12 semanas es del 5%.

Utilizando esta Informacion se ha estimado que el 50% de todas las concepciones
tienen una anormalidad cromosémica, los mismos autores han indicado que entre el 7% y
10% de las concepciones reconocidas son anormales cromasémicamente (Boué y Bous,
1973; Boué et al. 1975).

Un estudio realizado por P. Jacobs en 1971, con un planteamiento mas conservador,
calcula que un minimo de 7% de las concepciones reconocidas son cromosdmicamente
anormales. Esta cifra no incluye a las pérdidas tempranas de embarazas no reconacidos que
puedsn tener una alta frecuencia de anormalidades. Este amplio rango entre 7% y 50%

marca la incertidumbre que existe en los datos. Jacobs (1971) también ha sugerido que
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aproximadamente el 1% o 2% de las concepciones reconocidas, (0 el 14% y 28% de las
concepciones anormales), son causadas por un espermatozoide anormal
cromosémicamente.

Los estudios realizados en embriones abortados espontaneamente indican que las
anormalidades cromosémicas son en su mayorla numéricas, mas que estructurales; siendo
como ya se menciond anteriormente, las aneuploidias la causa mas comun de pérdida
embrionaria en embarazos clinicamente reconocidos, con trisomias autosémicas en primer
lugar (50 a 60%), seguidas de monosomlas del X (15 a 25%) y por titimo poliploidias (20 a
25%). La mayor parte de las monosomias y trisomlias surgen como resultado de la no
disyuncion durante las divisiones meiéticas en ei ovocito o en el espermatocito (Rosenbush y
Sterzik, 1991).

Es bien conoclda la contribucién del gameto femenino para dar lugar a alteraciones
cromosdmicas en fetos y recién nacidos, pues los ovocitos estdn sujetos a eventos de no
disyuncién y son la principal causa de aneuploidia en humanos. Los estudios
cromosomicos en ovocitos que fallan en la fertilizacion In vitrg han demostrado que
aproximadamente 21.3% presenta aneuploidias y 0.25% anormaiidades estructurales (Ma et
al. 1989). Los esludios citogenéticos en espermatozoides han revelado que éstos son un fipo
celular que tiende a sufrir aberraciones estructurales de novo (Estop et al. 1991).

En varios estudios se ha calculado que aproximadamente el 7.5% de las céluas
espermaticas son estructuraimente anormales en sus cromosomas (Brandriff et al. 1984;
Kamiguchi y Mikamo, 1986; Martin y Taylor, 1982, Martin y Rademaker, 1987; Templado et
al. 1988). También se ha sugerido que ios rearreglos estructurales de novo son una
consecuencia directa de una alta frecuencia de lesiones estructurales durante la
espermatogénesis (Estop et al. 1991).

La aneuploldia es uno de ias daitos genéticos mas significativos en el hombre. Debido

a que los embriones aneuploides se pierden en estados tempranos del embarazo, es



importante conocer la incidencia en gametos para que los productos aneuploides previos a la
implantacion no pasen desapercibidos (Guttenbach y Schmid, 1990).

Por otro lado, los trabajos sobre aneuploidias en gametos humanos estdn basados
principalmente en estudios de espermatozoides ya que los ovocitos son dificiles de obtener
en cantidad suficiente. Sin embargo algunos estudios han permitido conocer informacion
sobre anormalidades cromosdmicas en ovocitos humanos (Rudak et al. 1984; Tarin et al,
1891).

Los analisis citogenéticos en espermatozoides humanos son importantes debido a
que proporcionan datos directos sobre el dafio cromosdmico que se presenta en hombres
sanos y también porque contribuyen a entender el significado de este dafio (Estop et al,
1991).

Existen algunos estudios sobre anormalidades cromosdmicas estructurales inducidas
quimicamente o por radiacion en espermatozoides de hombres tratados con radio y/o
quimioterapia, lo cual puede contribuir a un mejor entendimiento del origen celular de dichas
anormalidades, y por lo tanto también a la capacidad de discernir entre anormalidades
producidas durante, o después de la entrada del espermatozoide en el ovocito y aquellas
Inducidas en el proceso de la espermatogénesis (Genesca et al. 1990a y b).

Los ovocitos humanos serian indispensables para analizar cromosomas de gametos
humanos de ambos sexos. Desafortunadamente, es extremadamente dificil obtener la
cantidad de ovocitos necesaria para el propésito de hacer cariotipos de gametos humanos;
esto hace que este tipo de esludios no sean factibles, pero los avances en blologia del
desarrollo y de la reproduccién han desamollado metodologias como la que se empled en
este protocoio para prever esos inconvenientes (Rudak et al, 1978; Yanagimachi et al. 1976).

Cuando los ovocitos de criceto dorado son liberados de la zona pelticida y los
espermatozoides son adecuadamente capacitados, esta fertilizacion in vitro interespecifica
puede proceder a la descondensacion de la cromatina del nlcleo espermatico, desarrollo de

pronticleos, divisién de primera segmentacién a través del curso normal de la aparicion de
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pronticleos, replicacion de ADN, recondensacion cromosdmica, cariogamia, y formacién del
huso de |a primera segmentacion (Yanagimachi, 1984).

Rudak et al. (1978) realizaron el primer andlisis directo de la constitucién cromosdmica
de los espermatozoides humanos utilizando la técnica de fertilizacién heteréloga de ovocitos
de criceto dorado M. auratus con espermatozoides humanos desarroliada por Yanagimachi
et al. (1976), quienes comenzaron a utilizarla como una prueba de diagndstico para la
fertilidad mascuiina (Fig.1). Estos investigadores intentaron conocer la vérdadera
contribucidn de los gametos masculinos en la formacion de individuos con anormalidades
cromosdmicas y los factores que influyen en la produccion y supervivencia de

espermatozoides cromosdmicamente anormales (Rudak et al. 1978).



Inducclén de Superovulacién Analisis dela muestra de

(PMSG y HCG) semen y Capacitacion de los
espermatozoides
Obtencién y preparacién ‘

de los ovocitos

Fertilizacién heterdloga
(Interaccién de gametos)

Analisis microscopico para observacion
de la descondensacion de la cromatina,
formacion de pronicleos y cromosomas

metafasicos

Fig. 1 Metodologia para realizar [a prueba de
penetracion espermatica de ovocitos de

criceto dorado.
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También se han llevado a cabo estos experimentos para valorar la incidencia
espontanea de aberraciones cromosémicas en espermatozoides humanos (Brandiiff et al.
1984; Brandriff et al. 1985a y b; Brandriff et al. 1988a y b; Martin et al. 1982; Martin et al.
1983a; Martin et al. 1983b; Martin et ai. 1987), para analizar la constitucién cromosémica de
espermatozoides de varones heterocigotos para una translocacién (Brandriff et al. 1986;
Estop et al. 1995, Martin, 1988a; Martin, 1988b; Martin et al. 1980; Martin, 1992; Martin y
Spriggs, 1995, Pellestor et al. 1989, Syme y Martin, 1992) y para inversiones pericéntricas
(Martin, 1986). Posteriormente otros autores han perfeccionado esta metodologla con
éptimos resuitados, logrando analizar una mayor cantidad de complementos cromosémicos
en espermatozoldes, obteniendo informacién sobre el tipo y la frecuencia de anormalidades
cromosdmicas (Benet et al. 1986, Brandriff et al. 1984; Brandriff et al. 1985b, Chauduri y
Yanagimachi, 1984; Marlin y Taylor, 1982; Martin et al. 1982; Martin, 1983; Martin y Taylor,
1983; Martin et al. 1983a, Martin, 1888¢; Martin et al. 1990a). En los Ultimos afios, estos
avances han permitido determinar la frecuencia de alteraciones cromosémicas en gametos
humanos y obtener informacién para estudiar los mecanismos que llevan a la produccion de
anormalidades cromosémicas y los factores que modifican su frecuencia.

La clave para el éxito de esta técnica es la fusién de las membranas plasmaticas de
los gametos; es decir, el mecanismo por el cual el espermatozoide humano entra al
citoplasma del ovocito de criceto dorado.

La fusién depende a la vez de la habilidad de! espermatozoide para ser capacitado jn
vitra (Brandriff et ai. 1985a y bh). La capacitacién que puede ser inducida bajo ciertas
condiciones experimentales in vitro, consiste en una serie de cambios bioquimicos y
fisiciégicos en el espermatozoide de mamifero al prepararse para la fertllizacién del ovocito y
que en condiciones naturales ocurren en el tracto genital femenino (Yanagimachi, 1981;
Yanagimachi, 1984). Los primeros cambios ocurren a nivel de la membrana plasmatica,
incluyendo la eliminacién o alteracién de sustancias incorporadas sobre o dentro de la

membrana durante la maduracién del espermatozoide en el epididimo y bajo la expasicién



de la secrecién de las glandulas accesorias masculinas en la eyaculacion, pero el cambio
mas aparente es el resultado de la reaccion acrosémica, observandose mayor actividad en el
espermatozoide (Yanagimachi, 1984).

Para una interaccion exitosa con el gameto femenino, el espermatozoide humano
requiere separarse del plasma seminal (Kline, 1931). Un signo indicador de que ha ocurrido
la capacitacion es el aumento en la movilidad de! espermatozoide, dande e! flagelo se mueve
vigorosamente en forma de latigo (hiperactivacién) (Yanagimachi et al. 1976; Yanagimachi,
1981).

Como una consecuencia de la activacion del ovacito de mamifero por el
espermatozaide fertilizante, la meiosls se reanuda, seguida de la extrusion del segundo
cuerpo polar, extruslon de granulos corticales y la farmacion del pronicleo femenina. Una
vez incorporado en el cltoplasma del ovacito, el nicleo del espermatozoide se descondensa
y finaimente forma el pronticleo masculino (Longo y Kunkle, 1978; Yanagimachi, 1984). Los
factores involucradas en promover la descondensacion nuclear del espermatozolde y ta
aparicién del prondcleo no se conocen completamente. Sin embargo, 1a reduccion de los
grupos disulfuro en el nicleo del espermatozaide por el ovocito es prerequisito para que se
den estos pracesos (Kvist, 1980). Se ha determinado que el curso de estas eventos
tempranos puede alterarse al madificar el contepido de enlaces disulfuro del nicleo del
aspermatozoide fertilizante; se ha comprobado que tanto ia descondensacién como la
formacion del pronicleo masculino ocurren mas rapido si el nucleo fertllizante contiene
pacos o ningun enlace disulfuro (Naish et al. 1987). En algunhs estudios sabre el tiempo de
cambios quimicos y morfoldgicos que el nlicleo masculino lieva a cabo, se ha demostrado
que los ntcleas espermaticos sintetizan ADN después de que se transfarman en prontcleos
(Brandriff y Gordon, 1989). Se conoce poco sobre el tiempo exacto de fertilizacion o fa
relacion entre la edad y el estado morfoldgico de prontcleas y su habilidad para incorporar

precursores de ADN. Los nlcleos inducldos para descondensarse in vitro mediante



tratamiento con agentes reductores de enlaces disulfuro, pueden ser capaces de servir como
moldes de ADN cuando se les proporcionan precursores y polimerasas (Naish et al. 1987).

Con ayuda de la microscopla electrénica se pueden detectar componentes de la cola
del espermatozoide en el citoplasma del ovocito. La desaparicién o una abrupta reduccién en
el nimero de granulos corticales de la corteza del ovocito es otra buena indicacién de la
penetracién espermatica (Maleszewski et al. 1995). En el ovocito de M. auratus, los granulos
corticales son lo suficlentemente grandes para observarse con un objetivo de 100X.

Por otra parte, si no se observaran los nicleos turgentes del espermatozoide, serla
muy dificil evaluar si los ovocitos han sido penetrados por espermatozoides (Yanagimachl,
1984).

Tesark y Kopecny (1989) describen detalladamente las actividades bioldgicas del
desarrollo de pronicleos humanos masculinos y Zalensky et al. (1893) han reportado otros
hallazgos Interesantes sobre la organizacién de la ultraestructura en fos nucleos
descondensados de espermatozoldes humanos maduros.

Singer et al. (1985) han sugerido que la infertiiidad humana puede resuitar de
anormalidades durante las diferentes etapas en el proceso de gametogénesis, transporte de
gametos, fertilizacién o desarrolio embrionario.

Otros estudios han sugerido que la naturaleza artificial de esta cruza heteréloga
criceto-humano puede ser uno de {os factores contribuyentes para la frecuencia y tipo de
aberraciones estructurales, observandose especiaimente rompimientos y fragmentos
(Brandriff et al. 1988a y b). '

Matin y Rademaker (1980) realizaron un trabajo sobre aneuploidia en
espermatozoides humanos y encontraron que la hipohaploldia es mds frecuente que la
hiperhaploidia, especialmente en los cromosomas sexuales y en el cromosoma 9. La
aneuploidia para los cromosomas sexuales es causada por error meiético patemo més
comunmente que la aneuploldia para los autosomas. La aneuploldia se observa solamente

en clertos cromosomas en los recién nacidos. Las trisomfas 13, 18 y 21y la aneuploidla para
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los cromosomas sexuales se observa regularmente, mientras que la aneuploidia en los otros
cromosomas ocurre raramente. Esta aneuploidia selectiva puede ocurrir debido a que estos
cromosomas son particularmente susceptibles a la no disyuncién o porque la aneuploidia
para otros cromosomas no es compatible con la vida (Martin y Rademaker, 1990, Hassold et
al. 1995). Los grupos que sufren mas frecuentemente la no disyuncién sonlos Dy G,

La trisomia 16 constituye la tercera parte (33%) de todas las trisomias en abortos
espontaneos del primer trimestre de |a gestacion, por lo que es evidente que este
cromosoma tiene una alta incidencia de no disyuncion (Martin y Rademaker, 1990). La
frecuencia de aneuploidia varia en los diferentes estados del desarrollo embriolégico. La
trisomia 1 nunca se ha encontrado en abortos espontaneos, pero recientemente se vié en el
caso de un embrién de ocho células, lo que demuestra |a viabilidad de esta trisomia en
estados muy tempranos del desarrollo (Wall et al, 1987).

Es de interés determinar la Incidencia de no disyunclén para distintos cromosomas, ya
que esta Informaclén dard importantes respuestas sobre este mecanismo en la formaclon y
supervivencla de embriones cromosdmicamente anormales. Si todos los cromosomas tienen
la misma tasa de no disyuncidn, entonces el mecanismo que la origina podria ser el mismo
para todos los cromosomas. S| existen cromosomas con una alta frecuencla de no
dlsyuncién, entonces serla convenlente considerar las caracterlsticas especificas de los
cromosomas, tales como el tamafio pequeiio o |a presencia de heterocromatina o regiones
del organizador nucleolar (NORs), para dilucidar algunos factores que influyen en la tasa de
no disyuncién. Se ha sugerido que todos los autosomas tienen la misma frecuencia de no
disyuncién en el vardn, y que los cromosomas sexuales tienen una alta frecuencia de
aneuploldia (Martin y Rademaker, 1990).

El cultivo de linfocitos ha identificado a portadores de translocaciones balanceadas
como un grupo con alto riesgo de aborto habitual (Rosenbush y Sterzik, 1981); Sin
embargo, algunos estudios en embriones abortados han indicade que las anormalidades

cromosdmicas son en su mayoria numéricas, mas que estructurales (Hassold et al. 1980).



Es importante seilalar que el analisis de células somaticas no implica que no se
presenten errores de novo durante la maduracién de las células germinales. Por ejemplo las
divisiones celulares continuas de la espermatogénesis y la exposicién a clastégenos, son
condiciones que podrian aumentar gradualmente la frecuencia de rompimientos
cromosdmicos en relacién con la edad avanzada de los varones (Martin y Rademaker,
1987).

En el trabajo pionero descrito por Rudak et al. (1978) se encontré un 5% de
aneuploidlas en 60 espermatozoldes de un vardn sano. Por otro lado, Martin et al. (1982)
encontraron 9.2% de anormalidades cromosémicas, predominando las aneuploidias y los
rompimientos cromosémicos.

Otro trabajo reallzado por Martin (1984) mostré un 8.5% de anormalidades
cromosémicas, estando el 5.2% representado por alteraciones de tipo numérico. Se hallaron
aneuploidias, rompimientos cromosémicos, fragmentos cromosémicos, deleciones y
translocaciones recliprocas. Este estudio reporta una mayor frecuencia de anormalidades
cromosémicas en los gametos humanos que en los ovacitos de criceto, 1o que quizé esté
relacionado con los factores ambientales o genéticos.

Como se puede observar, la mayoria de los trabajos muestran una frecuencla de
anormalidades cromosomicas que varla desde 5% (Brandriff et al. 1985a) hasta 10.4%
(Martin et al, 1987; Martin, 1990).

Un trabajo realizado por Benet et al. (1992) Indica que la seleccién de
espermatozoides moviles no (mplica seleccion cromosdmica, pues se demostrd que la
frecuencia promedio de anormalidades cromosémicas 10.9% y la proporcion sexual (50.4%
X'y 49.6% Y) obtenidos en espermatozoides con alta movilildad no son significativamente
diferentes de aquellos observados en espermatozoides no seleccionados: Brandriff et al.
(1985a) 9.3% y 50.1% Xy 49.9% Y y Martin et al. (1987) 10.3%, 53% Xy 47%.

También se han reportado algunos trabajos donde se analizan complementos

cromosémicos de varones sometidos a determinados tratamientos, que demuestran la
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presencia de aberraciones cromosdémicas. Por ejemplo, se han realizado estudios en
pacientes con cancer bajo tratamiento de quimio y/o de radioterapia, cuyos resultados
demostraron una alta frecuencia de complementos aberrantes, en su mayoria de tipo
estructural. Sin embargo, el bajo nimero de muestras no responde en forma definitiva si los
mutdgenos quimicos pueden aumentar la frecuencia (Jenderny y Réhrborn, 1987; Martin et
al. 1986). Pero en un trabajo de Genesca et al. (1992) se indica que el daflo de los
espermatozoides humanos producido por los efectos de la cafelna, ocaslona un aumento en
las aberraciones cromasdmicas y cromatidicas, pero que a su vez puede ser reparado en el

citoplasma del ovacito de criceto mediante mecanismos de pre y post-replicacion.



ANTECEDENTES
Las técnicas de bandas cromosémicas han permitido fa descripcion de numerosos

cuadros clinicos ocasionados por aiteraciones numéricas y estructurales en los cromosomas
autosdmicos, asi como en los gonosomas. Por la alta frecuencia y por las importantes
repercusiones familiares y soclales que representan, es de gran importancia conocer su
etiologla. Algunos de los factores mas relevantes para que se presenten anormalidades
cromosdmicas son fa edad materna, la edad paterna, la fertilizacion retardada,
polimorfismos mofeculares, autoinmunidad, disminucién o bloqueo de los genes para ARNr,
virus, variacion estacional y accion de agentes mutagénicos, entre otros (Salamanca, 1990).
Para analizar los cromosomas en el hombre se realiza un cariotipo, cuya metodologia fue
descrita por Moorhead (1960) y que consiste en extraer sangre periférica para hacer un
cultivo de linfocitos, estimulandolos mediante el empleo de fitohemagiutinina. Mas adelante
se desarrollaron las técnicas de bandas cromosémicas, que permiten identificar a cada uno
de los cromosomas individualmente por sus caracteristicas morfologicas y estructurales
(Dutrilaux y Lejeune, 1971; Caspersson et al. 1870).

Con la metodologla desarroilada por Rudak et al. (1978) es posible analizar las
caracteristicas funcionales del semen, los tiempos de descondensacion de la cromatina y
formacion de pronlicleos en el espermatozoide humano y 1a constitucion cromosdmica de ios
gametos humanos; tamblén se puede apiicar al estudio sobre mecanismos causantes de
anormalidades cromosdmicas, a Investigaciones sobre ei efecto de diversos agentes que
pudieran ser mutagénicos y a la estmacion de la frecuencla y tipo de anormalidades
cromosomicas en el espermatozolde humano (Martin et al. 1983a y b).

La cromatina del espermatozoide maduro de mamifero se encuentra empaquetada en
una particula paracristalina, genéticamente inactiva de organizacién Unica estructural y
molecular. Esta particula se caracteriza por la bresencia de proteinas basicas especificas del
espermatozoide, las protaminas, que reemplazan a las histonas somaticas (Brandriff et al.
1891; Kvist, 1980). Después de ia entrada al citoplasma del ovocito y siguiendo a fa fusion

de gametos, el nlucleo espermatico se descondensa en un pronlcieo hapioide, que
14



permanece separado del pronticleo haploide derivado de la hembra y posteriormente lleva a
cabo una serie de cambios bioquimicos y estructurales como parte de su reactivacion
genética en la preparacidn para la formacién def ganoma embridnico diploide (Kvist, 1980).
Durante la profase de la primera divisién mitética, el genoma paterno es reempaqustado en
cromosomas mitoticos éondensados y se une con el complemento cromosdémico materno en

la primera placa metafdsica (Yanagimachi, 1984). Fig. 2.
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Durante la transformacion de espermatida a espermatozoide (espermatogénesis) se
desarrollan el acrosoma, la hélice mitocondrial, el cuello, la cola y la cromatina nuclear se
condensa. El estado final de la condensacién de la cromatina es debido aparentemente, al
reemplazo de las histonas de tipo somatico por una histona basica especifica del
espermatozoide a la cual el ADN de la espermatida se une firmemente. La razén de este
intercambio de histonas parece deberse a que las histonas basicas neutralizan
efectivamente las fuerzas repulsivas electrostaticas en la molécula de ADN, y favorecen la
condensacién del material genético. Ademas de tener un alto contenido de arginina basica,
las histonas del espermatozoide (en los mamiferos placentarios) son extremadamente ricas
en grupos tioles, conteniendo cistelna. Entre los cambios morfolégicos y estructurales que se
presentan en el espermatozoide durante el proceso de maduracién epididimaria estan: la
pérdida de la gota citoplasmica y una estabilizacién de la cromatina nuclear condensada por
la formacién de puentes disulfuro (S-S) entre los tioles (SH-) que contienen residuos de
cisteina de las protaminas del espermatozoide (Kvist, 1980).

Durante la fertilizacién, conforme el nlicleo comienza a penetrar el ovoplasma maduro,
existe una rapida desintegracion de la membrana nuclear simultinea con la
descondensacion de la cromatina nuclear fibrilar. Para que ocurra la fertilizacién es esencial
la apropiada descondensaclén de la cromatina y la subsecuente formacién de pronticleos
(Kamiguchi y Mikamo, 1986).



FERTILIZACION

Tan pronto como la cabeza del espermatozoide es incorporada en el citoplasma del
ovocito, su envoltura nuclear se desintegra y comienza la descondensacion de la cromatina,
lo que se verifica al observar la presencia de cabezas turgentes de los espermatozoides en
el citoplasma de los ovocitos. La adecuada descondensacion de la cromatina nuclear y la
subsecuente formacién de pronlicleos que ocurren en este estado, son esenciales para la
fertilizacion (Brandriff et al. 1988a y b; Brandriff y Gordon, 1989). Durante la
descondensacién fisioldgica de la cromatina, las fibras cromosdmicas se empiezan a
desenrollar lo cual hace posible la duplicacidon de!l ADN y el posterior arreglo de las fibras en
cromosomas metafasicos en la placa ecuatorial del primer huso mitdtico (Kvist, 1980; Longo
y Kunkle, 1978; Longo y Yanagimachi, 1993). La cromatina nuclear condensada en los
espermatozoldes de los euterios, esta estabilizada por enlaces S-S entre las unidades de
protaminas. Para que se dé la descondensacién de la cromatina y la subsecuente
separacién de los cromosomas, se requiere el rompimiento de los puentes S-S. Se ha
postulado que el ovocito proporciona factores especlficos (grupos tioles libres) que inducen
la descondensacién de la cromatina mediante un rompimiento reductor de los puentes
disulfuro S-S de la cromatina nuclear cuando el espermatozolde ha perdido su membrana
nuclear y se encuentra en el citoplasma del ovocito (Kvist, 1980; Yanagimach! et al. 1976).
Sin embargo, no siempre ocurre una apropiada descondensacion de la cromatina ni la
formacidn de prontcleos. Por lo tanto, en los ovocitos penetrados por més de un
espermatozoide (polispermia) algunos pueden llevar a cabo la descondensacién de la
cromatina mientras que otros permanecen esencialmente intactos (Kvist, 1980).

En este proceso, se da una serie de eventos complejos que siguen a fa incarporacién
del espermatozoide, incluyendo la d'escondensaclén de la cromatina y la reconstitucién de un
astado transcripcional activo. Por lo tanto en la cruza heteréloga entre ovocitos de criceto

dorado y espefmatozoldes humanos, el citoplasma del ovocito y la cromatina del
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espermatozoide deben estar programados de tal modo que puedan interactuar en una
secuencia ordenada.

Los estudios realizados por Brandriff et al. han permitido determinar en qué estado del
desarrollo pronuclear ocurre la sintesis de ADN, basandose en el tamaiio del pronicleo
masculino, asi como en el estado de descondensacién (Brandriff et al. 1988a y b). Sin
embargo, no se conocen los mecanismos implicados en este procesa (Brandriff y Gordon,
1989).



HISTORIA Y ETICA
En 1976 Yanagimachi et al. reportaron que el espermatozoide humano penetra

ovocitos de M.auratus libres de zona pellcida después de haber llevado a cabo la

capacitacién y la reaccién acrosémica, que son dos pasos importantes en la fertilizacion de
los ovacitos en los mamiferos. Por lo tanto los ovocitos de criceto dorado se pueden usar
como sustitutos de ovocitos humanos para valorar la capacidad fertilizante del
espermatozoide humano. En esta fertilizacion heterdloga se desarrollan los prontcleos y
posteriormente aparecen los cromosomas del ovocito y del espermatozoide; el ovocito puede
aicanzar el estado de dos células (Yanagimachi y Chang, 19684; Yanagimachi et al. 1976),
pero nunca se desarrolla in vitro mas alla de este estado. Aun cuando los ovocitos llegaran a
un desarrollo posterior, el hibrido no llegarla a término debido a las enormes diferenclas
entre el genoma del roedor y el genoma humano. La utilizacién de ovocitos de animales para
investigacion basica y diagnéstico clinico, como en el caso de este protocolo, resulta
justificada, ya que pretende evaluar la funcién y aspectos genéticos del espermatozoide
humano para beneficio del hombre (Yanagimachi et al. 1976).

A este bicensayo que inicialmente se desarrolld para conocer la capacidad fertilizante
del espermatozoide humano usando ovocitos de criceto libres de zona pelicida, se le ha
referido de diversas maneras: 1) ensayo de penetracion del ovocito de hamster o criceto, 2)
prueba o ensayo de ovocitos de criceto libres de zona peliicida, 3) ensayo de penetracién de
ovocito, 4) ensayo o prueba de penetracién del espermatozoide, o §) prueba de Humster
(humano-hamster) (Yanagimachi, 1984).

Para realizar esta técnica es indispensable la eliminacién de la zona pellcida del
ovocito de criceto aplicando una digestion enzimatica, para evitar que haya especificidad a la
reproduccion (Yanagimachi et al. 1976). Asimismo es necesaria la capacitacion in vitro de los
espermatozoides humanos, proceso que en condiciones naturales es Inducido por las
secreciones del tracto genital femenino y que incluye alteracién en la composicin lipldica y
de glicoproteinas de la membrana plasmatica del espermatozoide, provocando asl un

aumento en la actividad metabélica y movilidad del mismo (Reyes et al. 1980).
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JUSTIFICACION

Actualmente no existe en nuestro medio la metodologia adecuada para el estudio de
la descondensacion de la cromatina, formacién de pronticleos y obtencién y observacién de
cramasomas en el espermatozoide humano. El desarrallo y estandarizacion de la prueba de
penetracidn espermatica con ovocitos de criceto darado permitird posteriormente, investigar
1a frecuencia y el tipo de alteraciones cromosdmicas en los espermatozoides humanes. E
andlisis directo de los cromosomas en las gametos masculinos humanos facilitard en gran
medida determinar la confribucién patema en las anormalidades cromosémicas de sus
descendientes, asi coma tamblén permitira valorar el dafio reproductor en varones expuestos
a la accién de agentes genotoxicos ambientales. Con estas datos se podrén establecer
valares de referencia en nuestra pablacion para conacer ef efecto cramosémico a nivel de
gametos de distintos agentes o sustancias que puedan ser mutagénicos.

Tamblén podran investigarse los factores relacionados con el impacto de la no

disyuncién y con la segregacidn de translocaciones balanceadas en el hombre.

21



OBJETIVO GENERAL
Aplicar la prueba de penetracién de espermatozoides humanos en ovocitos de criceto

dorado Mesocricetus auratus para la obtencion y observacién de cromosomas metafsicos.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Analizar las caracteristicas estructurales y funcionales de cada una de las 50 muestras de
semen humano mediante una espermatobioscopia directa

2. Realizar la capacitacion in vitro de los espermatozoldes humanos.

3. Efectuar la fertiizacion heteréloga con ovocitos de criceto dorado M. auratus y

espermatozoides humanos,

4. Determinar el tiempo en que se lleva a cabo la descondensacion de ios niicleos

espermaticos, asi como la formacién de pronlicleos.

5. Cuantificar sl nimero de pronliclecs espermaticos y el grado de descondensacién de la

cromatina.
6. Obtener cromosomas metafdsicos a partir de los ovocitos fertilizados.

7. Determinar si existen anormalidades cromosdmicas en los gametos humanos mediante el

andlisis microscépico de complementos cromosémicos.
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MATERIAL Y METODOS

1. Se seleccionaron para e! estudio hombres donadares voluntarios en edad reproductora sin
historia alguna de radio o quimioterapla, a quienes se les realizd una espermatobioscopia
espermatobloscopla directa (EBD).

2. Alos individuos se les proporciond un cuestionario que debieron contestar para conocer
su sitio de trabajo, vivienda, antecedentes de enfermedades genéticas, habitos alimenticios,
antecedentes de tabaquismo, aicoholismo, adiccion a alguna sustancia o farmaco, etc.

3. Se averigud también s hablan engendrado o no un embarazo (fertilidad comprobada y no
comprobada) y las caracteristicas clinicas de la descendencia.

Cada uno de los donadores voluntarios participantes proporcioné una muestra de
semen y se le realizd una EBD para valorar los pardmetros y compararlos con los criterios
establecidos por el Manual de laboratorio de la OMS para el examen del semen humano
(1987).

Se obtuvo la muestra después de tres dias de abstinencia sexual en una habitacidn
cercana al laboratorio con la privacidad necesaria. Si esto no era posible, se hacla llegar la
muestra dentro de la primera hora después de su obtencion. Las muestras de semen se
obtuvieron por masturbacion en un recipiente limpio y estéril, de boca ancha, de vidrio o
pléstico, mantenido a una temperatura de 20°C a 37°C y se procesd tan pronto como

ocumid ia licuefaccion,
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ESPERMATOBIOSCOPIA DIRECTA (EBD)

Se observd la apariencia de la muestra (color, homogeneidad y licuefaccién) 30
minutos después de su obtencion. Se determiné el volumen de la muestra en mililitros y se
analizaron la consistencia y la viscosidad. Se midi6 el pH. Se realizd la valoracién
microscopica de la muestra, que consistié en determinar en una pequeiia proporcién de la
misma el procentaje de la movilidad, si era o no progresiva, la viabilidad, la concentracion
espermatica, la cuenta total, morfologla y presencia de células germinales, epiteliales y/o
leucocitos. En seguida se describe Ia forma en que se analizaron cada uno de los

parametros androlégicos evaluados:

MOVILIDAD: Se colocd una gota de semen sobre un portacbjetos y se estimé el porcentaje
de espermatozoides moviles y la eﬁciéncia con la cual éstos se movian. La movilidad puede
ser "excelente o buena" si log espermatozoides se mueven rapida y linealmente, "escasa o
moderada" sl el desplazamiento es lineal lento o no lineal, y "no progresiva” si no existe

movimiento. Se analizaron cuando menos 100 células.

VIABILIDAD: Se determiné utilizando Ia técnica de tincion supravital con el colorante azul de
tripano. Se contaron 100 espermatozoides, diferenciando las células vivas (sin teflir) de las
muertas (teflidas), se wutilizé el azul de tripano al 2% (0.02 g de azul de tripano/mi de BWW).

CONCENTRACION ESPERMATICA: Se agregaron 0.02 mi de la muestra de semen licuado
a 0.38 ml del diluyente para el conteo de los espermatozoides (5 g de NaHCO3 y 1 ml de
formamida al 35% en 100 ml de NaCl 0.9%); es decir, la dilucién de |a muestra fué de 1:20.
La cuenta se realizé con ayuda de un hemocitémetro o camara de Neubauer (Brigth Line,
American Optical) colocando una gota de la muestra directamente o con pipeta para células
blancas, y se contaron § de los 25 cuadrantes en la rejilla del hemocitdmetro. La cantidad de

espermatozoides contados de esta manera es igual al nimero de millones de

24



espermatozoides por mililitro de la muestra de semen original. Se reportd como niimero de

células/ml (concentracion espermatica) y como numero de células/eyaculado (cuenta total),

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS ESPERMATOZOIDES: Se analizaron

mediante preparaciones fijas de la muestra de semen, las cuales se tiferon utilizando el

método de Papanicolaou modificado para espermatozoides.

PRESENCIA DE CELULAS GERMINALES, EPITELIALES Y/O LEUCOCITOS: Se evalud
también en semen fresco, al igual que la movilidad; en el caso de los leucocitos se contaron
observando con abjetivo 40X, el promedio del nimero de leucocitos/campo. El conteo de las
células germinales y epiteliales se hizo en preparaciones tefdidas con la técnica de
Papanicolaou. Se contaron cuando menos de 400 a 500 células para diferenciar cada tipo

celular.

Una vez realizada la espermatobloscopia en la muestra de semen, se capacltaron los
espermatozoides para proceder con la fertilizacion jn vitro de los ovocitos de criceto dorado

M. auratys.
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PREPARACION DEL MEDIO BWW

Ei medio utlizado para la preparacién de las muestras de semen, iavado y
capacitacion de los espermatozoides, y preparacién de los ovacitos fue una solucidn Krebs-
Ringer modificada por Biggers, Whitten y Whittingham (Biggers et al. 1971) para
experimentos frescos. Para ia elaboracion del medio BWW completo se requirio previamente
de una solucion madre de sales 10X y de ofra 1X. Para preparar la primera se disolvieron los

siguientes componentes en un volumen totai de un litro de agua destiiada:

Nacl 5540 g
KCl 356¢
CaCly 1.88¢
KHoPO4 1629
MgSQO4 . TH,0 2944

Esta solucion se puede almacenar a 49C por un periodo de tiempo indefinido.
La solucion madre 1X se prepard combinando los siguientes componentes y

agregando agua destilada a un volumen total de un litro (se puede mantener a 49C por un

periodo de dos semanas):

solucién madre de sales 10X 100 mi
Solucién de piruvato de sodio

(0.28 g de piruvato en 10 ml agua) 1.0ml
D-Glucosa 10g
Soluciéon madre de antibiéticos

(penicilina G,10 Ul/ml y sulfato

de estreptomicina, 50 mg/ml) 1.0mi
Rojo fenol (0.5%)

(0.5 g en 100 mi) 0.5ml
Hepes libre de dcido (2M) Sigma - 95ml
Hepes (2M en IM NaOH) 10.5 ml
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La solucién de trabajo BWW completa se preparaba diariamente adicionando 0.2016
g de NaHCO3, 0.37 mi de &cido lactico (DL-V,Sigma) y 0.5 g de albimina sérica humana
(Sigma) a 100 m! de la solucién madre BWW 1X. Esta mezcla se filtraba a través de una
membrana de acetato de celulosa (de poro 0.22 p) esterilizada, yel pHse ajusté a 740 7.5
con un pequefio volumen de (aprox. 0.1 ml) de &cido o hepes bésico.

El medio utilizado para el cultivo de los ovacitos fué Ham F-10 (Flow Laborataries)
elaborado dlariamente suplementado con 15% de suero fetal bovino (Flow Laboratories)
inactivado al calor §6°C durante una hora), 100 Ul de penicilina G/ml y 50 ug de sulfato de
estreptomicina/ml. El pH de la solucién se ajusto a 7.2 con HCI 1N.
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CAPACITACION DE LOS ESPERMATOZOIDES

Para realizar la capacitacion de los espermatozoides, ia muestra fue procesada de la
siguiente forma: una vez que ocurrié la licuefaccion, ta muestra de semen fue diluida a 10 m|
con BWW en un tubo cénico de centrifuga de 15 ml y se centrifugé a 600 g durante 6
minutos. El scbrenadante era decantado y el botén se resuspendia en 10 ml de BWW. Este
se centrifugaba dos o m4s veces para remover fluidos seminales y sedimentos que pudieran
inhibir la capacitacién, y por lo tanto la penetracidn al ovocito. El botdn final se resupendi6 en
un volumen final de 1 mly se midi6 nuevamente la cuenta espermatica. La concentracion de
espermatozoides se ajusté a 10 X 108 esperm/ml. Empleando una pipeta Eppendorf, se
colocaron gotas de 100 pl en cada uno de los cuatro pozos de cultivo de tejidos (Falcon, 60
X 15 mm) y se cubrieron con aceite de parafina (Fisher, 0-121). Finalmente estas
preparaciones se incubaron @ 37°C, con 5% de CO5 y 85% de humedad durante 4 a 6 horas
para efectuar la capacitacion antes de la coincubacién con los ovocitos.
Evaluacién de la capacitacién

Una vez transcurrido el tiempo de capacitacion, se realizaba un frotis en fresco de la
muestra de espermatozoldes para evaluar el procentaje de la movilidad y el tipo de
movimiento que tenlan las céiulas. También se valord nuevamente la viabilidad con azul de

tripano.
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RECUPERACION Y MANEJO DE OVOCITOS (SUPEROVULACION)

Se utilizaron hembras de criceto dorado M. auratus de 6 a 8 semanas de edad (4 para

cada experimento, 100-250 ovocitos); se mantuvieron 4 en cada jaula a 239C con un
fotopriodo de 14 horas de luz y 10 horas de obscuridad. Los cricetos se consiguieron una
semana antes del experimento para ajustarlos a dichas condiciones y cuando se utilizaron
tenian entre 2 y 6 meses de edad.

Dos mafanas previas al dia del experimento se indujo la superovulacion de los
cricetos con una inyeccién intraperitoneal de 25 a 30 Ui de PMSG (Preghant Mare Serum
Gonadotrophin, Sigma G-4877) para inducir la maduracidn folicular, seguida a las 17 horas
de otra inyeccidn intraperitoneal de 25 a 30 Ul de HCG (Human Charionic Ganadotrophin,
Serono) para provocar la ruptura de los foliculos (ovulacidn). La masa del cumulus que
contenia a los ovacitos se encontraba en el aviducto 15 a 17 horas después de la inyeccién
de HCG; cada hembra proporciond de 40 a 60 ovacitos. L.as hembras se sacrificaron por,
diglocacion cervical. Se disecaron el Utero con los oviductas y los ovarios. Se separd la
porcién distal del Utero junto con el oviducto y el ovario de cada lado y se colocaron en una
caja de Petri con 3 m! de medio.
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INTERACCION DE GAMETOS (FERTILIZACION HETEROLOGA)

Aproximadamente una hora antes de la disecdén, se {lenaron cuatro vidrios de reloj
can 3 ml de BWW cada uno; otros dos se lienaron con 1.5 ml de BWW y 2 mas se llenaron
con 3 ml de F-10. Asimismo se prepard un tubo con hialuronidasa (Tipo 1-S, Sigma) 1.5 ml
de una salucién 2 mg/ml en BWW, y otro tubo con tripsina (Tipo X!l Sigma) 3 ml de 1 mg/mI
en BWW. La solucion de colcemida (Gibco, 10 pg/ml) se agregd al medio F-10 en una
concentracion de 4 pg/ml. Utilizando una pipeta Eppendorf se colocaron gotas de 50 i de F-
10 en los pozos de cultivo de tejidos (Falcon, 60 X 15 mm) y se cubrieron con aceite de
parafina. Todas fas preparaciones se mantuvieron a 37°C hasta el momento de usarlas.

A la hora del experimento, aproximadamente 17 horas después de la inyeccidn de la
HCG, las cuatro hembras de criceto se anestesiaron con éter y se sacrificaron mediante
dislocacién cervical. Log oviductos de cada grupo fueron removidos a uno de los vidrios de
reloj preparados con 3 ml de BWW. Para que e! tiempo desde la diseccién hasta la
colncubacién de espermatozoides can ovocitos fuera antre 30 y 45 minutos, se disecaban
rutinariamente 4 hembras de criceto. Los siguientes procedimientos se llevaron a cabo con la
ayuda de un microscoplo de diseccién equipado con un filtro de luz roja. Se utitizaron luces
de baja luminosidad para maniputar los ovocitos, ya que !as longitudes de anda corta de los
buibos fluorescantes pueden impedir que la meiosis liegue a término o que los pronticlecs se
formen (Rogers et al. 19789, Yanagimachi, 1981). Los oviductos fueron transferidos a otro
Vidrio de relo] preparado con 3 m! de BWW para lavar el exceso de sangre y después se
colocaron en vidrios de reloj con 1.5 mi de BWW, donde ei oviducto fue puncionado para
recuperar la masa del cumulus. A ésta se le agregé la solucion de hialuronidasa preparada
n el tubo (concentracion final 1 mg/mi), con io cual se produjo la dispersion de células del
cumulus en unos cuantos minutos, liberando asi a los ovocitos. Utilizando una micropipeta
con punta muy delgada, unida a un tubo de latex y una boquilla para succionar, los ovocitos

eran inmediatamente lavados tres vaces en una placa de 9 pozos precalentada a 37°C para
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remover !as células de! cumulus, Posteriormente los ovocitos fueron transferidos a otro pozo
en la misma placa que contenia 'a solucién de tripsina preparada, !a cual disolvié la zona
pelGcida. Los ovocitos se lavaron otras tres veces después de que el primer cuerpo polar se
habla separado, lo que Indicaba que la zona pelicida habia sido completamente disuelta por
la tripsina. Si los ovocitos son removidos de a tripsina antes de que el cuerpo polar quede
libre, se puede impedir a fertilizaclén. Después, los ovocitos se colocaron en las gotas con
los espermatozoides capacitados y se coincubaron @ 37°C, con 5% de COp y 95% de

humedad durante un periodo de 6 horas.

VERIFICACION DE LA FERTILIZACION

Para determinar el tiempo més apropiado para transferir los ovocitos con los
espermatozoides al medio F10, se realizaron observaciones de la fertilizacion. El tiempo de
observaciones depende de los parametros de los espermatozoides: un vigoroso movimiento
en una muestra con 50% de motilidad, se verifica para ver si hubo fertilizacién desde los 15
minutos de coincubacién; mientras que una muestra inactiva o con muy baja motilidad no lo
requiere hasta después de una hora 0 mas de coincubacion.

Las laminilias utilizadas para la verificacién de !a fertilizacidn se prepararon con cuatro
pequefias gotitas de vaselina fria (4°C), que se colocaron sobre |a laminiila de manera que
las cuatro esquinas de un cubreobjetos de 22 mm descansaran sobre ellas.

Los ovocitos se lavaron en grupos de 5 a 10 sobre un vidrio de reloj preparado con
F10 y luego se transfirieron en una gota de medio (aprox. 5 a 8 mm de diametro) al centro
del portaobjetos preparado. El cubreobjetos se colocd sobre las gotitas de vaselina y los
ovocitos fueron comprimidos presionando ligeramente hasta que pudieron ser observados
ciaramente con el microscopio de contraste de fases a un aumento de 100X. Las cabezas
hinchadas de los espermatozoides, que indican la fertilizacion, aparecen como una édrea

redonda clara con una cola, la cual es mucho mas grande que en los espermatozoides que
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aun no han penetrado el ovocito. Los espermatozoides adheridos parecen tener la mitad de
la cabeza, que se encuentra distal a la cola disipada en el citoplasma del ovocito. Los
espermatozoides que se velan completos aparecian frecuentemente nadando y estaban en

muy estrecha proximidad con el ovocito y no se encontraban unidos.

CULTIVO DE OVOCITOS FERTILIZADOS

El medio utilizado para el cultivo de los ovacitos fertilizados fue el Ham F-10 (Flow

Laboratories) inactivado con calor (56°C durante una hora), 100 Ul de penicilina G/ml y 50
g de sulfato de estreptomicina/ml. El pH de la solucidn se ajustd a 7.2 con HCI IN.
Cuando se determin6 que si existian cabezas turgentes (que indican fertilizacién) en el 50%
de los ovocitos o cuando existian 2 6 3 espermatozoides unidos por ovocito, o después de
un méximo de 6 h de coincubacidn, los ovocitos se lavaron en vidrios de reloj preparados
con F10 y se pasaron a gotas de F10, distribuyéndolos regularmente a través de las gotas.
Luego los ovocitos se incubaron a 37°C, con 5% de CO, y 95% de humedad por 7 h,
durante este tiempo se agregaron 50 ul de colcemida (4 ug/ml) a cada gota de F10 y los
ovocitos se incubaron toda la noche (15 h) en la solucién de colcemida.

FIJACION Y PREPARACION DE LAMINILLAS

Después de 14 horas de cultivo, los ovocitos se colocaron en solucién salina isotdnica
de citrato de sodio al 0.1% con 3 mg/ml de albumina sérica bovina durante 2.5 minutos,
luego se colocaron en una laminilla (5 ovocitosflaminilia) y se agregaron de 4 a 6 gotas de
solucién fijadora Carnoy (metanol:dcido acético 3:1) a una distancia de 4 a 6 cm; las gotas

se pusieron una a la vez mientras el ovocito era comprimido y antes de que se secara
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completamente. Las preparaciones se secaban agitandolas suavemente (Tarkowski, 1966).
Las laminillas se colocaron en una placa caliente para aumentar la dispersién cromosémica.
MONITOREQ. ANALISIS MICROSCOPICO DE METAFASES Y CROMOSOMAS

Después de la fijacion, las laminillas se examinaron utilizande un microscopic de
contraste de fases Carl Zeiss para localizar la dispersién de los cromosomas, los cuales se
sefialaban en las laminillas con circulos con un lapiz con punta dé diamante. Este
sefalamiento reduce el tiempo en que los cromosomas son expuestos a luz ultravioleta la
cual tiende a desvanecer y decolorar a los cromosomas cuando son fotografiades con el

microscopio fluorescente.
TINCION FLUORESCENTE Y FOTOGRAFIA

Después de dos semanas, las preparaciones se ftifleron con dihidrocloruro de
quinacrina al 0.5% (pH 4.4 a 4.5), seguido de tres enjuagues con agua destilada (pH 4.4 a
4.5) durante un total de 10 minutos. Las laminillas se montaron en agua destilada (pH 4.4 -
4.5) y luego de ser examinadas se fotografiaron con una cdmara Kodak Tech Pan acoplada
a un microscopio fluorescente Zeiss equipado con una lampara de mercurio DC.

Cuando no se observaban los cromosomas después de la tincidn con quinacrina, otra
parte de los ovocitos fertilizados se tileron con DAPI (4, 8-diamidino, 2-fenifindol) a 0.1 pg/u!
y se montaron con medio de fluorescencia (Polysciences). Las muestras se observaron con

un microscoplo de epifiuoresencia equipado con el filtro para este flucrocromo (C.Zeiss).
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RESULTADOS

ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE SEMEN (ESPERMATOBIOSCOPIA)

Se analizaron 50 muestras de semen de 13 varones sanos en edad reproductora
(edad promedio 29 afios), 9 con fertilidad comprobada y 4 con ferilidad no comprobada. Los
donadores eran hombres sin historia alguna de radio o quimioterapia resldentes en el Distrito
Federal. Los datos de los diferentes pardmetros androlégicos evaluados (volumen,
spariencia fisica de la muestra, morfologia, movilidad y concentracion) se compararon con
los criterios establecidos como normales por el Manual de la OMS para el examen del
semen humano que se muestran en la tabla 1. Como puede observarse en |a tabla 2, todos
los donadores que participaron en el estudio, presentaron perfiles normales del semen; esto
implica que entre los varones con fertilidad comprobada y no comprobada no existen
diferencias significativas. Los resultados obtenidos de las muestras de semen estudiadas se
muestran en |a tabla 3 y representan el promedio + la desvlacién esténdar. La licuefaccién se
presentd en todos los casos entre 25 y 40 minutos después de abtenida la muestra. E|
volumen fue en promedio de 2.3 ml, la movilidad espermatica de 72%, la viabilidad de 89%,
la concentracldn de 121 X 108, la cuenta total fue de 253 mlliones de

espermatozoldes/eyaculaclon y la morfologia normal fue de 65%.
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TABLA 1

VAL ORES NORMAL ES DF | AS VARIABLFS DFL SFMEN

MANUAL DE LA OMS 1987

VOLUMEN
MOVILIDAD

CONCENTRACION
ESPERMATICA

CUENTA
TOTAL

MORFOLOGIA
NORMAL

LEUCOCITOS

50% vivos

20 mill/ mi

40 mill / eyaculacién

0-1/campa
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TABLA 2

RESUL TADOS PROMEDIO DEL ANALISIS DEL SEMEN DE 13 VARONES

Y FERTILIDAD COMPROBADA O N O COMPRUBADA
PACIENTE VOLUMEN MOVILIDAD VIABILIDAD CONCENTRACION CUENTA FERTILIDAD

(mi) (%) (%) (milimb)  (mbleyac)
1 1.7 69 82 103 173 | FC
2 24 70 89 73 192 FC
3 25 68 89 101 244 FC
4 24 2 e 120 274 FC
5 26 68 92 140 355 FC
8 20 70 @ 138 274 FC
7 22 75 93 124 203 FC
8 25 62 01 77 176 FC
9 24 7 9 194 358 FC
10 24 76 92 119 210 FNC
1 20 78 90 114 230 FNC
12 32 74 89 88 273 FNC
13 16 77 85 184 278 FNC

FC = Fertlidad comprobada
FNC = Fertilidad No Comprobada
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TABLA 3

RESULTADOS DEL ANALISIS DEL SEMEN DE

13 VARONES

PARAMETROS PROMEDIO + 8D RANGO
VOLUMEN 23 + 078 09 - 40
LICUEFACCION completa completa
MOVILIDAD (% ) 72 + 8.28 63 - 86
MOVILIDAD buena buena a
PROGRESIVA excelente
VIABILIDAD ( %) 89 + 538 78 - 98
CONCENTRACION 121 + 59.82 40 - 333
ESPERMATICA ( mill / ml )

CUENTA TOTAL 253 + 89.29 36 - 408
(mill / eyaculacidn)

MORFOLOGIA 65 + 6.3 47 - 72

NORMAL (%)
LEUCOCITOS / campo 1-3 0-3
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RESULTADOS DE LA CAPACITACION
Después de realizar la capacitacién de los espermatozoides, se analizaron

nuevamente {os pardmetros de las muestras de semen, especiaimente aquellos que son de
vital Importancia para realizar la fertilizacién, como son el porcentaje y tipo de movilidad, la
viabilidad y la concentracion (Hail, 1981).

En relacidn a la viabilidad se observé disminucion en el porcentaje de células después
de la capacitacion (64%); en cuanto a la movilidad también se observd una baja en el
nimero de células méviles (42%), sin embargo, éstas se volvieron mds rapidas en su
movimiento, es decir se notd una hiperactivacldn en los movimientos de los espermatozoides
(movilidad de progresiva a excelente). La concentracién espermatica igualmente se vid
disminulda, pues anles de [a capacitacién se lenia una concentracién de 121 X 108 y
después descendié a 78 X 108, En la tabla 4 se muestran los resultados de los valores

promedio de los parametros analizados después de la capacitacion.
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TABLA 4

RESULTADOS DE LOS PARAMETROS DEL SEMEN ANALIZADDS

DESPUES DE LA CAPACITACION

MOVILIDAD 42 %
TIPO DE MOVILIDAD Progresiva a Excelente
VIABILIDAD 64 %

CONCENTRACION 78 mill / ml
ESPERMATICA
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RESULTADOS DE LA FERTILIZACION HETEROLOGA
OBTENCION DE OVOCITOS

La estimulacion hormonal de las hembras de criceto dorado para la obtencion de
ovocitos fue satisfactoria, pues se lograron en promedio 65 ovacitos por cada hembra con 30
Ul de PMSG y 30 Ul de HCG. El rango de ovocitos/hembra varié de 26 a 96. Para cada
muestra de semen se emplearon 4 hembras de criceto; es decir aproximadamente 250
ovocitos por experimento.

Es importante sefialar que de los ovocitos recuperados solamente se incubaron en
promedio 70 ovocitos por cada muestra de espermatozoides, ya que después de la serie de
lavados éstos no se recuperaron en su totalidad.

En la figura 3 se evidencian algunos ovocitos de criceto dorado con zona pellicida a)
ovocito de criceto dorado en contraste de fases a 10X ; b) ovacito a 40X y c) ovocito a 100X.

En la figura 4 se observa un ovocito libre de zona pellicida (100X).
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()
Figura 3. Ovocitos de criceto dorado no fertilizados, con presencia de zona

pelticida. En a) se observa un ovocito con un aumento de 10X,
en b) 40Xy en c) 100X.



Figura 4. Ovocito de cricato dorado no fertilizado, libre de zona pelicida, (100x).
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INTERACCION DE GAMETOS

Durante la coincubacion de los gametos se fueron monitoreando los ovocitos para
ohservar la presencia de cabezas turgentes en su citoplasma. Durante las 6 horas que durd
la coincubacion se realizaron observaciones de las preparaciones desde los 15 minutos y
después cada 30 minutos, esto con la finalidad de conocer el tiempo preciso en que
comienza la descondensacion de la cromatina y la formacidn de prontcleos y asi lograr la

abtencidn y ohservacion de complementos cromasdémicaos.

Enla figura 5 se observa un ovacito de criceto dorado y un espermatozoide humano

durante la coincubacion,

Figura 5. Ovocito de criceto dorado sin zona pellicida durante la coincubacion, cerca del

mismo se observa un erpermatozoide humano ( 100X ).



DESCONDENSACION DE LA CROMATINA

Después de la fusién de gametos comenzé la descondensacion de la cromatina en el
citoplasma del ovacito, lo que se verificé al observar la presencia de cabezas turgentes de
los espermatozoides o de pronticleos espermaticos.

En la figura 6 se muestran dos ovocitos, en uno de ellos se estaba iniciando la
extrusidn del segundo cuerpo polar y en el otro ya se observa mas prominente; en la figura 7
se muestra con mas detalle un ovocito con extrusion del segundo cuerpo polar.

La evaluacién de las propiedades funcionales de los espermatozoides capacitados jn
vitro mediante este bioensayo, indicé que en promedio penetraron a mas del 30% de los

ovacitos obtenidos,

Figura 6, Dos ovocitos de criceto dorado que han sido activados por espermatozoides
humanos, obsérvese que en uno de ellos ha comenzado la extrusién del segundo

cuerpo polar, mientras que en el otro ya se ha hecho mas aparente ( 40X ).



Figura 7. Ovocito libre de zona pelicida, 30 minutos después de la inseminacién donde es

evidente la extrusion del segundo cuerpo polar en la superficie del ovocito (40X).
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En algunos de los ovacitos, el desarrollo fue detenido en el estado de cabezas hinchadas del
espermatozoide o estado temprano pronuclear.

Para determinar el porcentaje de penetracion de los espermatozoides se cuantifico el
numero de cabezas descondensadas y/o prontcleos dentro del citoplasma del ovocito. En la
tabla 5 se muestran los resultados del numero de ovocitos analizados para cada paciente
estudiado; se muestra también el nimero de ovacitos con segundo cuerpo polar, el nimero
de ovocitos con dos o mas pronucleos y el nimero de ovocitos con estructuras
cromosdmicas. Es importante indicar que hubo ovocitos en los cuales se cuantificaron hasta
5 prontcleos.

De los ovocitos que fueron inseminados, aproximadamente el 26% presentaba
pronucleos, otra porcién tenia cabezas turgentes y/o extrusién del segundo cuerpo polar, el
resto no presentaba evidencia de haber sido fertilizados.

Los espermatozoides comenzaron a fusionarse con los ovacitos en la primera hora de
inseminaclén (aproximadamente el 40% penetrados) y para las 5§ horas de Incubacion la
mayoria de 'os ovocitos estaban penetrados con un nimero de 2 a 5 espermatozoides por
ovoclto.

La descondensacion se observé desde los 15 minutos de coincubacién, hasta las 3
horas; & las 3.5 horas la mayoria de los gametos femeninos fertilizados presentaban
cabezas turgentes de los espermatozoides dentro de su citoplasma, pero después de las 5
horas de coincubacién se menor nimero de ovocitos penetrados con relacion al inicio de la
incubacién (Figura 8). '
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TABLA &

RESUL TADOS DE LA PENETRACION ESPERMATICA

PACIENTE OVOCITOS OVOCITOS OVOCITOS OVOCITOS
ANALIZADOS CON SEGUNDO CON DOS OMAS CON COMPLEMENTOS
CUERPO POLAR PRONUCLEOS CROMOSOMICOS

1 85 24 12 . 10
2 65 13 18 7
3 2 9 2 T
4 " 70 32 14

5 85 25 14 8
] 47 19 27 12
7 52 14 7 5
8 3 27 2 9
9 9 24 10 7
10 50 1 16 4
" 63 21 10 5
12 0] 26 ] 6
13 84 11 25 . 14
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Figura 8. DESCONDENSACION DE LA CROMATINA
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GRANULOS CORTICALES

En un numero de ovocitos se observd liberacion de granulos corticales, pues al
realizar |as observaciones microscopicas para el andllsis de la descondensacion
espermatica, se observd diferencia en la rugosidad del ovocito, en comparacién con los
ovocitos no inseminados; esto se debid a que se redujo el nimero de granulos corticales, lo
cual es una importante evidencia de que ha ocurrido la penetracion espermatica
(Maleszewski et al. 1995). En la figura 9 se muestra la diferencia entre los dos tipos de

ovocitos a) no fertilizado y b} fertilizado, por la diferencia en los granulos corticales.

Figura 9. Se observan dos ovocitos libres de zona pelicida; en a) se muestra un ovocito
antes de ser inseminado, en b) un ovocito 15 minutos después de la inseminacion.
Notese que antes de la fertilizacion los grdnulos corticales son evidentes; después
de la inseminacién se observa una reduccion de los mismos, también se nota la

presencia de un pronticleo (40X).
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DESARROLLO DE PRONUCLEOS

Los primeros pronlcleos se observaron a las 3-3.5 h de iniciada la coincubacién de
gametos; a las 4.5 h aproximadamente el 50% de los ovocitos hablan sido penetrados y
presentaban pronlcleos. En la figura 10 se aprecia un ovocito con presencia de tres
pronticleos.

Los pronlcleos totalmente desarrollados entran en estrecha aproximacion, sus
envolluras nucleares se desintegran y sus cromosomas se mezclan para la primera
segmentacion,

Los pronicleos se clasificaron por tamafio y estado de descondensacién en
pequeios, grandes e intermedios. Los pronticleos grandes aparecen como una red difusa,
mientras que ios chicos 8e observan mas compactos, algunos no pudieron analizarse porque

su morfologia no estaba bien definida. La mayoria de ios prondcleos era de tamaro

pequeilo,
OBSERVACION DE COMPLEMENTOS CROMOSOMICOS

Después de observar los pronticleos en la mayoria de los ovocitos, se continuaron
incubando con colchicina para la obtencién de los cromosomas, pero al someterlos a la
solucion hipoténica para provocar la dispersion no fue posible observar los complementos
cromosdmicos. Sin embargo, el fluorocromo DAPI si permiti6 la visualizacién de

complementos cromosdmicos dentro del ovocito, aunque no con una clara morfologia.

Los complementos cromosémicos que lograron observarse con DAPI se muestran en
la figura 11a, b y c, nétese que presentaron una morfoiogla frregular, también se notan
sigunas cabezas lurgentes de espermatozoides. En fa mayoria de los casos se observaron

estructuras cromosémicas pero sin una morfologia definida.
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Figura 10 Notese fa presencia de un ovocito de criceto dorado libre de zona pelucida 3

horas después de la inseminacion, d

(100X).

onde se observan claramente tres pronticleos
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Figura 11a Se observa un ovocito tefido con el fluorocromo DAPI donde se evidencian
algunas cabezas de espermatozoides que empiezan a descondensarse y

algunas donde ya tienen la forma de cromosomas.



Figura 11b Ovocito después de 5 horas de coincubacién con presencia de cabezas
espermaticas turgentes y un grupo de cromosomas que comenzabs a formarse

(100X), también se observa el segundo cuerpo polar.
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Figura 11c. Se observan tres complementos cromosomicos. También se observan sigunas
cabezas de espermatozoides que comienzan a descondensarse (100X).
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DISCUSION

Los factores genéticos, especialmente las anormalidades cromosémicas numéricas
juegan un papel importante en la pérdida embrionaria. Debido a que el analisis de células
somaticas no permite calcular el riesgo de errores que se presentan de novg durante la
maduracion de las células germinales, es muy interesante investigar si los gametos
mesculinos de varones sanos con fertilidad comprobada y/o no comprobada presentan
anormelidades.

La prueba de penetracion espermdtica ha sido utilizada como una importante
herramienta en la investigacion de la infertilidad, pues permite detectar ia funcién anormal d.e
espermatozoides en pacientes que exhiben perfiles normales del semen (Overstreet et al.
1980; Rogers et al. 1979); sin embargo, la Infertilidad también puede deberse a errores en ia
maduracion de los gametos después de la penetracién en los ovocitos, o muerte de cigotos
primarios como resultado de la fertilizacién con un espermatozoide cromosdmicamente
enormal.

La fertilidad del hombre depende de Ia calidad de su semen; es decir, la concentracion
espermatica, movilidad y morfologia son indicadores fundamentales en la fertilidad
masculina (Hall, 1981; Shaigl et el. 1985), Como o muestran los resultados de la EBD, todos
los donadores presentaron perametros normales segln los criterios establecidos por el
Manual de la OMS para el andlisis del semen humano (1987), independientemente de si su
fertilidad estaba comprobada o no. Sin embargo, estos parametros no proporcionan una
informacién precisa diagnostica o prondstica para la fertilidad humana in vitro o jn vive
(Aitken y Elton, 1984; Aitken et al. 1985, Cohen et al. 1982).

En los resultados mostrados se pudo observar que en todas las muestras e}
porcentaje de células mdviles era normal, aunque después de la capacitacion habla
disminuido; esto implica que las caracteristicas de movilidad cambiaron significativamente

después de la capacitacion. Ademas del porcentaje de células méviles, es muy importante
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considerar la calidad de sus movimientos; en las muestras estudiadas las células se movian
en forma rapida y lineal, lo cual es vital para la penetracion de los ovacitos (Stauss et al.
1995).

Benet et al. (1992) realizaron un estudio para comparar la frecuencia de
anormalidades cromosémicas en hombres a quienes se realizé la técnica de swim-up que
selecciona a los espermatozoides altamente méviles, con ensayos donde no se hizo
seleccion espermética, y los resultados no mostraron diferencia significativa, lo que indica
que la seleccion de espermatozoides no Implica seleccién cromosémica.

La densidad del eyaculado o concentracion espermatica es otro de los indlcadores
mas importantes de (a fertilidad masculina. Asimismo, la morfologla de los espermatozoides
es importante en la valoracion del potencial de fertilidad, especialmente en pacientes con
movilidad y concentracién de espermatozoides normales. Un alto numero de
espermatozoides con morfologla anormal esta reflejando una pobre funclén testicular y debe
evaluarse cuidadosamente debido é que puede haber un efecto significativo en la
fertilizaclon y en la tasa de embarazos (Hall, 1981; Kruger et al. 1988; Liu, 1992).

Los espermatozoides de mamifero reclén eyaculados son incapaces de fertilizar
ovocitos inmediatamente, aun cuando se pongan en contacto con ellos, pues deben ser
capacitados, lo cua! ocurre en condiclones normales a lo largo de! tracto genital femenino, o
in vitro se produce bajo ciertas condiciones. E! tiempo requerldo para la capacitacion varia de
especie a especie (Gould et al. 1985); en particular en los seres humanos requiere de varias
horas. Pero este tiempo también depende del estado fisiolégico de la hembra o de las
condiciones de! medio al que los espermatozoides sean expuestos (Yanagimachi, 1981). Los
espermatozoide fueron incubados para la capacitacion durante un minimo de 6 horas; en
este estudio se observd que no todos los espermatozoides son capacitados al mismo
tiempo, pues aun en el mismo eyaculado, algunos se capacitan mas rapido que otros, lo cual
correlaciona con los resultados obtenidos por Gould et al. (1985), y mas aln, entre varon y

varon parece haber una variacion considerable, la cual no tiene correlacion con edad, raza o
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tipo sanguineo (Yanagimachi, 1981). Bajo las mismas condiciones experimentales algunos
espermatozoides son capaces de penetrar a los ovocitos mucho mas rapido que otros.
Wramsby y Yanagimachi (1988) han informado sobre el uso de un ionéforo para evitar el
problema de los tiempos de incubacién para la capacitacién,

El periodo en que los espermatozoides son preincubados para ia capacitacidn,
tamblén varla de investigador a investigador segin la metodologia utilizada, algunos los
preincuban varias horas (hasta 24 horas) y otros ni siquiera realizan la incubacidn; es dificil
concluir 8! una preincubacién larga o una corta es la adecuada para una buena penetracién
espermatica; en este estudio el tiempo de incubacién seleccionado did buenos resultados.
Después de la capacitacién, los resultados sugerian que se ilevaria a cabo una exitosa
fertilizacién aiin cuando los valores estimados disminuyeron significativamente, pues siempre
se encontraron dentro de los establecidos como normales por el Manual de la OMS (1987),
La disminucién que se observé en la movilidad, viabilidad y concentracién espermatica
particularmente se debid a los ciclos de centrifugacién-resuspensién.

Una vez que los espermatozoldes fueron lavados para eliminar el plasma seminal e
Incubados [n vitro para efectuar la capacitacién, las caracteristicas de movilidad de los
espermatozoides cambiaron significativamente; es decir, mostraron una hiperactivecién con
relaclén a su movimiento, desplazandose mejor y mas rapidamente (movilldad de progresiva
a excelente). Esto correlaciona con los resultados mostrados por Yanagimachi (1984).

Ya se menciond que la densidad del eyaculado o concentracidn espermética es otra
de las caracteristicas importantes en la fertilidad. La concentracidén espermatica que se
empled en esta prueba (1 X 108 espermatozoides/ml para 40 ovoclitos) fue adecuada para la
penetracion de los ovocitos; Binor et al. (1980) han demostrado que la concentracién de
espermatozoides esta relacionada en forma linear con el nlimero de espermatozoides que
penetran un ovocito, estos mismos autores describieron que con una concentracién menor a
6 X 10% no hay penetracién; pero también han indicado que la concentracién que da una
mayor indice de penetracién es la de 5 X 108 (Binor et al. 1982).
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Ei criterio mas comunmente ufilizado para ia penetracién del ovocito por el
espermatozoide es [a presencia de cabezas espermadticas turgentes o pronlcleos
espermaticos dentro del citoplasma del ovocito (Hamdi et al. 1984); sin embargo,
Yanagimachi (1984) propone que la ausencia de prontcieos o segmentacién, no
necesariamente implica que ia fertilizacién no haya ocurrido.

En los resuitados obtenidos se muestra que hubo ovocitos que no parecieron haber
sido fertilizados. Por otro lado, la presencia de un pronticleo o pronicleos sélos no es criterio
confiable para la penetracion espermatica, ya que los ovocitos de criceto pueden activarse
espontaneamente sin que exista penetracion espermética (Maleszewski et al. 1995). Las
cabezas turgentes y los pronlcleos son facilmente vistos ya sea con un microscopio de
contraste de fases o uno de contraste de interferencia.

Pero otra importante evidencia de que se fealizb la penetracién espermatica fué la
extrusion del segundo cuerpo polar, que logré observarse en la mayorla de ios ovacitos
fertilizados (Van-den-Bergh et al. 1895). Sin embargo, hay ovocitos con segundo cuerpo
polar pero no se nota la presencia de cabezas turgentes o pronticleos en su citoplasma, lo
cual correlaciona con los resultados de Maleszewski et al. (1995) sobre la activacién
espontanea del avacito.

Después de llevar @ cabo la coincubacién de gametos se observd que aigunos
ovocitos no hablan sido penetrados, esto quiza sea deba a que el nimero de células méviles
va disminuyendo durante la preincubacién y ademas la actividad flagelar también se vi6
disminuida conforme pasaba el tiempo de incubacién.

La activacion de la descondensacion de la cromatina nuclear en el espermatozoide
humano inicié a los 15 minutos de coincubacion y duré hasta las 3 horas, momento en el que
se observan las primeras cabezas turgentes o pronlcleos de los espermatozoides
(Yanagimachi, 1984).

Deberlan registrarse con mas precision ios tiempos de observacién de los ovocitos, es

decir, hacer observaciones mas frecuentes y a un tiempo determinado, ya que ias colas de
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los espermatozoides humanos se desintegran y no son detectables al microscopio de luz
varias horas después de su entrada en el citoplasma. Solamente mediante microscopla
eleclrénica es posible detectar los componentes de la cola del espermatozoide en el
citoplasma (Yanagimachi, 1984).

La polispermia se produce cuando mas de un espermatozoide penetra en el ovocito y
el nimero de cromosomas serd mayor que el de una dotacién normal. Se sabe que las
especles animales han desarrollado durante la evolucién mecanismos que impiden que mas
de un espermatozoide penetre en el ovocito (Barros y Yanagimachi, 1972). Estudios
realizados con ovocitos del erizo de mar sugieren la existencia de dos barreras distintas para
_ evitar la polispermia: un bloqueo rapido e incompleto que tiene lugar durante los primeros
segundos del contacto espermatozoide-dvulo, y ofro bloqueo méas lento, pero también mas
completo. El primero parece darse cuando después de un segundo del anclaje del
espermatozoide existe un flujo de iones sodio hacla el interior de la célqla, provocando una
breve variacion en el potencial, parecido al del impulsé nervioso, parece ser que este cambio
de tension es o que impide |a entrada al ovocito, de mas espermatozoides (Maleszewski et
al. 1995).

. El segundo bioqueo parece estar dirigido hacia la reaccién cortical: un cambio
estructural masivo que se produce en el huevo poco después de la fecundacion. Debajo de
la membrana del huevo no fecundado se encuentra la capa cortical que contiene unas
vesiculas llamadas granulos corticales. Cuando el espermatozoide penetra al dvulo, éstos se
fusionan con la membrana plasmatica y descargan su contenido en el espacio que queda
entre la membrana plasmatica y la vitelina. En el contenido de estos granulos hay dos
enzimas importantes: una que aitera especificamente las proteinas receptoras de la
membrana vitelina, de forma que los espermatozoides extras unidos a ella quedan
desenganchados y ningin otro puede tampoco adherirse posteriormente, La otra enzima

degrada protelnas conectivas que unen la membrana vitelina con la plasmatica, quedando
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ambas separadas entre si. Esta secuencia de acontecimientos que siguen a la reaccién
cortical supone un bloqueo formidable para la polispermia (Barros y Yanagimachi, 1972).

La desaparicién o una abrupta reduccién en el nimero de granulos corticales de la
corteza del ovocito es otra importante evidencia de que ha ocurrido la penetracién
espermatica (Maleszewski et al. 1995). Los granulos corticales del ovacito de criceto son lo
suficientemente grandes como para observarse con un objetivo de 100X (Austin, 1965).
Seria dificil evaluar si los ovocitos han sido penetrados cuando no se han observado los
nuicleos turgentes de los espermatozoides, pero es de gran utilidad evidenciar |a densidad de
los granulos corticales en la corteza del ovocito (Kvist, 1980; Yanagimachi, 1984).

Cuando los ovocitos de criceto libres de zona pelucida son inseminados con una alta
concentracién de espermatozoides, es comin la entrada de multiples espermatozoides, lo
cual conduce a un pobre desarrollo de pronlcleos espermaticos. Esto se debe a que el
ovocito del criceto no presenta los mecanismos de bloqueo de membrana a la polispermina
(Yanagimachi, 1994).

No todas las cabezas esperméticas (nlcleos) incorporadas en el citoplasma del
ovocito se descondensan o hinchan (Brandriff y Gordon, 1989); en este trabajo las cabezas
turgentes se observaron dentro del citoplasma del ovocito, mientras que los espermatozoides
cuyos nucleos no estaban descondensados se encontraban sdlo adheridos a la superficie
del ovacito. Algunas pueden permanecer condensadas por muchas horas, Otras pueden
descondensarse (hincharse), pero no transformarse en pronlclecs, ya que la cantidad de
factores citoplasmicos presentes en el ovacito, que son los responsables de! desarrollo del
nucleo espermatico a prontcleo parecen estar limitados (Yanagimachi, 1984).

Los pronucieos se eémpezaron a observar a las 3-3.5 horas de iniciada |a colncubacién
de gametos; algunos no pudieron analizarse debido a una pobre morfologia, quiza esto sea
también una consecuencia de la polispermia, pues ocasiona que se observen ovacitos con 3

o mas prontcleos de diferente tamafio y poco visibles (Yanagimachi, 1994).
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La diferencia que se encontré en los tiempos de descondensacién de los ovocitos
(desde 15 minutos hasta 3 horas) quizd sea una consecuencia del distinto estado de
maduracidn en que se encuentran los espermatozoides.

En un estudio donde se realiz6 la interaccion entre avacitos y espermatozoides
humanos, la expansién de la cabeza de los espermatozoides se did después de la
incorporacion en el citoplasma del ovocito; y la inflacién y vesiculacién de la envoitura
nuclear precedieron a la descondensacion de la cromatina. Sin embargo, atin cuando existan
cabezas turgentes y formacién de pronticleos en un ovacito, puede haber unas cuantas
cabezas espermaticas que no se hayan expandido (Sathananthan et al. 1986), hecho que
fue corroborado en este estudio al observar ovacitos con presencia de complementos
cromosémicos y algunas cabezas turgentes.

El porcentaje de ovocitos penetrados refleja la capacidad fertilizante de los
espermatozoides, pero tamblén es Importante considerar el estado fisioldgico en que se
encuentran los ovocitos, ya que es un factor determinante para que se lleve a cabo la exitosa
descondensacion de los nlcleos espermaticos.

Algunos otros factores involucrados en la penefracion de los ovocitos por los
espermatozoides, y por lo tanto invalucrados en la descondensacidn nuclear, pueden ser: el
tiempo de obtencion de los ovocitos, el método para eliminar la zona pellicida, el lempo de
capacitacion de los espermatozoides, el medio BWW, la concentracién de espermatozoides
y el tiempo de coincubacion de los gametos.

Sin embargo, la descondensacién de la cromatina y la subsecuente separacién de las
fibras cromosémicas son procesos asaciados con la accién de proteasas y agentes que
reducen las uniones disulfuro en las protaminas. La descondensacién incompleta de la
cromatina se observa en pronlicleos de ovocitos inseminados con concentraciones
excesivas de espermatozoldes y que muestran una polispermia excesiva (Yanagimachl,
1884). Esto quiza se deba a la relativa carencia de ciertos factores citopldsmicos del ovocito
de criceto. Quizd serfa importante, en algunos casos, disminuir la concentracion de
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espermatozoides para evilar la polispermia. Por otro lado, Longo y Yanagimachi (1993) han
sugerido que en los ovocitos maduros de los mamiferos deben existir factores que
descondensan el nicleo espermatico y que desarrollan los pronticleos masculinos.

La propiedad del ovocito de criceto dorado que se explota en esta prueba es la
aparente ausencia de cualquier especificidad a nivel de la membrana plasmética
(Maleszewski et al. 1995). Ademas la membrana plasmatica del ovocito de criceto es
excepcional por su aparente incapacidad para controlar su propia penetracién por el
espermatozoide, a pesar de la evidente liberacidn de granulos corticales del ovocito durante
Ia fertilizacion (Binor et al. 1982).

Hamdi et al. (1984) reportaron que la prueba de penetracidn con ovocitos de criceto
no correlaciona con % de movilidad, % de viabilidad y % de morfologla normal; sin embargo
sl fo hace con la concentracién de espermatozoides, la movilidad progresiva y el pH (7.2 -
7.7). Esto estd en concordancia con los resultados obtenidos, ya que la concentracidn
utilizada fue la propuesta por otros autores y dié una buena penetracion, después de la
capacitacién se logré que la movilidad fuera progresiva y el pH se ajustd a 7.4 en todos los
medios empleados.

Brandriff et al. (1991) han sefalado que el sistema criceto-humano podrla actuar
como un "sistema de expresién" para lesiones cromosdmicas (en analogla a sitios fragiles)
que son expresados como “gaps” (huecos) o rompimlientos bajo condiciones especificas de
cultivo.

Estudios de la expresion de sitios fragiles en cromosomas de espermatozoides y
linfocitos de un varén normal indican que las lesiones cromosdmicas no ocurren al azar y no
son artefactos técnicos; as! que probablemente corresponden a la expresién espontanea de
fragilidad cromosémica en el espermatozoide (Benet et al. 1989).

Existe evidencia de que en la interaccién del espermatozoide y el ovocito inicia una
serie de reacciones quimicas que producen moléculas mensajeras que causan la activacion
del ovocito (Maleszewski et al. 1995). Los principales mensajeros son i6nicos; el calcio
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comienza muchas de las respuestas para la fertilizacion y también puede ser importante una
disminucién en la concentracidn de iones hidrégeno (aumento en el pH).

Cuando ocurre !a fusién de gametos, el genoma masculino es remodelade de un
estado inerte transcripcional a un estado funcional reactivado, lo cual se cree que esta bajo
control bioquimico de! citoplasma del avacito. Esta activacion de la descondensacion nuclear
se caracteriza por la sintesis de ADN y la condensacién de la cromatina. Aln se desconoce
el tiempo de la fase S en cigotos humanos, pero en esta cruza heteréloga ocurre enltre las 3
y las 3.5 horas postinseminacién (Brandriff y Gordon, 1989).

Los enlaces disulfuro en las protaminas de los espermatozoides, formados durante el
paso de los espermatozoides a través del epididimo, se cree que estabilizan el nicleo
espermatica condensado, incrementando su resistencia a la descondensacién y quiza
ayudando a evitar la disponibilidad del molde de ADN en el nucleo espermatico (Naish et al.
1987). Durante la fertilizacion los enlaces disulfuro del niclec espermatico son reducidos y
las protaminas son removidas del ADN espermatico, el Ultimo proceso que coincide, al
menos en parte, con la descondensacidn nuclear espermatica (Perreauit y Rogers, 1982).
Parece ser que tantc la descondensacidon y la eliminacién de las protaminas son
prerequisitos para que se produzca el comienzo de la sintesis de ADN, esto se basa en
observaciones de que los nlcleos espermaticos antes de formar prontcleos son incapaces
de incarporar precursores de ADN, alin cuando estén presentes en los ovocitos que utilizan
moldes para la sintesis de ADN. Quiza aparte de ia reduccién de enlaces disulfuro, como
uno de los factores involucrados en la descondensacidn de la cromatina, existan ofros
elementos desconocidos que permitan al genoma humano responder a sefiales del
citoplasma, por ejemplo para iniciar la sintesis de ADN, pues ésta ocurre solamente después
de que la membrana nuclear se ha reformado alrededor de! pronicleo masculino y cuando el
pronicleo se ha agrandado (Naish et al. 1987). Posiblemente la polispermia sea una de las
respuestas de por qué la descondensacion nuclear, asi como la formacién de prontcleos
acurren a diferentes tiempos (Barros y Yanagimachi, 1972).
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Los complementos cromosémicos observados tuvieron, desafortunadamente, una
morfologia inadecuada para ia identificacién de los cromosomas. No pudieron ser analizados
probablemente porque no se dié una buena dispersion o debido al sobrelapamiento de fos
cromosomas pronucleares mascufinos o femeninos. Esto puede darse como resuitado de
colocar 5 ovocitos en el mismo portaobjetos. Por este motivo ia metodologia no puede ser
apiicada en el laboratorio para'propésltos clinicos y epidemioldgicos.

Pero aln cuando no se obtuvo una buena dispersion y por lo tanto una buena
morfologla, se logrd (a descondensacién de ia cromatina en el espermatozolde humano, fo
que implica un gran avance en el estudio de la genética humana, ya que con algunas
modificaciones de la técnica se podran obtener cromosomas metafasicos con una adecuada
calidad, para realizar estudios posteriores sobre el tipo y ia frecuencia de anormalidades
cromosdmicas en los gametos masculinos humanos.

Actualmente los métodos para obtener cromosomas de espermatozoldes humanos
para andlisis rutinarios presentan dificultades que deberan superarse mediante el desamollo
de nuevas tecnologlas. Es recomeridable enfocar la atencién hacla aquellos procedimientos
que son de cruclal importancia para el éxito de esta técnica (tiempos de Incubacién, fijaciény
dispersién, entre otros) pues seria muy importante considerar la modificacién de estos pasos
fundamentales en la fertilizacion [n vitro interespecifica y elaborar un método adicionai ai de
los investigadores que han desarroilado esta metodologia para incrementar el éxito en la
obtencién de cariotipos en la cantidad adecuada y de buena calidad.

Desde hace poco tiempo existen nuevas técnicas que ayudan a separar
eficientemente espermatozoides humanos con compiementos X o Y, por ejemplo, el andiisis
de ADN del espermatozoide, la técnica de sephadex para seleccién de complemento X y el
anallsis del cuerpo Y, o cual podria incrementar fa probabitidad de tener nifios sanos para
parejas que tengan riesgo para enfermedades recesivas ligadas al X (Beckett et al. 1989), y
mas reclentemente se han desarroilado ias técnicas de FISH ((Fiuorescence in situ
hybridization) (Bischoff et al. 1994, Chevret et al. 1995, 1996, Hoimes, y Martin, 1993, Miharu
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etal. 1994, Robhins et al. 1993, Rousseaux et al. 1998)iiNai2lls (Pirredh sitl) (Pellestor et
al. 1996).

Qtros Investigadores concluyen que todavia eifli wizivaiae la hcldencla real de
aberraclones estruturales en el espermatozoide humaneassnio dtoddo 4 que las lesiones
cromosdmicas como "gaps” (huecos) y rompimientos iy #-sseira<ducios por el mismo
sistema criceto-humano y en segundo lugar porquehmm\mqorla cde I8 anormalidades
estructurales detectadas en espermatozoides son abenimseie) instablet o semiestables
(rompimientos, intercamblo de cromatidas, fragmentos lfipszatt, ctp-080mas dicénlricos y
en anilio) (Genesca et al. 1990b).

En un estudio realizado por Genesca et al. {1990uphd)- fiend  unlncremento en la
Incidencia de anormalidades cromosémicas estructuralelmiairsnesir-=atadis con radio y/o
quimloterapia para diferentes tipos de cancer, medianjjgsl ks e penetracién con
ovocitos de criceto dorado, lo cual sugiere una capacidifiideakions e rparacion en el
citoplasma del ovacito de criceto. Por otro lado, se ha estiujyyy @ tio>  condiciones in vivo,
aproximadamenete el 90% o mas de los romplmlent)maimsiniesos triginales, son
restituidos (Vig, 1983); segin otro estudio, no exid)ypeiindi e reparacitn en
espermatides tardias y en espermatozoides (Sega, 1976). tariBidiliys Pedersen (1981) y
mas recientemente Matsuda y Tobari (1969) demastraron gikrh NG e2spumatozoide de
ratén podria ser reparado dentro del citoplasma del ovocitilygli-ah dizainte ol periodo que
existe entre la entrada del espermatozoide en el ovacito y dyiygdtiods 5.a fae S. Matsuda
y Tobari (1988) también dieron evidencia directa de queiipisal idu«<sido por radiacion
uitravioleta en espermatozoides, puede ser efectivamentiygongio o~ micanismos de
reparacion pre y post-replicacion, después de la entrij) Wi espr-rmalizaide en el
citoplasma del ovocito. Esto se logro mediante el andlisiiny mii:4melion s de la primera
segmentacion de embrianes de raton de una célula trataddy it thbllr-ees th reparacion
del ADN; es decir, la actividad de reparacidn debe ocuiyelrit e ie=mp en que el
espermatazoide penelra al ovacito y ia metafase de la primeriyenyrtintadbere.
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Otro trabajo realizado por Gitoovay ¢ =ml. (1979) reporta que el dafio inducido
quimicamente en el genoma del raté) tae\raffeiermcialmente reparado en varios ovocitos de
raton, dependiendo de las condicioneidlsls kjembra.

Los resultados de estos estuditid tyen gwan Importancia ya que demuestran que
pudiera existir la posibilidad de quelt &s ¢iles genéticos en los genomas masculino y
femenino, inducidos por algin mutdgimas . s de= |a fertilizacion, puedan ser reparados en
los ovacitos después de |a fertilizacid liniShembar-go, ain no se han realizado este tipo de
estudios en el humanos.

Examinando cromosomas de ditolkily hunaanos multipronucleares fertilizados in vitro
se han podido identificar los cromosoniicd: Gorges espermatico, pero todavia no se precisa
el origen gamético de los cromosonites ¢ la maayoia de los cases, ain cuando se ha
utilizado andlisis de heteromorfismo (iid.budi ¢! =, 1684). Aunque este planteamiento es
atractivo, la disponibilldad de los ovodbiii: hmano=s para andlisls cromosémico de rutina es,
obviamente, muy limitado. Los intenty destdq fsualizzar los cromosomas de espermatozoides
humanos, fuslondndolos con células siitiiliatiss o Fan tenido éxito (Yanagimachi, 1982b).

Actuaimente se ha comenzado 1li-iksli ld \€&cnica de hibridacion in sity con sondas de
ADN especificas para X o Y biotiniladi qup qu propercionan una altemnativa simple y factible
para la evaluacion de la proporclth desle espervmatozoides X o Y y la frecuencia de
aneuploidias en cromosomas especifiniels eitslis céluas. Este método esta especialmente
diseftado para determinar las aberraive:sue)nundaicas en los espermatozoides humanos,
ademas es mucho mds riipido y eficil o qe s Feertiizacion [n yitro de ovocitos de criceto
dorado y espermatozoides humanos (lhrsansta.  1994; Robbins et al. 1993; Rousseaux et
al. 1995; Wyrobek et al. 1994),

Distintos grupos de investigacit wso:aiiian  preparando experimentos de hibridacion
con sondas de ADN biotiniladas parily a3 gomosseomas X, 1y 12 (Guttenbach y Schmid,
1990).



También se han reportado algunos trabajos sobre la aplicacion de hibridacion fn situ
no radioactiva (Guttenbach y Schmid, 1990; Guttenbach et al. 1994a; Guttenbach et al.
1994b; Pieters et al. 1990).

Holmes y Martin (1993) han descrito trabajos utiizando FISH en nucleos
espermaticos en interfase para valuar la utiidad de esta técnica en la deteccion de
aneuploidias, la cual ha mostrado ser muy sensible y facil de realizar, ademas tiene la
ventaja de que la técnica es independiente de la funcion espermatica y tiene la potencialidad
de proporcionar gran cantidad de informacion rapidamente (Holmes y Martin, 1993). Existen
ofros trabajos usando la misma metodologia con algunas variantes (Bischoff et al. 1994;
Chevret et al. 1995; Miharu et al. 1994).

Wyrobek et al. (1994) también ha investigado recientemente sobre la deteccion de
aneuploidlasy X-X, Y-Y y X-Y en espermatozoides humanos empieando FISH para dos
cromosomas. En el trabajo desarrollado por Griffin et al. (1995) empleando FISH, se
presenta la primera evidencia directa de un aumento de no-disyuncion meidtica relacionada
con la edad en el vardn, pues se demostrd que existe una mayor incidencia de
espermatozoides XY y disomias XX y YY entgre los varones de mayor edad que entre
hombres jOvenes, es decir, los hombres de edad madura tienen una mayor probabilidad de
tener descendencla aneuploide en comparacidn con los mas  jGvenes.

La técnica de FISH es una herraimienta confiable, sensible y rapida; sin embargo, no
permite examinar aneuploidias en todos los cromosomas simultdneamente a menos que se
utilicen mUltiples sondas con diferentes marcas teflidas fiuorescentemente (Holmas y Martin,
1993). Aln mas actualizado es el uso de la técnica PRINS para la deteccidn, por ejemplo,

de disomia en e} espermatozoide humano (Pellestor et al. 1996),
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CONCLUSIONES

1. La prueba de penetracion de ovocitos de criceto libres de zona pelcida es una poderc;sa
herramienta para conocer algunos de los mecanismos biologicos implicados en fa
descondensacion de la cromatina def espermatozoide humano, asl como para conocer que
la descondensacion nuclear en el espermatoozide humano inicia a partir de los 15 minutos
de coincubacién de gametos y que los primeros prontcleos se empiezan a formar desde las
3 a las 3.5 horas de iniciada la coincubacion.

2. La diferencia en el tiempo de inicio de la descondensacion quizd se deba al diferente
estado de maduracién en que se encuentran los espermatozoides, pero ef estado fisioldgico
de 0s ovocitos también puede ser un factor determinante para una exitosa descondensacién
de nlcleos espermaticos.

3. Algunos de los factores involucrados en la penetracién espermética, descondensacion
nuclear, formacién de prontcleos y obtencién de cromosomas pueden ser la concentraclén
espermatica, el tieinpo de obtenclon de los ovocltos, el tiempo de capacitacidn espermética,
la manipulacidn de los ovocitos al eliminar 1a zona pellcida y el tiempo minimo requerido de
colncubacién de gametos.

4. Un mayor numero de pruebas permitira ontener un sinnimero de complementos
cromosémicos con una mejor dispersion, lo que permitird analizar el tipo y la frecuencia de
anormalidades cromosdmicas en los espermatozoides humanos.

5. Esta prueba de penetracién espermatica no puede ser razonablemente aplicada para
monitoreo de rutina de cromosomas metafasicos, pero si puede aplicarse, en algunos casos,
con propdsitos diagnésticos en casos de infertilidad y esterilidad.

6. La prueba de criceto es actuaimente el método mds informativo para el estudio de
cromosomas en los espermatozoides humanos, ya que permite determinar tanto
anormalidades numéricas como estructurales, pero ayudara en gran medida la aplicacion

complementaria de metodologias de vanguardia como son FISH y PRINS.
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