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RESUMEN

La teca perinuclear (TP) es una estructura citoesquelética que cubre al nicleo de los
espermatozoides de los mamiferos, estd conformada por la capa subacrosomal y la capa
posacrosomal. La TP de los espermatozoides maduros del cobayo presenta una subestructura
(ST) localizada a manera de cinturén en la porcion apical de la capa posacrosomal. La
subestructura la pierden los espermatozoides al experimentar conjuntamente la capacitacion y la
reaccién acrosomal (RA). Durante la fertilizacion, poco después de la fusion de la membrana
plasmatica del espermatozoide con la del huevo, la cabeza del espermatozoide sufre la pérdida de
la TP y la descondensacion de la cromatina para la formaciéon del prondcleo masculino. Los
objetivos de esta investigacion fueron: definir en espermatozoides de cobayo con TP expuesta por
el tratamiento con Brij-36-T y resuspendidos en NaCl o en MCM, si la descondensacion del nucleo
espermatico depende de la integridad de la teca perinuclear. Para ello se valoré la
descondensacion in vitro del nucleo espermatico de espermatozoides en diferentes estados que
difieren en la integridad de su TP como es el caso de la reaccién acrosomal. Para la
descondensacion se ensayo la combinacion in vitro de un agente reductor de enlaces disulfuro, el
ditriotreitol (DTT) (1.5 mM) y de un agente que compite con el ADN por las protaminas, la heparina
(5 USP). Las muestras ensayadas fueron espermatozoides maduros no capacitados con TP intacta
y con la ST presente, estos mismos espermatozoides fueron tratados con faloidina, para estabilizar
el citoesqueleto de actina de la TP, que estabiliza a la ST y espermatozoides con RA. Los
parametros valorados fueron: la pérdida de la ST y el hinchamiento de las cabezas. Las
observaciones se realizaron al microscopio electrénico de transmision y al microscopio fotonico.
Los espermatozoides maduros resuspendidos en NaCl o en MCM y con reaccion acrosomal
inducida sincrénicamente con A23187 fueron méas sensibles a la descondensacién inducida por el
tratamiento combinado de DTT y de heparina (valorada a los 15 s, 30 s, 45 s, 1, 2y 3 min), en
comparacion con los espermatozoides maduros no capacitados. El tratamiento en forma individual,
con uno u otro de los agentes utilizados no tuvo efecto aparente sobre la TP. Los espermatozoides
maduros con teca expuesta y estabilizados con faloidina no presentaron descondensacion del
nucleo espermatico observado a los 3 min del tratamiento con ambos agentes, ni perdieron la
subestructura de la TP, esto en comparacién con los espermatozoides no tratados con faloidina.
Un cambio singular en los espermatozoides tratados con faloidina fue la produccion de espacios
alternados electrollicidos y electrodensos en la base de la ST. Los resultados sugirieron, 1) que la
presencia de la ST retrasa la descondensacion nuclear, 2) La ausencia de la ST permite una ligera
descondensacion tempranamente, en relacion con los espermatozoides que la conservan y 3) que
la alteracion de la integridad de la TP, resultado de la RA, que incluye la ausencia de la ST, es
indispensable para una adecuada descondensacion nuclear.

Palabras clave: Espermatozoide, teca perinuclear, descondensacion, DTT, heparina y faloidina.



ABSTRACT

The perinuclear theca (PT) is the cytoskeletal coat of mammalian sperm nucleus, and it is
conformed by the subacrosomal and postacrosomal layers. The PT of the mature guinea
pig spermatozoa presents a subestructure (ST) located as a belt in the apical portion of
the postacrosomal layer. The ST is absent in capacited acrosome reacted spermatozoa.
During fertiliization, soon after fusion of the sperm and egg plasma membranes, the sperm
head suffers the lost of the PT and decondensation of the chromatin for the formation of
the male pronucleus. The objetive of this research was to define: if sperm nuclei
decondensation depends on the integrity of the PT. For that, it was evaluated if in vitro
decondesation of the sperm nucleus vary under different sperm physiological states, that
differ in the integrity of their PT, as is the case of the acrosome reacted spemmatozoa. For
nuclei decondensation, combination of two reagents was used: dithiothreitol (DTT), for
disulfide rupture between DNA-associated protamines and heparin wich has been
suggested to compite with DNA for protamines. The assayed samples were: 1) mature
non-capacitated spermatozoa with intact PT and ST, 2) the same sample type as (1) but
phalloidin treated, for the PT actin cytoskeleton stabilization, that further results in the ST
stabilization. Two parameters were evaluated, the loss of the ST, by electron microscopy,
and the swelling of the heads by photonic microscopy. DTT- heparin treatment produced
stronger nuclei decondensation in spermatozoa with syncronous acrosome reaction,
induced by A23187, than in mature non-capacited spermatozoa (evaluations were
performed from heparine 15 sec up to 3 min). When heparine or DTT were separately
assayed, no nuclei decondensation was observed. In mature non-capacited spermatozoa
treated with phalloidin, DTT-heparine treatment did not produced nuclei decondensation,
additionally the ST was retained and furthermore alternate electron dense/electron light
small zones were oberved at the base of the ST. Results presented suggested: 1) that
whole PT with intact ST retards nuclear decondensation, 2) while, whole PT in wich the ST
is absent allows a slight nuclear decondensation and 3) that the PT integrity alteration, as
a result of the acrosomal reaction, that also includes the absence of the ST, is
indispensable for an appropiated nuclear decondensation.

Key words: spermatozoa, perinuclear theca, nuclear decondensation, DTT, heparine and

phalloidin.



INTRODUCCION

El espermatozoide de los mamiferos es una célula compuesta por dos
partes principales: la cabeza y el flagelo. La cabeza se encuentra constituida de
afuera hacia adentro, por las siguientes estructuras: la membrana plasmatica, el
acrosoma, la teca perinuclear (TP), la envoltura nuclear y la cromatina (Courtens
y col., 1976). El flagelo esta constituido por la pieza media que contiene a las
mitocondrias, por la pieza principal y la pieza terminal (Fawcett, 1975; Courtens y
col., 1976).

La teca perinuclear es una estructura citoesquelética que cubre al nlcleo de
los espermatozoides de los mamiferos, excepto en la region de insercién del
flagelo (Courtens y col., 1976; Lalli y Clermont, 1981; Oko y Clermont, 1988, 1991;
Oko y Maravei, 1994). La teca se encuentra formada por la capa subacrosomal o
perforatorio, que se ubica entre la membrana acrosomal interna y la envoltura
nuclear, y la capa posacrosomal o caliz, la cual rodea caudaimente al nucleo y
esta recubierta por la membrana plasmatica (Oko y Clermont, 1991; Fouquet y
Kann, 1994, Oko y Morales, 1994). La teca perinuclear es aparente al
microscoscopio electronico desde las primeras etapas de la espermiogénesis
(Courtens y col., 1991) observandose con una apariencia fibrilogranular (Lalli y
Clermont, 1981).

La teca perinuclear esta constituida por diversas proteinas como son la
calmodulina (Kann y col, 1991; Hernandez y col.,, 1994), la actina (Clarke y
Yanagimachi, 1978; Tamblyn, 1980; Flaherty y col., 1988; Fouquet y col., 1990,
1991; Volg y col., 1993; Paranko y col., 1994), la espectrina (Kann y col., 1993;

Yagi y Paranko, 1995), la calicina (Hess y col., 1993; von Bulow y col., 1995;
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Paranko y col., 1988), las proteinas de la banda multipeptidica, (Paranko y col.,
1988), la vimentina (Virtanen y col., 1984), las cilicinas | y Il (Hess y col., 1993,
1995) y la PERF 15 (Oko y Morales 1994; Korley y col., 1997), entre otras.

A la TP se le atribuyen las siguientes funciones: 1) proteger al nicleo del
espermatozoide contra agentes descondensantes externos (Sutovsky y col.,
1997); 2) reducir el citoplasma durante la formacion del espermatozoide y
comprimir el citoplasma residual (Longo y col., 1987); 3) actuar como cemento
entre el nucleo y las estructuras que lo cubren (Courtens y col., 1976; Courtot,
1991); 4) dar la forma a la cabeza durante la espermiogénesis (Oko y Maravei,
1994, 1995; Kimura y col., 1998); 5) estabilizar el acrosoma del espermatozoide
(Oko y Maravei, 1994, 1995); 6) mantener los dominios, en la superficie de la
region ecuatorial, de las membranas acrosomal externa y plasmatica, durante la
reaccion acrosomal (Virtanen y col., 1984); 7) participar en la penetracion del
espermatozoide a las envolturas del ovulo (Courtens y col., 1976), 8) asi como en
la activacion del huevo (Kimura y col., 1998) y 9) en el ingreso del nicleo

espermatico al 6vulo durante el proceso de fecundacion (Kimura y col.,1998).

LA SUBESTRUCTURA DE LA TECA PERINUCLEAR

La teca perinuclerar presenta una subestructura localizada a manera de
cinturén en la porcion apical de la capa postacrosomal. En el espermatozoide del
cobayo esta subestructura presenta un arreglo a manera de pestanas, con
proyecciones de 237 + 5.1 nm, apoyadas sobre una de las dos lineas paralelas
continuas de la base de la subestructura separadas por un espacio de 66 + 2.2

nm. Por inmunolocalizacién con oro coloidal la presencia de actina-F en la base de
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la subestructura ha sido observada y su funcién valorada por el tratamiento de los
espermatozoides con faloidina, y citocalasina-D (Juarez-Mosqueda y Mujica,
1999).

La subestructura de la teca perinuclear también ha sido descrita en el
espermatozoide del conejo (Koehler, 1970), del toro (Olson y col., 1983), del
borrego (Watson y col.,1995) y del cerdo (Juarez-Mosqueda y Mdjica, 1999)
siendo su morfologia especifica de especie.

Durante la maduracion epididimal, evento en el que los espermatozoides
adquieren la capacidad fertilizante y la motilidad (Courot, 1981), la subestructura
se encuentra ausente en los espermatozoides de la cabeza del epididimo del
cobayo, sin embargo la mayoria de las células obtenidas del cuerpo del epididimo
ya presentan la subestructura y ésta se localiza en todos los espermatozoides de
la cauda del epididimo y del ducto deferente. En los espermatozoides del cobayo,
obtenidos de la cabeza del epididimo la subestructura se encuentra ausente pero
en los espermatozoides obtenidos del cuerpo del epididimo la mayoria la
presentan, aunque algunos la presentan en etapa de formacion y se observa de
manera constante en los espermatozoides obtenidos de la cauda del epididimo y
del ducto deferente. Se ha observado que la subestructura se conserva en los
espermatozoides capacitados, mientras que en los espermatozoides capacitados
pero con reaccion acrosomal ya sea inducida o espontanea la subestructura se
pierde (Juarez-Mosqueda y Mdjica, 1999).

Juarez-Mosqueda y Mujica (1999) reportaron que la subestructura de la

teca perinuclear se perdié en los espermatozoides del ducto deferente del cobayo



tratados con Brij, cuando fueron resuspendidos tanto en medio minimo de cultivo

(MCM) como en cloruro de sodio-bicarbonato.

CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL

Previo a la fertilizacién, los espermatozoides deben realizar dos procesos
fisiologicos, el de su capacitacion y la reaccién acrosomal. El primero @nsiste en
una serie de cambios que experimenta el espermatozoide en el tracto reproductor
de la hembra y que le permiten continuar las modificaciones de la reaccion
acrosomal (Amann y col., 1993; Visconti y col., 1995). Con la capacitacion se
muestran los siguientes cambios: 1) la disminucidn en la rigidez de la membrana
plasmatica asociada con la pérdida de colesterol; 2) la redistribuciéon de los
fosfolipidos presentes en la membrana plasmatica; 3) la hiperpolarizacién de la
membrana plasmatica y 4) modificaciones en su metabolismo y en las
concentraciones idnicas (Saling y col., 1979; Toshimori, 1998; Patrat y col., 2000).

Una vez capacitados, los espermatozoides pueden continuar con la
reaccion acrosomal, proceso de exocitosis regulada, dependiente de calcio
externo (Patrat y col., 2000). Durante la reaccién acrosomal se fusionan la
membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa en mduitiples puntos
focales, lo cual causa la liberacién del conteﬁido a&osbmal.
La reaccién acrosomal también prepara al espermatozoide para que su membrana
plasmatica, sobre la region ecuatorial, sea reconocida por la membrana plasmatica
del 6vulo y lleve a cabo la fertilizacion (Yanagimachi y Noda, 1970). Como se
menciond anteriormente, la subestructura desaparece durante la reaccién

acrosomal del espermatozoide del cobayo, ademas de que disminuye la cantidad
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de proteinas presentes en la TP quedando ésta aparentemente abierta, menos
electrodensa, en el nivel donde se localizaba la subestructura (Juarez, 1995).

La capacitacion y la reaccion acrosomal de los espermatozoides del cobayo
pueden realizarse in vitro mediante la incubacion de los gametos en el medio
minimo de cultivo suplementado con piruvato y lactato (MCM-PL) (Rogers vy
Yanagimachi, 1975); basta incubar a los espermatozoides en ese medio para que
se capaciten y gradualmente presenten la reaccion acrosomal espontanea. Si se
requiere una reaccion acrosomal sincronica, ésta se consigue tratando a los
espermatozoides capacitados 20 min, en el medio MCM-PL, con un ionéforo de

calcio como el A23187 (Green, 1978; Jamil y White, 1981; Allen y Green, 1995).

CONDENSACION Y DESCONDENSACION DEL NUCLEO ESPERMATICO

El nacleo espermatico esta altamente estructurado, es muy estable y por lo
tanto resistente al efecto de las endonucleasas (Dean, 1983). En parte esta
estabilidad esta dada por las protaminas (proteinas descubiertas en 1869 por
Miesher en los espermatozoides del salmon). Las protaminas son proteinas
basicas y especificas del espermatozoide, y se les considera responsables de la
condensacion del ndcleo espermatico. Muestran un peso molecular de 6,200 a
7,636 daltons, estan compuestas de 47 a 57 aminoacidos, de los cuales la
arginina se encuentra en un 50% (Alfert, 1956; Monesi, 1965) y la cisteina en un
12%, este ultimo arﬁinoécido puede formar puentes disulfuro (Balhorn, 1982). Las
protaminas han sido descritas en los espermatozoides de los moluscos (Colom y

Subirana, 1979), de los peces, del toro, del camnero, del cerdo, del conejo, de las



aves, de la rata, del ratén, del caballo y del ser humano. En estas tres ultimas
especies se han encontrado dos tipos de protaminas (McKay y col.,1986).

Durante la espermiogénesis, el nicleo espermatico se involucra en una
serie de trasnformaciones a través de las cuales las histonas (proteinas ricas en
lisina y arginina) y las proteinas no histonas de la cromatina son reemplazadas por
proteinas de transicion y éstas a su vez por uno 0 mas tipos de protaminas,
localizandose tanto en el surco mayor como en el surco menor de la doble helice
del ADN (Calvin y Bedford, 1971; Balhorn, 1982). Durante este proceso se da la
formacion de puentes disulfuro entre cisteinas, lo cual continta durante el transito
del espermatozoide por el epididimo, en el que se establecen la mayor cantidad de
puentes disulfuro intra e intermoleculares (Bedford y col.,, 1973 y 1974). Estas
modificaciones en el arreglo nuclear, empaquetan muy densamente al ADN y
detienen los procesos de transcripcion y replicacion (Monesi y col., 1978; Poccia,
1986).

La teca perinuclear también participa en la estabilidad del nucleo
espermatico, ya que ésta al rodearlo casi por completo, lo protege contra agentes
descondensantes externos (Sutovsky y col, 1997). La TP también incrementa su
estabilidad estructural por la formacion de puentes disulfuro entre sus proteinas
durante la maduracion del espermatozoide en el epididimo (Calvin y Bedford,
1971).

Poco después de la fusion de la membrana plasmatica del espermatozoide
con la del huevo, la cabeza del espermatozoide es incorporada al citoplasma del
huevo, y se inicia en ella una serie de cambios morfolégicos como: 1) la pérdida y

dispersion de la hoja postacrosomal de la TP, 2) la ruptura de la envoltura nuclear
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(Jamil 1984), 3) la descondensacion de la cromatina, 4) la separacion de la
membrana acrosomal interna, y 5) la formacion del prondcieo masculino (Usui,
1996).

In vivo, durante la descondensacion nuclear del espermatozoide, las
protaminas son reemplazadas por histonas provenientes del citoplasma del huevo,
para que se forme el pronicleo masculino. En los anfibios del género Xenopus, le
ha sido atribuida a la nucleoplasmina, proteina acida abundante en los huevos
maduros, la accion de remocion de las protaminas (Mills y col., 1980; Philpott y
col.,, 1991; Blank y col.,, 1992). En los mamiferos se ha identificado al glutation
reducido como el agente responsable de la reduccién de los puentes disulfuro
creados entre las protaminas ya que se encuentra de manera abundante en el
citoplasma de los ovocitos maduros (Usui, 1996; Sutovsky y Schatten, 1997).

El nucleo del espermatozoide maduro es resistente a la accion directa de varios
agentes quimicos, detergentes y enzimas. Sin embargo se ha demostrado que in
vitro, el nlcleo espermatico puede descondensarse por el tratamiento de las
células con un agente reductor de disulfuros y SDS, con tioglicolato o bien
combinando un agente reductor de disulfuros con proteasas (Calvin y Bedford,
1971; Bedford y col., 1973; Gall y Ohsumi, 1976; Usui y Yanagimachi, 1976). El
primero reduce los puentes disulfuro, formados durante la maduracion epididimal,
que estabilizan a las estructuras nucleares y el segundo el SDS actua sobre las
membranas celulares (Calvin y Bedford, 1971). Gall y Ohsumi (1976) lograron la
descondensacion in vitro del nacleo espermatico de espermatozoides del raton
combinando tratamientos con proteasas y ditriotreitol (DTT), y reportaron que la

region postacrosomal del espermatozoide tiene una mayor susceptibilidad al
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tratamiento con tripsina y DTT, conservando la regién subacrosomal una mayor

integridad.

LA HEPARINA COMO AGENTE DESCONDENSANTE

La heparina in vitro, produce la descondensacion del nicleo espermatico al
competir con el ADN por las protaminas, removiéndolas y ocasionando la
descompactacion del ADN (Cook y Aikawa, 1973; Bertanzon y col., 1981). El
efecto descondensante de la heparina sobre el nacleo espermatico ha sido
estudiado en los espermatozoides del erizo de mar, del bovino, del ratdn, del
cerdo, del conejo y de la rata (Delgado y col., 1982). Este efecto también ha sido
observado en los espermatozoides completos del ser humano mostrando un dano

severo de la membrana citoplasmatica (Reyes y col., 1989; Jager y col., 1990).

EL DITRIOTREITOL COMO AGENTE DESCONDENSANTE

En 1964, Cleland demostro la actividad del ditriotreitol (DTT) como agente
reductor de los puentes disulfuro y Calvin y Bedford (1971) lograron descondensar
el nicleo de los espermatozoides de diversas especies combinando la accion del
DTT seguido del tratamiento con un detergente aniénico, el dodecil sulfato de
sodio (SDS), observando que los espermatozoides que se encontraban en transito
por la cabeza del epididimo se descondensaban mas rapidamente que los
espermatozoides maduros. Por otra parte, Gall y Ohsumi (1976), resaltaron la
importancia del DTT para lograr la descondensacion in vifro del nucleo
espermatico en espermatozoides maduros de la rata, del raton, del cobayo y del

conejo.



Juarez-Mosqueda y Mujica (1999) estudiaron el efecto del tratamiento con
DTT sobre la morfologia de la teca perinuclear y observaron que el DTT a una
concentracion de 15 mM no tiene efecto alguno sobre la teca perinuclear ni sobre
la subestructura, sin embargo concentraciones de 22.5 mM y 50 mM provocaron
cambios en la regidon subacrosomal, sin alterar la subestructura de la teca
perinuclear, lo que indica que la estabilidad de la subestructura de la TP no
depende de los puentes disulfuro.

El propésito de esta investigacion es el de profundizar en los mecanismos
de estabilidad de la subestructura de la teca perinuclear, que repercuten en la

descondensacion del nicleo espermatico.



OBJETIVO PRINCIPAL

» Definir si la descondensacion del nucleo espermatico depende de la integridad
de la teca perinuclear madura.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Valorar si la combinacion en diferentes concentraciones del ditriotreitol y de la
heparina afectan el tiempo necesario para desestabilizar a la teca perinuclear y
a la subestructura de la teca perinuclear y asi permitir la descondensacion del
nucleo espermatico.

» Valorar la descondensacion in vitro del nucleo de espermatozoides que se
encuentran en procesos fisiologicos en donde se modifica la estabilidad de la
teca perinuclear como es el caso de la reaccién acrosomal.

» Valorar la descondensacion in vitro del nlcleo de espermatozoides

previamente tratados con faloidina.
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HIPOTESIS PRINCIPAL

» Laintegridad de la teca perinuclear madura evita la descondensacion del
nucleo espermatico.

HIPOTESIS PARTICULARES

> La estabilidad in vitro de la teca perinuclear se afecta en diferentes grados con
el uso combinado de un reductor de enlaces disulfuro y de un agente que
facilita la extraccion de las proteinas de la teca perinuclear y de las proteinas
nucleares (protaminas) al competir con el ADN por ellas.

» La estabilizacion de la actina-F presente en la base de la subestructura de la
teca perinuclear le confiere al nucleo espermatico mayor resistencia a la

descondensacion.
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MATERIAL Y METODOS
1. Reactivos.

El piruvato de sodio, el acido lactico, el ionéforo A23187, el trizma-base, el
paraformaldehido, el glutaraldehido, el DL-ditiotreitol (DTT), la faloidina (Amanita
phalloides), la heparina (sal sddica grado |l, de mucosa intestinal de cerdo),
fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO/USA), el Ficoll® 400 fue

comprado a Pharmacia Biotech (Suiza) y el Brij 36-T a Canamex, S.A. (México).
2. Soluciones.

Soluciones utilizadas: Cloruro de sodio 154 mM (NaCl). El medio minimo de
cultivo suplementado con piruvato y lactato (MCM-PL) (NaCl 102 mM CaCl; 2H,0
1.71 mM, NaHCO; 25.07 mM, piruvato de sodio 0.25 mM, acido lactico 20 mM, pH
7.8). Amortiguador de tris 50 mM pH 9. Solucion de DTT fue preparada a una
concentracion de 90 mM disuelto en el amortiguador de tris (DTT-Tris). Solucion
de Brij 36-T al 10% (Brij-10). Solucion de heparina, tenia 1000 USP, disuelto en
NaCl. La faloidina se preparé a una concentracion de 59 uM. La solucién del
ionéforo A23187 se utilizd s uns concentracion de 1.3 uM. El acido fosfotugstico se
prepard al 0.02% y el amortiguador salino de fosfatos (PBS) contenia NaCl 137

mM, KCI 2.7 mM, NaH,PO4 9.6 mM, KH,PO4 1.4 mM y fue ajustado a pH 7.4).
3. Obtencion de los espermatozoides.

Los testiculos, junto con los epididimos y ductos deferentes de cobayos
adultos (Cavia porcellus) fueron removidos, previa eutanasia con éter sulftrico
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medicinal en una camara de gases por saturacion del aire. Se disecaron los

ductos deferentes y fueron perfundidos con 3 ml de NaCl. Los espermatozoides

obtenidos se lavaron por resuspension-centrifugacion dos veces en un volumen de

3 ml de la misma solucién. La concentracion final de espermatozoides se ajusté a

35 X 10° células/ml mediante la cuenta en una camara de Neubauer.

4. Capacitacion in vitro de los espermatozoides, para la induccién
sincronica de la reaccion acrosomal.

Los espermatozoides a una concentracion de 35 X 10® células/ml fueron
incubados en MCM-PL durante 20 min a 37° C. Durante el transcurso de la
incubacion se obtuvieron muestras alicuotas y se observaron en un microscopio
fotonico marca Leica modelo LS con la finalidad de evaluar la motilidad
espermatica. La reaccion acrosomal se indujo por la adicion del ionéforo de calcio
A23187 (1.3 uM concentracion final) manteniéndose la incubacion durante 15 min
mas. Enseguida, para separar a los espermatozoides capacitados de los
espermatozoides con reaccién acrosomal, .2 ml de la suspension fueron
colocados sobre un gradiente discontinuo de Ficoll de 10, 20 y 30% (1 ml de cada
una de las concentraciones en NaCl). El gradiente de Ficoll con las muestras se
centrifugd a temperatura ambiente durante 6 minutos a 1000 rpm, en una
centrifuga clinica. De la interfase de Ficoll 20-30% se obtuvieron los
espermatozoides con reaccion acrosomal ajustando la concentracion espermatica
de la muestra al valor inicial. Una muestra alicuota se observé al microscopio de
luz, para corroborar la pérdida del acrosoma, otras muestras se prepararon para

su observacién al microscopio electrénico de transmision (seccién 7).
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5. Exposicion de la superficie de la teca perinuclear del espermatozoide.

La membrana plasmatica, el acrosoma y la envoltura nuclear de los
espermatozoides fueron solubilizados con la solucién de Brij 36-T al 10% (0.14
mi/ml de la muestra espermatica). Las muestras fueron posteriormente incubadas
a temperatura ambiente durante 5 minutos y después de lo cual se lavaron tres
veces con NaCl por resuspensién-centrifugacion. Las muestras que recibieron
este tratamiento fueron: 1) los espermatozoides maduros no capacitados y 2) los
espermatozoides capacitados y con reaccion acrosomal sincrénica.

Muestras testigo de este procesamiento se prepararon para su observacion al
microscopio electronico de transmision (seccion 7).

6. Tratamientos
6.1) Tratamiento de los espermatozoides maduros con un agente
estabilizante de actina F.

Los espermatozoides maduros no capacitados y con la teca perinuclear
expuesta fueron resuspendidos en NaCl e incubados con faloidina, a una
concentracion final de 59 uM durante 5 minutos a 37°C y posteriormente lavados
tres veces con NaCl por rgsuspensic’m-centrifugacic’m_

6.2) Tratamiento de los espermatozoides con agentes descondensantes.

Para determinar la capacidad protectora, que la teca perinuclear tiene sobre
el material genético, mediante la valoracién de la descondensacion del ndcleo
espermatico, varios protocolos de descondensacion fueron aplicados a las
muestras de espermatozoides con teca expuesta de: (1) espermatozoides
maduros no capacitados, (2) de espermatozoides capacitados con reaccion

acrosomal y (3) de espermatozoides maduros tratados con faloidina.
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Los tratamientos realizados sobre los espermatozoides con teca expuesta fueron
los siguientes:
6.2.1) Tratamiento con DTT.

Muestras de las caracteristicas 1, 2 y 3 sefialadas en el primer parrafo
fueron resuspendidas en MCM-PL o en NaCl, y adicionadas con DTT a una
concentracién final de 1.5 mM o de 5 mM y se incubaron a 37°C. Muestras
alicuotas de las suspensiones tratadas fueron tomadas a tiempos preestablecidos
(15, 30, 6 45 seqg, 1, 2, 3, 10, 6 30 min y 1 hora), y se procesaron para su
observacion al microscopio electrénico de transmision.

6.2.2) Tratamiento con Heparina.

Muestras de tipo 1, 2 y 3 resuspendidas en MCM-PL o en NaCl, fueron
adicionadas con 5 USP de heparina y se incubaron a 37°C. A tiempos
preestablecidos (15, 30, 6 45 seg, 1, 2, 3, 10, 6 30 min y 1 hora), muestras
alicuotas fueron tomadas y se procesaron para su observacion al microscopio
electronico de transmision.

6.2.3) Tratamiento con DTT-Heparina.

Muestras obtenidas de 1, 2 y 3 resuspendidas en MCM-PL o en Na:CI.
fueron incubadas en DTT (1.5 mM o 5 mM), en combinacion con 5 USP de
heparina y se incubaron a 37°C. Muestras alicuotas fueron tomadas a los mismos
tiempos sefalados arriba y se procesaron para su observacion al microscopio
electrénico de transmision.

Cada uno de los tratamientos fueron realizados por triplicado.
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7. Procesamiento de los espermatozoides para microscopia electrénica.

Las muestras de espermatozoides fueron procesadas en preparaciones
completas para tincion negativa. Inmediatamente después de obtenidas las
muestras fueron fijadas en fijador de Karnowsky durante 2-3 horas a 4°C. Las
muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm durante 3 min, lavadas con PBS y agua
desionizada, dos veces en cada una y finalmente se resuspendieron en esta
ultima. Una gota de cada muestra fue colocada sobre rejillas de cobre de 200
mesh, cubiertas con membranas de soporte de colodién-carb6én. Las muestras
fueron contrastadas con acido fosfotingstico al 0.02% en solucién acuosa.
Después de 3 min, las rejillas fueron lavadas en agua destilada. Las muestras
fueron observadas al microscopio electronico de transmision en la unidad de
microscopia electronica de la FMVZ de la UNAM (Zeiss EM9) y otras en la unidad

de microscopia electrénica del CINVESTAV del IPN (Jeol JEM-2000EX).
8. Procesamiento de los espermatozoides para microscopia fotonica.

Se realizaron frotis de las muestras de los espermatozoides y se tifieron con
hematoxillina de Harris. La observacion se hizo en un microscopio foténico Leica
modelo LS con una camara de video JVC modelo FY-770 adaptada a una PC
Gateway con el software Automontage de Syncroscopy para el procesamiento
digital de imagenes. La valoracion del grado de descondensacion se realizé de
medidas realizadas a nivel de la region ecuatorial de las células con el empleo del

programa de computo SigmaScan Pro 3.0 (Image Meassurement Software, Jandel
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Scientific). Cada muestra se analizé por triplicado y un minimo de 20 células, en

cada replica fue valorado; esto es 60 células minimo por tratamiento.

9. Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos de las mediciones de la region ecuatorial de los
espermatozoides fueron analizados estadisticamente mediante la prueba de

comparacion de medias de t de Student (p<0.05).
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RESULTADOS

Aunque en todos los experimentos los espermatozoides fueron
resuspendidos tanto en cloruro de sodio isotdnico como en el medio minimo de
cultivo (MCM), los resultados que enseguida se muestra son exclusivamente los
obtenidos con Jas celulas suspendidas en NaCl. Los resultados obtenidos con los
gamentos resuspendidos en MCM fueron iguales.

1. Efecto del tratamiento con DTT.

Los espermatozoides maduros, los maduros estabilizados y los
espermatozoides con reaccion acrosomal, con la teca expuesta no mostraron
modificaciones aparentes sobre la superficie de la TP por el tratamiento con
cualquiera de las concentraciones de DTT utilizadas (1.5 mM y 5§ mM) (Fig. 1).
Los espermatozoides maduros y los maduros preincubados con faloidina
conservaron a la subestructura de la TP. Por otra parte, los tres tipos de muestras
fueron tratadas con 1.5 mM de DTT vy fijadas al minuto y a los tres minutos de
iniciado el tratamiento y en ellas se evalud la longitud de la region ecuatorial para
cuantificar el hinchamiento (Fotografias (a) y (b) de las Figs. 2-4). No se
registraron diferencias en el tamafno de las cabezas de los tres tipos de
espermatozoides entre si, después de ser tratados con DTT, ni cuando se
compararon con el tamaro de sus respectivos controles sin tratar con DTT. En los
tres tipos de muestras evaluadas antes y después de estos tratamientos, la

longitud promedio de la region ecuatorial fue de 6.4 um (Figs. 5-7).
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732 Efecto del tratamiento con heparina.

Los resultados morfologicos después del tratamiento con 5 USP de
heparina fueron similares a los obtenidos con el DTT en los mismos tiempos
preestablecidos de evaluacion (Fotografias (c) y (d) de las Figs. 2-4).

Ni el tratamiento con el DTT solo ni la heparina sola fueron capaces de
hinchar las cabezas espermaticas; ni aun en los espermatozoides con su teca

desestabilizada por la reaccion acrosomal (Figs. 5-7).

3. Efecto del tratamiento combinado DTT y heparina.
3.1 En espermatozoides maduros con teca expuesta.

Cuando los espermatozoides maduros incubados en NaCl o MCM-PL
fueron tratados con 1.5 mM de DTT y 5 USP de heparina, conservaron intacta la
subestructura de la TP hasta los 30 segundos de iniciada la incubacion. A partir de
los 45 segundos, las muestras ya no presentaron la subestructura de la TP (Fig.
8c). Adicionalmente, la region subacrosomal de la TP se observé mas
electrollicida a partir de los 45 segundos de tratamiento, siendo esta caracteristica
intensificada al transcurrir el tiempo de incubacién. Por otra parte, la region
postacrosomal conservé una apariencia mas electrodensa, principalmente en su
porcion distal cercana a la insercion del flagelo al nacleo (Fig. 8e).

Para valorar el grado de la descondensacion nuclear se realizaron
mediciones de la longitud de la region ecuatorial de la cabeza espermatica en los
espermatozoides tefiidos con hematoxilina (Fotografias (e) y (f) de la Fig 3). Los
espermatozoides maduros con la teca expuesta presentaron una longitud

promedio de 6.4 pym. La incubacién con DTT-heparina mostré una tendencia a
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incrementar la longitud de la region ecuatorial hasta alcanzar una longitud de 6.53
pm a los 3 min de la incubacién, sin embargo, esta longitud no fue

estadisticamente diferente a la de los controles (Fig. 5).

3.2 En espermatozoides con reaccion acrosomal.

Con el proposito de establecer las mejores condiciones para observar el
efecto del tratamiento con DTT-heparina sobre la subestructura de la teca
perinuclear, los espermatozoides con la teca desestabilizada fueron incubados en
la mezcla DTT-heparina (5 mM-5 USP) durante tiempos variables desde 15 seg
hasta 30 min. Desde el primer minuto de tratamiento el hemisferio apical de la teca
perinuclear ya se observd muy desorganizado (Fig 9a) y a los 10 minutos solo se
observaron flagelos en las preparaciones (Fig. 9b). Observando que a esas
concentraciones de DTT-heparina, el tratamiento es muy drastico, se decidio
ensayar una menor concentracion de DTT (1.5 mM) con el resultado de que la
descondensacion nuclear fue gradual (Fig 9c y 9d). Este ultimo tratamiento
aplicado por 3 min fue seleccionado para valorar el hinchamiento de las cabezas
de los espermatozoides.

La figura 10a muestra que la reaccion acrosomal produce “per se” la
desestabilizacion de la teca perinuclear en la region ecuatorial y la desaparicion de
la subestructura de la teca. El tratamiento con DTT-heparina, provocé en la region
subacrosomal de los espermatozoides, una pérdida aparente de material
estructural; ya que la region se observé mas electrolicida; esto ocurrié a partir de
los 45 segundos de tratamiento y amplificandose al transcurrir el tiempo de

incubacion. Este resultado es similar a lo observado en los espermatozoides
20



maduros (Fig. 8). Desde los 45 segundos de incubacién la region postacrosomal
presentd una regién electrodensa, principalmente en su porcién basal cercana a la
insercion del flagelo (Fig. 11c). A los 3 minutos de incubacién ambas regiones
(subacrosomal y postacrosomal) mostraron la misma apariencia electroltcida (Fig.
11).

En este tipo de espermatozoides, la longitud promedio de la regién
ecuatorial, fue de 6.5 pm a los 15 seg de tratamiento observandose
posteriormente un incremento continuo hasta obtener una longitud de 8.03 ym a
los 3 minutos de tratamiento (Fig. 6). El incremento fue estadisticamente
significativativo desde los 45 seg de incubacién. Como ya se menciond, la longitud

de la misma zona en las muestras testigo fue de 6.4 uym (Fig. 6).

3.3 En espermatozoides maduros estabilizados con faloidina.

El tratamiento con DTT-heparina de los espermatozoides maduros con teca
expuesta, tratados previamente con faloidina (59 pM) e incubados en NaCl o
MCM-PL no produjo la pérdida de la subestructura de la teca perinuclear durante
el tiempo del tratamiento (3 min) (Fig. 11). Esas muestras también presentaron la
region subacrosomal electrolicida a los 45 seg y 1 min de incubacién. A los 2 min
de tratamiento, ambas regiones de la TP mostraron la misma apariencia
electrolicida. (Fig. 11e). Sin embargo, los nucleos después de 3 min de
incubacién se observaron con una morfologia inusual ya que no presentaron un
hinchamiento en forma redonda, en su lugar la cabeza en descondensacion se
plegé sobre si misma (Fig. 11f). Una caracteristica particular fue que en la region

de la base de la subestructura se observaron zonas electrollcidas y electrodensas
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de manera alternada y en cada punto electrodenso se encontraba insertada una
de las pestafias de la subestructura (Fig. 12).

Como lo muestran las fotografias 4e y 4f y las graficas 7 y 13 la longitud
promedio de la region ecuatorial no fue modificada por el tratamiento con DTT-
heparina conservando un valor de 6.4 ym, similar al de las muestras control que

no fueron tratadas con la mezcla de reactivos.
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DISCUSION

En este trabajo se valoré el posible papel protector de la teca perinuclear,
sobre la desestructuracion nuclear, tomando como referencia la estabilidad de la
subestructura y la morfologia de la teca perinuclear, asi como el hinchamiento de
la cabeza espermatica. La teca perinuclear es la principal barrera, que impide la
descondensacion de la cromatina espermatica (Sutovsky y col.,1997), y se
encuentra estabilizada por puentes disulfuros intra e intermoleculares entre las
proteinas que la forman (Belivé y O’'Briend, 1983).

En este estudio, el tratamiento solamente con DTT (un agente reductor de
disulfuros) no produjo ningin cambio aparente, ni en la morfologia de la teca
perinuclear ni en la subestructura, de los diferentes tipos de espermatozoides
empleados. Nuestros resultados coinciden con los reportados por Sutovsky y col.
(1997), quienes comunicaron que no es suficiente el tratamiento con un agente
reductor de puentes disulfuro, para remover a la teca perinuclear.

El efecto del DTT a las dos dosis utilizadas (1.5 y 5 mM) sobre la integridad
de la teca, valorada al microscopio electronico, concuerda con los resultados
obtenidos por Juarez-Mosqueda y Mujica, (1999) quienes observaron que el
tratamiento con concentraciones hasta 50 mM de DTT, no produjo alteraciones en
la morfologia de la subestructura de la teca perinuclear de espermatozoides
maduros del cobayo con la teca perinuclear expuesta.

El nucleo espermatico dentro del citoplasma del ovocito debe ser
descondensado para dar origen al pronucleo masculino. Valencia y col. (1984)

sefialan, que en el ovocito existen glicosaminoglicanos sulfatados y que
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probablemente éstos participan en la descondensacion in vivo del nucleo
espermatico, a través de una competencia entre las cargas negativas del ADN y
de los glicosaminoglicanos por las cargas positivas de las protaminas (Delgado y
col., 1982; Montag y col., 1992). Los estudios In vitro han utilizado a la heparina
para la extraccion de las protaminas del nlcleo espermatico y lograr asi su
descondensacion (Delgado y col., 1982; Reyes y col., 1989; Montag y col., 1992),
y recientemente se ha reportado que la heparina, a una concentracién de 250
USP, extrae proteinas de la TP del espermatozoide maduro del cobayo (Juarez
1995). Nuestros resultados muestran que el tratamiento con heparina (5 USP), de
los diferentes tipos de espermatozoides cuya teca difiere en estabilidad, no
produjo modificaciones aparentes en la morfologia de la teca perinuclear durante
los diferentes tiempos de incubacion evaluados. De acuerdo con Delgado y col.
(1982) y Montag y col (1992), para que la heparina interaccione con las
protaminas se requiere que el nucleo espermatico se encuentre sin teca y sin
membrana nuclear. En nuestro modelo experimental, la teca perinuclear siempre
estuvo presente (normal o parcialmente desestabilizada en los espermatozoides
con RA y normal y estabilizada por la incubacion con faloidina). Por lo que el
efecto nulo de la heparina sobre el hinchamiento nuclear podria sugerir que la teca
peinuclear actda como una barrera impermeable a la heparina, al menos en la
concentracion de heparina utilizada en nuestro estudio, o que confiere a la teca la
funcion de proteccion del nicleo para evitar la accion de agentes exdgenos que
puedan desestructurar a la cromatina.

En las investigaciones realizadas por algunos autores para descondensar

el nucleo espermatico desnudo (carente de teca) de algunos mamiferos, se ha
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utilizado la combinacién de dosis altas tanto de DTT (500 mM) como de heparina
(170 USP) (Jager y col., 1990; Ward y Coffey, 1991), en tiempos de incubacién
prolongados (hasta una hora). En nuestro modelo de nicleo espermatico con teca
expuesta, la descondensacion gradual y controlada de la cromatina por el uso de
bajas concentraciones de DTT y de heparina resulté ventajosa comparada con los
protocolos mas agresivos utilizados por los otros investigadores.

La presencia de una teca perinuclear normal evit6é la descondensacién del
nlcleo, valorada a los tres minutos de tratamiento, mientras que una teca alterada
y carente de la subestructura, como la presentada por los espermatozoides con
RA, permiti6 un notable hinchamiento nuclear y una pérdida muy aparente de
material de la teca. Por el contrario, el pretratamiento con la faloidina estabilizd a
la subestructura y evité el leve hinchamiento producido por el tratamiento con
DTT-heparina.

El efecto descondensante de la combinacién DTT-heparina en el ndcleo con
la teca expuesta, podria explicarse al sugerir que primeramente el DTT actua
sobre los puentes disulfuro de las proteinas de la teca perinuclear, lo cual
facilitaria la consiguiente descondensacion nuclear. Estos resultados coinciden
con lo reportado por Yanagimachi y Noda (1970), quien cita que es necesaria la
pérdida de la TP para la descondensaciéon adecuada del nucleo espermatico, y
que posteriormente sea la heparina quien extraiga proteinas del ndcleo
espermatico, coincidiendo con lo reportado por Reyes y col. (1989), quienes
lograron descondensar el nucleo de los espermatozoides con el empleo de la

heparina.
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Adicionalmente, la morfologia del nicleo con la teca expuesta durante la
descondensacion, difiere de la morfologia que presentan los nicleos espermaticos
desnudos al ser descondensados exclusivamente por la heparina (Ocampo, 1995).
En éstos el hinchamiento ocurre en los polos y a nivel de la regién ecuatorial
queda un cinturén que los constrifie.

De acuerdo con Yanagimachi, 1994 y Yanagimachi y Noda, 1970 la hoja
postacrosomal de la teca perinuclear es la region que desaparece mas
rapidamente, en el citoplasma del huevo. En nuestra investigacion fueron las
cabezas de los espermatozoides con reaccion acrosomal las mas susceptibles al
tratamiento combinado (DTT-heparina). La reaccion acrosomal produjo la pérdida
de proteinas de la teca perinuclear y la desaparicion de la subestructura de la
teca. La reaccion acrosomal que remueve la subestructura de la teca facilitd in
vitro la accién de la mezcla DTT-heparina. Se podria pensar qué in vivo, la
reaccion acrosomal favorece el efecto de otros factores, sobre la teca; ya que in
vitro el hemisferio apical de la teca fue el que primero se desestructurd6 mientras
que in vivo es la region posacrosomal.

La identificacion por Juarez-Mosqueda y Muijica, 1999 de la actina F (forma
en la que la actina realiza la mayoria de sus funciones) (Korn, 1982; Bershadsky y
Vasiliev, 1988) en la base de la subestructura de la teca perinuclear sugirid, que
un agente que estabiliza a la actina F podria conferir resistencia a la teca. Un
ejemplo de ese “agente estabilizador” seria la faloidina.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento previo con faloidina
mantuvo la subestructura de la teca y evitd la descondensacion nuclear por la

mezcla DTT-heparina. Estos resultados muestran que la presencia de la actina-F
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es importante para mantener estable a la subestructura de la teca perinuclear y
sugiere, ademas, la posibilidad de que la actina F estuviera localizada en toda la
teca y no sélo en la base de la subestructura, por lo que la descondensacion
normal del nicleo espermatico requeriria que el citoesqueleto de actina de la base
de la subestructura fuera primero desestructurado, para facilitar la pérdida de la
subestructura.

En conclusion, los resultados obtenidos en este trabajo indican que la
subestructura de la teca perinuclear participa de manera importante en la
estabilidad del nicleo espermatico, ya que al mantenerse integra la teca
perinuclear y su subestructura, el nucleo espermatico se descondensa lentamente.
Adicionalmente, nuestros resultados muestran la posible participacion de la actina
F en la estabilidad del nucleo espermatico y futuras investigaciones son
necesarias para dar luz a la participacion de la actina F en la estructuracion de

dicho nucleo.
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Figura 1. Microfotografias de espermatozoides resuspendidos en NaCl y tratados

con DTT 5 mM durante 3 min (a) espermatozoide maduro desmembranado,

(b) espermatozoide con reaccién acrosomal inducida y (c) espermatozoide estabilizado
con faloidina. La barra equivale a 1um.
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Figura 2. Microfotografias de espermatozoides maduros desmembranados,
incubados en NaCl y tratados con DTT, heparina o DTT-heparina, tefiidos con
hematoxilina. Espermatozoides tratados sé6lo con DTT (1.5 mM) (a) y (b). Muestras
fijadas a los 15 seg y a los tres min de tratamiento, respectivamente.
Espermatozoides tratados solo con heparina (5 USP) (c) y (d). Muestras fijadas a
los 15 seg y a los 3 min de tratamiento, respectivamente. Espermatozoides
tratados con DTT (1.5 mM) y heparina (5 USP). Muestras fijadas a los 15 segy a
los 3 min de tratamiento, respectivamente. Aumento total 1000 x.
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Figura 3. Microfotografias de espermatozoides con reaccion acrosomal inducida,
desmembranados e incubados en NaCl y tratados con DTT (1.5 mM), heparina (5
USP) o con DTT (1.5 mM)-heparina (6 USP) tefiidos con hematoxilina.
Espermatozoides tratados con DTT 1.5 mM (a) espermatozoides fijados a los 15
seg de tratamiento y (b) espermatozides fijados a los 3 minutos de tratamiento.
Espermatozoides incubados con heparina (5 USP). (c) y (d) Espermatozoides
fiijados a los 15 seg y a los 3 min de tratamiento respectivamente.
Espermatozoides incubados con DTT (1.5 mM)-heparina (5 USP). (e) y (f)
muestras fijadas a los 15 seg y a los 3 min de tratamiento, respectivamente.
Aumento 1000 x.

39



Figura 4. Microfotografias de espermatozoides maduros, desmembranados,
incubados previamente en NaCl con faloidina, y posteriormente tratados con DTT,
heparina y DTT-heparina y tefiidos con hematoxilina. Espermatozoides tratados
con DTT 1.5 mM (a) a los 15 seg de tratamiento y (b) a los 3 min de tratamiento.
(c) y (d) Espermatozoides tratados con heparina 5 USP y fijados a los 15 seg y a
los 3 min de tratamiento, respectivamente.(e) y (f) Espermatozoides tratados con
DTT (1.5 mM)-heparina (5 USP) y fijados a los 15 seg y a los 3 min de tratamiento,
respectivamente. Aumento total 1000 x.
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Figura 5. Longitud promedio de la region ecuatorial de los espermatozoides maduros,
desmembranados y tratados con DTT (1.5 mM), heparina (5 USP) y tratamiento combinado.
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Figura 6. Longitud promedio de la region ecuatorial de los espermatozoides con reaccion
acrosomal inducida, desmembranados y tratados con DTT (1.5 mM), heparina (5 USP) y

DTT- heparina.
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Figura 7. Longitud promedio de la region ecuatorial de los espermatozoides maduros
desmembranados, incubados primero con faloidina y despues tratados con DTT(1.5
mM), heparina (5 USP) y DTT-heparina.
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Figura 8. Microfotografias de las cabezas de espermatozoides maduros con la teca expuesta,
tratados con DTT 1.5 mM y heparina 5 USP e incubados en NaCl a 37°C. (a) a los 15 seg de
tratamiento, (b) a los 30 seg de tratamiento, (c) a los 45 seg de tratamiento, (d) al minuto de
tratamiento, (e) a los 2 min de tratamiento y (f) a los 3 min de tratamiento. La barra equivale a 1

pm.
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Figura 9. Microfotografias de espermatozoides céﬁ
desmembranados, incubados en NaCl a 37°C y tratados con DTT y heparina por
tiempos preestablecidos. Muestras alicuotas fueron tomadas y fijadas para su
observacién al microscopio electronico. (a) y (b) Espermatozoide tratado con DTT
(5 mM)-heparina (5 USP) durante uno y 10 min respectivamente. (c) y (d)
Espermatozoides tratados con DTT (1.5 mM)-heparina (5 USP) durante 10 y 30

min respectivamente. La barra equivale a 1 pm.
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Figura 10. Microfotografias de las cabezas de espermatozoides con reaccion acrosomal, incubados
en NaCl y tratados con DTT 1.5 mM - heparina 5 USP: (a) a los 15 seg de tratamiento, (b) a los 30
seg de tratamiento, (c) a los 45 seg de tratamiento, (d) al minuto de tratamiento,(e) a los 2 min de

tratamiento y (f) a los 3 min de tratamiento. La barra equivale a 1 ym.
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Figura 11. Fotomicrografias de los espermatozoides maduros, desmembranados,
incubados inicialmente con faloidina y posteriormente tratados con DTT (1.5 mM)-
heparina (5 USP). (a) a los 15 segundos de tratamiento, (b) a los 30 segundos de
tratamiento, (c) a los 45 segundos de tratamiento, (d) 1 minuto de tratamiento, (e) a
los 2 minutos de tratamiento y (f) a los 3 minutos de tratamiento. La barra equivale a 1

pm.
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Figura 12. Microfotografia de la subestructura de la teca perinuclear de un espermatozoide
maduro, desmembranado, incubado primero con faloidina y después tratado con DTT

1.5 mM - heparina 5 USP durante 3 min. Notense las regiones electroltcidas (flechas)

y electrodensas de manera alternada y en cada punto electrodenso se encuentra insertada
una pestafia (asterisco) de la subestructura. La barra equivale a 1 um
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Figura 13. Comparacién de los cambios producidos en la longitud de la region ecuatorial
de los diferentes tipos de espermatozoides empleados todos tratados con DTT (1.5 mM) y
con heparina (5 USP).
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