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RESUMEN

Para avanzar en el entendimiento acerca de los factores que participan en
la organizacion de fa cromatina del espermatozoide, se estudio la posibilidad de
asociar ADN purificado de higado(ADNh) y espermatozoide(ADNepz) de bovino,
con histonas somaticas, para formar nucleosomas, asi como las propiedades
estructurales de los nucleosomas preoducidos de esta manera y las caracteristicas
fluorométricas de los productos obtenidos por la interaccién in vitro del ADN
purificado de higado y espermatozoide bovino con protaminas de salmoén. La
digestion del reasociado ADN de higado-histonas, con DNAsal y nucleasa
microcéccica, produjo fragmentos que en fa electroforésis muestran el patrén
esperado de polinucleosomas. Los patrones electroforéticos de los nucleosomas
de ADNepz-histonas, fueron diferentes. La digestion con nucleasa microcéccica
produce principalmente fragmentos de aproximadamente 100 pares de bases (pb)
y algunas particulas tipo nucleosoma. Bajo la actividad de DNAsa1 la mayoria de
los productos fueron de aproximadamente 100 bp, indicando un incremento en la
susceptibilidad de los complejos ADNepz-histonas a la actividad hidroiitica en
ambas nucleasas, particularmente hacia DNAsa1. Esta susceptibilidad diferencial
fue confirmada por analisis espectrofotométrico de gradientes de sacarosa. La
tincion con anaranjado de acridina(AA), de los nucleosomas reasociados histonas-
ADN muestran diferencias altamente significativas en la intensidad de la
fluorescencia, los complejos ADNepz-histonas, son casi dos wveces mas
fluorescentes que los complejos ADNh-histonas. Por el contrario, los complejos
ADNh-protamina tefiidos con AA, fueron consistentemente mas fluorescentes que
los complejos ADNepz-protaminas. Finalmente, no hubo diferencias ni en la
intensidad de la fluorescencia ni en el espectro cuando el ADNepz fue tefiido con
AA después de la interaccion con protaminas de salmon. Con base en estos datos
se propone que el ADNepz tiene importantes caracteristicas estructurales que lo
diferencian del ADNh. Estas diferencias parecen ser especie especificas y
seguramente juegan un papel importante en la determinaciéon de la dramatica
secuencia de eventos que participan en la organizacidn de la cromatina
espermatica.



SUMMARY

To advance on the knoweldge about the factors participating on sperm
chromatin organization we have studied the possibilities of assocation between
purified, high molecular weight, liver and sperm DNA with somatic histones to form
nucleosomes. The structural properties of the nucleosome produced in this way
and the fluorometric characteristics of the products obtained by the in vitro
interaction between purified somatic and sperm DNA with bovine and salmon
protamines were also studied. DNAse or microccocal nuclease digestion of Liver
DNA-histone reassociated chromatin produced the expected poly-nucleosome type
of fragments. Electrophoretic patterns of digested sperm-DNA nucleosomes were
different. Microccocal nuclease digestion produced mainly fragments smaller than
100 bp and some nucleosome- type particles. Under DNAse activity most of the
products were smaller than 100 bp, indicating and increased susceptibility of the
sperm DNA-histone complexes to the hydrolytic activity of both nucleases,
particularly towards DNAse. This differential susceptibility was confirmed by
sucrose gradient spectrophotometric analysis. Acridine Orange (AQO) staining of
histone/DNA re-associated nucleosomes showed highly significant differences in
fluorescence intensity, sperm DNA/histone compiexes being aimost twice as
fluorescent as liver DNA/histone complexes. On the contrary, fiver DNA/protamine
complexes stained with AO were consistently more fluorescet than sperm
DNA/protamine complexes. Finaly, no differences in either fluorescence intensity
or spectra were observed when liver and sperm DNA were stained with AO after
interaction with salmon protamines. On the basis of our data we propose that
sperm DNA has important structural characteristics that differentiates it from
somatic DNA. These differences seem to be specie specific and must surely play
an important role on the determination of the dramatic sequences of that

participates sperm chromatin organization.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

Uno de los problemas de la Biologia de la Reproduccion, que ha dificultado por si mismo
su comprension, es la manera en como la cromatina del espermatozoide se empaqueta. Su estudio
se ha obstaculizado entre otras cosas debido a que esta altamente compactada, y para estudiaria
es hecesario abrir esta intrincada red, lo que le provoca modificaciones. A pesar de estos
obstaculos, ha sido un tema de profundo interés, por las repercusiones alimentarias, de control de
la natalidad y de reproduccion asistida que representa su comprension.

Ei estudio de la cromatina de cualquier célula es de fundamental importancia, ya que para
que la célula produzca respuestas a estimulos especificos, € ADN (acide desoximibonucleico),
debe ser leido, copiado y exportar su mensaje. En el caso de la cromatina somatica el panorama
as mas claro v prometedor, sin embargo en la cromatina espermatica es un fante confuse y hasta
contradictorio, debido a que no es posible postular un modelo universal de empaquetamiento, ya
gue no todas las especies presentan la misma variedad de proleinas nucleares, para el
empaquetamiento det ADN.

CROMATINA SOMATICA

En 1959 Zubay y Doly’, prepararon ¢romatina de timo de ternera, encontrando como
componente esencial un compiejo desoxiribo-nucleoproteico que contiene casi igual cantidad de
ADN y de pequefias proteinas basicas. Estas proteinas, las histonas, estan presentes con una alta
homologia, tanto en el tejido animal como vegetal, por lo que se deduce que son fundarnentales
para la funcion celular®.

A través de estudios de difraccion de rayos X °, digestion con DNAsa 1 *, digestion con

"%% se concluye que ia cromatina esta

Nucleasa de estafilococo *° y microscopia electrénica
constituida por un motivo repetitivo de ~100A de diametro que le da una apariencia de “coltar de
cuentas”. Olins y Olins 1974° denominan a cada cuenta“cuerpo nu” y Komberg™ y van Holde
1974", por separado ta describen como una pequefia cadena de ADN asociada a un complejo
octamérico de histonas. Este complejo contiene dos copias de cada una de las cuatro histonas.

Finalmente Qudet et al 1975% e asighan a cada cuenta el nombre de nucleocsoma.

HISTONAS. Las propiedades quimicas de las histonas son muy similares en todos los
organismos. Son protelnas pequeiias, con carga positiva, que contienen numerosos residuos de
arginina y de lisina. Las cargas positivas dispersas por el esqueleto proteico de las histonas se
unen rapidamente a las cargas negativas del esqueleto fosfodiéster del ADN, o cual pemite una
importante interaccidn iénica. Las histonas H3 y H4 tienen mas residuos de arginina que de lisina,



mientras que las histonas H2A vy H2B, fienen un mayor ndmero de residuos de lisina que de
arginina' (Cuadro 1). La estructura primaria de cada histona es casi igual en todos los organismos,
lo que implica la correspondiente analogia de estructura terciaria y de funcion™. El alto grado de
consetvacion, llamado identidad, no es igual en toda la estructura de las histonas, sinc que hay
regiones cuya secuencia de aminoacidos ha sido mas consistentemente conservada, por ejemplo
la regién basica N-terminal (amino terminal} de la histona H4 entre los residuos 1-20 y de ia histona

1516171892021 4 contraste H1 es la histona menos conservada

H3, entre los residuos 1-30
durante ia evolucion' .

La clase de histonas ricas en lisina, incluye 3 familias H1, H5 localizada exclusivamente en
eritrocitos nucleado® y H1° que predomina en células que son mitoficamente inactivas =, to que
sugiere que H1° y H5 pueden tener funciones similares. En organismos superiores existen 6

242525 v H1t que esta especificamente presente

subtipos de H1, que son Hia, Hib, Hic, Hid, Hle
en el testiculo®. Para Lennox (1984)26, estos subtipos difieren en su habifidad para promover la

formacion de la espiral de 10nm de la fibra de la cromatina.

NUCLEOSOMA LIMITE. Estudios hechos por D'anna Jr e Isenberg (1973,1974)"%,
Komberg (1974)° y Roark et al (1974)*°, mostraron que ciertos pares de histonas forman
facilimente complejos diméricos [H2a, H2b] y tetraméricos [H3, M4, esta caracteristica de
interaccion provee las bases para establecer el mecanismo de formacion de las subunidades que
constituyen la estructura de la cromatina. Burton et al (1975)*', encontraron que ias histonas f-3
[H3] y f2a1 [H4] se disocian de la cromatina de timo de ternera reversible y cooperativamente como
un complejo equimolar, y que en ausencia de ADN forman dimeros, tetrameros y ofigomeros. Hyde
y Walker (1975)%, encuentran que f2a2 [H2a] y f2b [H2b] cuando se colocan en soluciones
adecuadas se asocian para formar un dimero con un peso molecular de 28,400 D (Dalton). Estos
mismos investigadores precisaron que la presencia de f1 [H1] libre, no tiene efecto en la interaccion
de ias otras 4 histonas.

Camerni-Otero et al (1 976)*°, demostraron que e! grupo de histonas rico en arginina,
H3+H4, tienen un papal central en la organizacién del ADN en la cromatina. Del mismo modo
Boseley et al (1976)34, concluyeron que ef par de histonas H3+H4 es esencial para la formacion de
la estructura de la cromatina, aunque para completar el desarrollo estructural también es necesaria
ia presencia de HZa+H2b. Qudet e al (1977)35, encuentran que H3 vy H4 interaccionan
eficienterente con alrededor de 130 pares de bases del ADN, sugiriendo que ellas solas pueden
organizar casi todo el nucieosoma. Simon et al ( 1978)®, encuentran que un octamero conteniendo
solo H3 y H4 puede formar una estructura con propiedades topolégicas e hidrodinamicas similares

alas de un nucleosoma.
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Karawajew y Heymann (1980)37, comprueban que las histonas H3 y H4, forman tetrameros
en solucion y que estos interactian con alrededor de % partes det ADN que forma el nucleosoma,
uniéndose a él particularmente en [a seccién media y terminal de los 145pb (pares de bases). H2a
y H2b participan como dimeros [H2a-H2b], unidos a vueltas opuestas de ADN. De esta manera es
posible proponer que la interaccion de la parte globular del centro de histonas con distintos sitios
de los 145pb, constituyen las principales interacciones responsables del mantenimiento del
nucleosoma limite. Esta organizacién esta posteriormente reforzada por las interacciones de las
regiones N-terminales de las histonas H3 y H4 dentro del nicleo. Finalmente proponen como un
modelo de la estructura histonica del nucleosoma ia participacion de un octadmero de histonas,
formado por un tetramero [H3-H4}, y dos dimeros [H2a-H2b], que estan unidos por una fuerte
inferaccién entre H2b y H4 (Figura 1).

En el nucleosoma, los puntos de contacto existentes entre el ADN y ef niicleo de histonas
son aproximadamente cada 10 pb % Las histonas H3 y H4 hacen contacto con el ADN dentro de
30 pares de bases de cualquier lado del centro del nucleosoma™. En suma, la periodicidad
helicoidat del ADN varia en todas las partes del nucleosoma con los 3 giros centrales de la hélice,
teniendo una periodicidad de 10.7 pby el exterior de los giros de 10 pb*>*".

La interaccion ADN-Proteinas esta involucrada en muchos de los procesos fundamentales
que ocurren dentro de ia célula, incluyendo empaquetamiento, replicacion, recombinacion,
restriccién y transcripcion “2 Se sabe, por ejemplo que la delecion del extremo N-terminal de Ia
histona H4 altera la estructura de la cromatina y alarga desproporcionadamente la fase G2 del ciclo
celular. Asimismo, fa delecion detl nacleo hidrofébico de H4 bloquea la segregacion cromosomal y

es una mutacion letal™.

REGION ESLABON. El ADN eslabén, de 20 a 100 pb, se asocia parcial o totalmente con
las histonas ricas en lisina H1 o H5 en la region de enlace de los nucleosomas, desempefiando un
papel de “eslabon de union nucleosomal™***“*_ Esta region, de alrededor de 200 A de longitud,
es faciimente accesible al ataque de las nucleasas™®.

Se sabe que las histonas unidoras, como H1, interactian establemente con el ADN
nucleosomal solo después de que el centro del nucleosoma ha sido formado*’. Jeong y Stein
(1994)* proponen ademas que es posible que [as histonas de tipo H1 estén asociadas a las
estructuras dei poro nuclear.

La histona H1 se une a la particula central del nuclecsoma para sellar los puntos de
entrada y salida del ADN, el dominio central de H1 aparentemente interactGian con la particula
central del nuclecsoma, mientras que el extremo cargade positivamente interactia con el ADN

eslabén y es importante en la condensacion de la cromatina antes de la mitosis™.
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GRUPO DE PROTEINAS DE ALTA MOVILIDAD. Otro grupo de proteinas gue son
importantes en la estructura de la cromatina. Estas proteinas fueron extraidas inicialmente con
NaCl (Cloruro de sodic) 0.35 M (Molar) y se sabe que son faciimente solubles en acido
tricloroacético. El sobrenadante obtenido después de tratar las soluciones de cromatina con este
acido contiene algunas proteinas que poseen una gran movilidad en geles de poliacrilamida, por lo
que fueron llamadas proteinas de alta movilidad (HMG). El grupo de proteinas 14 y 17, son tan
similares unas con otras que podrian ser consideradas como un solo grupo {(HMG14-17], HMG 1y
2 podrian ser tratadas de la misma manera [HMG1-2]. Las proteinas HMG14-17, tienen una
distribucién desigual de cargas: el extrerno amino terminal es muy basico, mientras que el extremo
carboxilo terminal es muy negativo. Existen dos sitios de unidn para HMG 14-17, en cada
nucleosoma, se cree que las proteinas aseguran el ADN en los puntos donde éste entra y sale del
centro del nucleosoma’', ef extremo basico amino se une al ADN y &l extremo carboxilo negativo
se une a las histonas™. Por tal razon, las proteinas HMG 14-17 estabilizan el nucleosoma, tanto en
estado condensado como descondensado™. Estas proteinas son también parcialmente
responsables de inducir espaciamiento regular en los nuclecsomas. A diferencia de las histonas,
las proteinas HMG estan glicosiladas™, y ha sido propuesto que estas proteinas podrian
interactuar con la matriz nuclear a través de sus residuos de azdcar >,

Las proteinas HMG 1-2, son tan largas como las proteinas HMG 14-17, pero tienen una
estructura muy diferente. Las proteinas HMG 1-2, estan formadas por un dominio hidrofobico
central en donde se pueden encontrar un par de segmentos de unién al ADN con una estructura
muy caracteristica, por lo que han sido llamadas HMG para el ADN. Cada una de estas estructuras
esta compuesta de 3 a-hélices™'; dos perpendiculares y antiparalelas a la tercera asi que forman
una “L”. La forma en que las cajas HMG se unen al ADN es aun desconocida. El extremo carboxilo,
los Gitimos 30 residuos, es extremadamente acido pues contiene numerosos residuos de acido
glutdmico o acido aspartico™. La funcién fisiologica de este extremo rico en grupos carboxilo es
desconcgcida, pero in vifro es capaz de desdoblar™, o reiniciar la constitucion de la hélice del
ADN®.

ESPERMATOGENESIS.

La espermatogénesis es un proceso de diferenciacién de multiples pasos cuyo mayor
cambio involucra modificaciones sustanciales en la actividad génica vy el rearreglo de la estructura
de la cromatina, por el cual la espermatogonia del tallo celular entra en meiosis, produciendo
finalmente una espermatide haploide. La espermétide temprana parece tener la mayor parte de las
caracteristicas de cualquier otra célula somética, con la excepcion de ser haploide, incluyendo un
nticleo en el cual el ADN esta asociado con histonas formando nucleosomas, y que conserva su



actividad transcripcionai. Durante la espermiogénesis, ia espermétide redonda experimenta una
metamorfosis complicada, dando origen a una célula morfolégicamente distinta, el espermatozoide.
Cada especie tiene una forma caracteristica de espermatc:zoide60 (Figura 2). Esta forma es debida
a la pérdida de mucho (sino todo) del citoplasma, y al desarrolio de un flagelo. Durante estos
pasos, y después que la actividad del genoma ha cesado, ef espermatozoide desarrolla un nucleo
altamente compactado, con disminucion de las actividades replicativa y de reparacion.

El proceso involucra una serie de reacciones a través de las cuales las histonas y proteinas
no histonas de la cromatina son reemplazadas durante un pericdo de tiempo variable y de una
manera especifica. Algunas veces, este reemplazo involucra un grupo de proteinas conocidas
como "proteinas de transicion” y éstas a su vez por uno ¢ mas tipos de protaminas®'. Este proceso
de reemplazo constituye uno de los cambios mas marcados en la estructura de la cromatina de los

eucariontes.

PROTAMINAS . Fueron descubiertas por Miesher en 1869, quién las encontrd acopladas a
las bases nitrogenadas de la "nucleina” del espermatozoide de salmén Rhine (salmo salar).
Estudios subsecuentes de Kossel (1928)% y Felix (1960)®°, establecieron la naturaleza
polipeptidica de las protaminas. En 1969 Bioch®, las clasifico en cinco tipos:

Tipo | Verdaderas protaminas. Proteinas pequefias, ricas en arginina.

Tipo |l Protaminas estables o protaminas queratinosas. Ricas en arginina, perc también
contienen cisteina.

Tipo il Proteinas espermaticas intermedias. Contienen histidina yfo lisina, ademas de
arginina

Tipo IV Parecidas a histonas somaticas

Tipo V Proteinas no basicas detectadas en el ndicleo de espermatozoides maduros de
forma ameboidea

De acuerdo con esta clasificacion en los mamiferos se presentan [as protaminas de tipo il

THIPO Il. Protaminas estables. La caracteristica esencial de las protaminas estables,
también llamadas “queratinosas”, es la presencia de 6 a 9 residuos de cisteina por moi, lo cual
permite la formacién de puentes inter e intra disulfuro en la molécula de protamina®’. Tales puentes
covalentes imparten un grado adicional de estabilidad por la formacion de enlaces cruzados y por
tanto confieren a la cromatina del nicleo del espermatozoide sus caracteristicas de estabilidad.

Coelingh et al (1 972)*, encuentran que {a protamina de bovino, con un peso molecular de
6,200, esta constivida por 47 amino acidos, con alanina como amino terminal y glutamina como
carboxilo terminal. Contiene 24 residuos de arginina y 6 residuos intermedios de cisteina, 19
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Figura 2. Forma de la cabeza del espermatozoide de algunos mamiferos.
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residuos de arginina se encuentran en [a parte central de la molécula (Cuadro 2). Estos autores
proponen que la region media sea el primer sitio de unién con el ADN, mientras las regiones amino
y carbaxilo terminal podrian ser responsables de la interaccion con las moléculas de las proteinas
vecinas.

En muchas especies de mamiferos, el nicleo de los espermatozoides contiene un solo tipo
de protamina P1, con una fuerte homologia entre especies. Un segundo tipo de protamina P2, esta
presente en el nicleo de algunos mamiferos, incluyendo & humano®™ el raton™y el caballo®
{Cuadro 3).

PROTAMINA P1. Ademas de los mamiferos, también aislada en aves’™, muchas de estas
moléculas tienen una secuencia tetrapeptidica en el extremo amino terminal Ala-Arg-Tyr-Arg
(ARYR), a excepcion del conejoeg, en el cual la alanina esta sustituida por valina en e primer
residuo, sin embargo, este cambio no tiene mayor efecto en ia estructura de la protamina. La
secuencia ARYV es seguida por un motivo conservado Ser-Arg-Ser-Arg (SRSR), después por un
grupo de cinco a siete argininas, en suma en esta regién ia posicién 8, tiene serina o treonina,
ambos son hidroxi-aminoacidos, polares y susceptibles de ser fosforilados™.

La presencia de varias cisteinas en las protaminas de los mamiferos, fue propuesta como
un mecanismo esencial para la estabilizacién del complejo de nucleoprotaminas, a través de g
formacion de enlaces disulfuro en el nicleo del espermatozoide™ .
podria no estar involucrada en ei proceso de condensacion nuciear y sdio tomar parte en ia

Sin embargo ia cisteina

estabilizacion final de la nuclecprotamina ya condensada.

PROTAMINA P2 EN MAMIFEROS. Las protaminas P2 fueron primero secuenciadas en el

®_ Caracteristicamente este tipo de protaminas son

, ¥ deben ser procesadas post-iranscripcionaimente,

espermatozoide humano® y en el ratén
sintetizadas como precursores ‘= 47578
dando origen al producto final.

Pirhionen et al (1994)”, encontraron que la diferente localizacion de los residuos de
fosfoserina en las protaminas P2 de humano y caballo indican que éstas se unen al ADN o
interaccionan con otras moléculas de protaminas. Gatewodd et at (1990)” y Bianchy et al (1992),
demostraron que la protamina humana P2 puede ser una proteina semejante a las descritas como
"dedos de zinc", conteniendo motivos descritos para factores reguladores de la franscripcion y
unirse selectivamente a sus sitios de unién, facilitando el cierre de la transcripcion hacia el final de
la espermatogénesis y quiza la estabilizacion de la cromatina de espermatozoide por zinc.

En el espermatozoide de ratén y del humano, {a P2 comprende del 50 al 60% del total de
las protaminas, pero no ha sido observada en proporcion tan elevada en otros mamiferos, aunque
existe un nivel bajo de ARNmP2 enlaratay en el oobayom. El hecho de que la familia P2 no haya
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sido identificada en aves, hace tentador especular que en téminos de evolucion aparecen y
funcionan inicialmente las protaminas de tipo P1, y que la familia P2 aparece posteriormente como
un tipo de moléculas de soporte en animales mas evolucionados, para determinar la estructura
nuclear junto con P1, aunque también se ha propuesto que el papel importante esté relacionado
con la mayor compactacion necesaria por €l tamafio del niicleo mediante la formacion de enlaces
cruzados debidos a su alta proporcion de cisteina’™.

Una caracteristica de ias protaminas es que son fosforiladas rapidamente, solo un poco
después de ser sintetizadas™?'. La carga negativa de Ios residuos fosforilados puede servir como
punto clave para formar enlaces con otras protaminas y para la estabilizacion de las interacciones
electrostaticas proteina- proteina, que pueden ser realizados con los residuos de arginina cargados
positivamente. Esta claro que las protaminas se unen al ADN sin haber perdido los residuos
fosforilades®. Este hecho ha conducide a la proposicion de que la presencia de residucs de serina
fosforilados confiere a la molécula de protamina una carga negativa que podria modular la
interaccién de las proteinas con el ADN"™, facilitando la formacién de un complejo protamina -
ADN®.

Las protaminas fosforiladas podrian localizarse junto a un nucleosoma, e iniciar el
rompimiento de ia estabilidad de los contactos histona-histona, favoreciendo su liberacion®, para
ser sustituidos por protaminas. Esta hipétesis puede correlacionarse con el fendmenoc de
hiperacetilacién de las histonas, sobre todo de la H4, que se encuentra presente en todas las
especies que reemplazan las histonas por protaminas, pero esta ausente en aquellas especies que
retienen el complemento total de histonas en el nicleo del espermatozoidess. Esta hipotesis
sugiere que la acetilacion de H4 podria servir para debilitar los contactos histona-ADN en el
nucieosoma, exponiendo asi los dominios de la cromatina a la desestabilizacion y a la sustitucion
de las histonas por ias protarminas.

Marushige y Marushige (1978)¥°, concluyen gque las protaminas son desfosforiladas
extensivamente después de completar su asoctacion con el ADN, lo cual acontece probablemente
antes de que el espermatozoide penetre el epididimo. Pirhonen et al (1994)”, aistaron protaminas
de espermatozoides eyaculados de humano (HP1y HP2), cabalio (St1y St2), toro, cerdo y borrego
en todos ellos P1 y muestran por secuenciacion de péptidos que las formas fosforiladas de estas
protaminas estan presentes en todas las especies examinadas, lo que indica que el proceso de
desfosforilacion no se ha completado en los espermatozoides maduros, y que una porcion
importante de los residuos de serina permanecen fosforilados, encontrando, ademas, que los
aminoacidos hidroxilados que se encuentran en los dobleces de la protamina P1, son ios sitios
mayormente fosforitados.

D'auria et al (1993)37, encuentran que las protaminas se localizan tanto en el surco mayor
como en el surco menor formados por la doble hélice del ADN, donde forman complejos con los
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nucledtidos del ADN. Los exdmenes realizados de las fracciones aisladas de cupleina demuestran
que no exhibe ninguna diferencia neta de union especifica hacia bases puricas y pirimidicas de

mononucledtidos.

PROTEINAS DE TRANSICION. Algunos Mamiferos como ratén’® y humano®®, durante la
espermiogénesis reemplazan gradualmente las histonas nucleares por proteinas intermediarias y
después estas mismas son reemplazadas por protaminas. Estas proteinas de transicion (TP),
tienen una basicidad intermediaria, TP1 y TP2 aparecen durante los estadios 12-15 de la
espermiogénesis de los mamiferos® y son reemplazadas durante los estadios 15 a 19",

TP1 es una proteina de 6,000 Daltones con aminoacidos basicos distribuidos
aleatoriamente a lo largo de la molécuta®, se ha visto que tiene una propiedad desestabilizante del
ADN, gque se manifiesta a través de sus dos residuos de tirosina, flanqueados por aminoacidos
basicos™*.

TP2 tiene un peso molecular de 13,000 daitones, contiene altos niveles de prolina, serina,
arginina y lisina®, en TP2 de raton * y rata®, Baskaran y Rao (1991)*', identificaron dos dominios
potencialmente "dedos de zinc", que podrian jugar un papel importante en la iniciacion de la
condensacion de la cromatina y/o en el cese de la actividad transcripcional durante la
espermiogénesis de los mamiferos. En la espermatide de rata ias histonas son primero
reemplazadas por proteinas de transicion ricas en lisina TP1, TP2 y TP4. Coincidiendo con la
aparicion de estas proteinas o ligeramente antes, la cromatina de ia espermatide pierde su
estructura nucleosomal y cesa la transcripcion™,

NIVELES DE EMPAQUETAMIENTO DEL ADN EN CELULAS SOMATICAS {figura3).

NUCLEOSOMA. Esta formado por alrededor de 200 pares de bases de ADN (166 a 341 pb
dependiendo de la fuente)'®, asociados con un niicleo octamérico de proteinas que comprende un
tetramero central de Ias histonas ricas en arginina H3 y H4, y dos dimeros laterales de las histonas
ligeramente ricas en lisina H2a y H2b. En este andamio proteico, el ADN esta organizado dando
casi dos vueltas (aproximadamente 266 pb), alrededor del octdmero de histonas. Los dos puntos
de entrada y salida de la espiral que el ADN forma sobre el centro de histonas estan sellados por la
unién de una molécula de la histona rica en lisina H1, la cudl bloguea estos puntos de entrada y
salida del ADN. El ADN restante, 34 pb, (considerando la estructura tipica de "collar de cuentas”
con una subunidad de 200 pb), comprende el ADN llamado de unién que conecta un nucleosoma
con &l siguiente. El largo de la region de union puede variar desde 0 hasta 80 pb en la cromatina
obtenida de diferentes sistemas celulares.
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FIBRA DE 10 nm. Esta fibra esta constituida por un arregio linear de nucleosomas, que
bien podria llamarse "filamento nucleosomal”'®. En la cromatina que contiene H1, el ADN de unidn
y el nucleosoma siguiente dan una vuelta hacia la izquierda, dando a la fibra extendida una
apariencia de zig-zag. Por el contrario en los tipos de cromatina que carecen de H1, los puntos de
entrada y salida del ADN son al azar, creando una conformacion extendida irregular de "cuentas en

una cuerda™™®".

FIBRA DE 30 nm. Las micrografias electronicas de los cromosomas en metafase y las
secciones delgadas de nicleos en interfase, procesadas a partir de tejidos obtenidos en ausencia
de agentes quelantes'®, asi como la fibra extendida de cromosomas en metafase, sugieren que el
siguiente nivel de empaquetamiento del filamento nucleosomal, esta constituido por la "fibra de 30
nm", también lamada solencide' ™%+,

Esta fibra de 30 nm tiene alrededor de 6 nucleosomas por vueita y representa una
concentracién de aproximadamente 50 dobleces de la doble hélice de ADN?'. Se ha demostrado
ampliamente que las histonas que participan en la unién inter-nuclecsomal, como H1 y HS5, son

10%,106,107,108
. Se

indispensables en el establecimiento y estabilizacion de esta estructura solenoide
sabe que su presencia es mas deteminante que fa incubacion en soluciones de fuerza iGnica baja,
y que la accién en la compactacion de la fibra puede deberse a la interaccidon entre dominios
globulares'®,

Existe gran controversia acerca de la existencia in vivo de este nivel de estructuracion,
debido a que aunque, Finch y Klug (1976)’03 demostraron que la estructura de solenoide puede ser
inducida facilmente in vitro con un ancho de alrededor de 30 A, Thoma et af (1979)'", concluyen
que solo en concentraciones de NaCl superiores a 100mM se forma la fibra de 30nm. Leuba et al
(1994)"0, encontraron que fa adquisicion de este orden de empaguetamiento por la cromatina es
inducido por concentraciones de NaCl iguales o superiores a 80 mM. Por otro lado, Horowitz et al
(1994)"™, al estudiar la arquitectura tridimensional de la cromatina por medio del procedimiento de
tomografia electronica, concluyen que incluso en los nucleos con fibras de cromatina claramente
definidas existen regiones donde las fibras se interdigitan la una con la otra, perdiendo
individualidad y haciendo dificil interpretar la presencia de determinadas estructuras
tridimensionales.

Las observaciones reaiizadas para precisar las propiedades de este tipo controversial de
estructuracién de la cromatina, demuestran que la fibra contiene de seis a ocho nuclecsomas, que
se presentan cuando la solucion se realiza en medios con una fuerza ionica que va de 70 a 100
mM y que requiere concentraciones milimolares de Mg™. Se ha sefialado que el diametro de la
fibra varia desde 25 hasta alrededor de 45 nm, dependiendo de la fuente de cromatina, el método
para el aislamiento, la preparacion de la muesira y el método uiilizado para precisar su
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"2 han sugerido que el alto orden de estructuracion que

estructura'®. VanHolde y Zlatanova (1995)
la cromatina adquiere en medios con altas concentraciones de sal, puede ser llamado “fibra
condensada ¢ compactada’.

La localizacién de la exposicion o internalizacion de los extremos N-terminales de las
histonas centrales y del extremo C-terminal de H1 son de interés, ya que estas regiones contienen
sitios de modificaciones enziméticas, que podrian modular la estabilidad de la estructura™.
Woodcock et al (1984)'", plantean que la regidn de union de estas “fibras condensadas o
compactadas” no estd intemmalizada dentro de la estructura de alto orden puesto que debe
permanecer expuesta para poder ser modificada bioguimicamente cuando sea necesario, lo cual
hace a esta estructura mas compatible con el modelo de “cinta torcida”. Leuba et al (1994)'",
proponen que el ADN unidor debe también estar localizado en el exterior de la fibra de cromatina
condensada, formando junto con los nucleosomas las paredes del solenoide. Por otro lado
Zlatanova y van Holde (1996)'” concluyeron que las caras planas del nucleosoma son casi

paralelas al eje de la fibra.

ASA. Este nivel de empaquetamiento no esta totaimente entendido, parece que ciertas
regiones del ADN se asocian con un soporte proteico intra-nuclear, descrito hace algunos afios con
el nombre de "matriz nuclear”. Las regiones de la estructura cromatinica que se asocian con la
matriz, estan separadas por largas secuencias o asas constituidas aproximadamente por 20,000 a
100,000 pb. Se ha propuesto que ei ADN que pariicipa en la formacion de esias asas, podria
contener un juego completo de genes funcionalmente relacionados.

ESCARPELA, ROLLO, CROMATIDA. Existe evidencia que en los niveles de organizacién
de los cromosomas somaticos eucariontes, cada aumento en el grado de compactacion del ADN
es multiplicativo. El principio es sencilio: la compactacion det ADN en los cromosomas eucariontes
se realiza al envolverse un asa sobre otra asa, sobre otra asa, y asi sucesivamente'™, Debe
tenerse en cuenta, que este tipo de empaquetamiento requiere gran cantidad de espacio. Desde la
formacion de los octameros de histonas que fomrman los nucleosomas, estas estructuras
semiesféricas ocupan un volumen importante. Este requerimiento de espacio aumenta con cada
nivel de superestructuracion, porque el enrollamiento y superenrollamiento requieren el ir dejando
espacios vacios considerables en el interior de los giros' .

En el caso de las células somaticas el gran volumen ocupado por la estructuracion det ADN
en la cromatina no es de gran importancia, porque el volumen nuclear de las células somaticas es
suficiente para contener la cantidad adecuada de ADN estructurado funcionalmente de esta

manera.
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Figura 3. Niveles de empaquetamiento del ADN somnético. A doble hélice. B Nucleosoma.
C Fibra de 10 nm. D Fibra de 30 nm “solenoide”. E Asa (50x10° pb). F escarapela (6asas).
G rollo (30 escarapelas). H 2 cromatidas (210 roilos). Adaptado de Stryer
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Inicialmente se consideraba que el ADN del espermatozoide estaba estructuradc en

nucleosomas o en complejos parecidos a nucleosomas. Pogany et al (1981)"°

, muestran que el
empaquetamiento del ADN en nucieosomas puede requerir un volumen de 9.9pm3, que €s mas de
dos veces el volumen determinado para el niclec del espenmatozoide, a pesar de que fas
observaciones realizadas con microscopia de fuerza atomica (AFM} han mostrado que el volumen
del ADN en espermatozoides totalmente hidratados es mas de dos veces el volumen indicado
previamente'””, el volumen disponible aun asi es insuficiente para contener la cromatina del
espermatozoide empaquetada en estructuras parecidas a nucieosomas. Por lo tanto la cromatina
del espermatozoide debe estar organizada de una manera totalmente diferente a la estructura

nucleosomal de la cromatina somatica.

NIVELES DE EMPAQUETAMIENTO DEL ADN EN EL ESPERMATOZOIDE DE LOS
MAMIFEROS.

DOBLE HELICE. Se han demostrado algunas diferencias entre el ADN somético y el
espermatico, como el largo de los telomeros, la carencia de hipermetilacion, diferente contenido de
G+C'"812121 y, iferente proporcion de secuencias de alta repeticion’~.

COMPLEJO ADN-PROTAMINAS. Este nivel de compactacion es homdlogo al de la
estructura somatica, pero muy diferente en su estructura. Balhomn (1982)123, propone que las
protaminas interactiian con el ADN en una conformacion extendida, en donde el segmento central
de poliarginina de [a protamina P1 se une al surco menor def ADN, formando enlaces cruzados y
neutralizando la columna fosfodiéster de la macromolécula, donde los residuos carboxi y amino
terminales de las proteinas participan en la formacion de puentes de hidrégeno, enlaces
hidrofébicos y disulfuro inter e intra-protamina (Figura 4). Este modelo puede ser adecuadamente
aplicado para peces y mamiferos que fienen un solo tipo de protamina, el problema surge en
animales que tienen dos o aun tres tipos de protaminas. También en este caso Pogany y Balhorn
(1992)"* proponen que en el raton las protaminas P1y P2 se encueniran en el surco mayor del
ADN., D'auria et al (1993)¥ concluyen que las protaminas estan ancladas tanto en el surco mayor
como en el surco menor del ADN. Bianchi et al (1994)'%°, sugieren que las protaminas P1 y P2
estan ancladas a la superficie exierna de la cadena de ADN via interacciones electrostaticas con
los residuos fosfato, sin una especifica ubicacion en los surcos del ADN. Raukas y Mikelsaar en
(1999)'%, proponen que las moléculas de protaminas estan localizadas en canales entre las
moléculas de ADN. En este modelo, el ADN esta arreglado hexagonalmente en el plano x-y,
mientras su posicion relativa con respecto al eje z esta movida por 0, 1/3 y 2/3 del campo de la
doble hélice. Como resultado se forman largas cavidades en tres canales externos, de los seis
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12 A

10.2 A

Figura 4. Posicion del segmento de poliarginina de la protamina P1 en
el surco menor del ADN. Tomada de Balhom 1982'%.

N

Figura 5. Estructura sugerida por Raukas y Mikelsaar 1999, para [a
interaccion de las protaminas con el ADN gue hace uso de oligonucledtidos
tripartitas y una torcedura.semejante a un paquete hexagonat.
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canales que rodean cada molécula de ADN donde el surco mayor esta yuxtapuesto. Las moléculas
de las protaminas estan arregladas de tal manera que pueden llenar el surco mayor en las tres
moléculas circundantes de ADN simultaneamente (Figura 5).

FIBRA DE 10 nm. La unidon ADN-protaminas, junto con las fuerzas de van der Waals,
permiten a nivel molecular adquirir una estructura linear “lado a lado” (Figura 6). Se ha demostrado
que tal estructuracion no confiere al ADN ninguna clase de superenrrollamiento, #1313

Considerando que el ADN del espermatozoide no se replica, ni se transcribe ARN, se
puede concluir que tas caracteristicas funcionales del superenrroliamiento presente en las células
somaticas es temporalmente sacrificado, con el fin de conferir proteccion al ADN, a través de un
estado densamente empaquetado. En e cuadro Nod se describen los modelos mas
representativos Gue corresponden a este nivel de empaquatamientoc hasta 1988.

Desde 1956, Wilkins'™ muestra que el nicleo del espermatozoide es esencialmente un
agregado cristalino de nucleoproteinas. Estudios de criofractura, mostraron que el ndcleo del
espermatozoide de los mamiferos esta compuesto de hojas laminares apiladas orientadas de

127
196,437 , y el hombre ™.

forma paraiela al eje longitudinal def espermatozoide, en el toro , conegjo

Estudios de microscopia electrénica en rata y conejo'>", han demostrado que la cromatina
esta presente formando una serie de laminas, paralelas al eje del nicleo. En espermatozoides de
grillo™'*°, se ha demostrado que la cromatina del espermatozoide esta enrollada en formacion
ineal a lo largo del eje longitudinal de los niicleos. Experimentos de dicroismo circular'™ y el uso
de luz polarizada™*, en espermatozoides de caballo muestran que la cromatina del espermatozoide
de los mamiferos placentarios se comporta como un liquido colestérico, en el que los filamentos de
ADN, son empaquetados en formacion lineal en planos paralelos. Todos estos datos son acordes

con ef modelo de Balhom.

EQUIVALENTE AL SOLENOIDE. Se ha publicado muy poca evidencia acerca de la

estructura espermatica equivalente al solenoide, en 1993 Ward"*

, propone un modelo basado en
las siguientes evidencias:

Estudios de tincion inmunahistoguimica e hibridizacion in sitt'® han demostrado que los
centromeros se localizan en un foco discreto dentro del ndcleo del espermatozoide. Resultados
similares han sido obtenidos, mediante estudios de hibridizacién in sifu para cromosomas

144145 Estos datos sugieren la idea de que las asas de ADN estan plegadas o en espiral

especificos
dentro de un foco localizado en €l niicleo del espermatozoide.

Allen et al (1990)', observaron nicleos de espermatozoide de ratén y toro en
espermatozoides intactos, asi como la cromatina de nicleos parcialmente descondensados,

encontrando que el ADN no esta organizado como un largo legajo linear de fibras, en cambio el
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Surco menor Surco mayor

Protaminas

Empalizado

Figura 6. Modelo “lado a lado”. Adaptado de Ward 1993 .
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ADN del espermatozoide parece estar enroflado en una compleja madeja de tamaiio variable, pero
suficiente para contener ef equivalente a un replicon de ADN. Koheler et al (1983)'*, notaron un
arreglo simitar en el ADN de espermatozoide de rata, el ADN dentro del nodulo o cuenta tiene un
diametro de 13 a 25 nm. Estos nodulos son fuertemente empaquetados dentro del nicleo del
espermatozoide, en un arreglo tridimensional.

En 1991 Allen et al'’

hidratados, precisan que el volumen del niicleo del espermatozoide, es mas de dos veces superior
118

, a observar por microscopia elecironica nlcleos totalmente
al estimado con anterioridad por Pogany ef al (1981)"", asi como que ia cromatina del
espermatozoide in vivo, esta altamente hidratada, este volumen es consistente con la organizacion

nodular.

MODEL O DE DONA PARA EL ASA | Criterios para e modelo.
De acuerdo con los datos presentados anteriormente, es posible construir un modelo para
el ADN del espermatozoide, entre la union de las protaminas y ta organizacion en dominios de asa,

y'*2, son dos:

los criterios para el modelo propuesto por Ward {1993

El primero es que cualquier modelo propuesto debe ser obviamente consistente con todos
los datos disponibles acerca del famaric y forma del nlcieo del espermaiozoide y con la estructura
desoxirribonucleoproteica de su cromatina.

E! segundo criterio es sugerido por el hecho de que el espermatozoide deriva de células
que contienen histonas, y la organizacion del ADN del espermatozoide debe ser consistente con
las necesidades de empaquetamiento requeridas por ser derivado de una célula somética.

PRIMER PASO: Reemplazo de histonas por protaminas.

El principio basico del modelo son los nddulos de 60 nm, cada uno representa un dominio
de asa del ADN. La localizacion focal de un solc dominio de asa es consistente con los datos de
hibridizacién in situ reportados por algunos autores; es sabido que ef ADN se une a las protaminas
en una forma linear fado a lado, ia manera mas eficiente de empagqguetar el ADN de un dominio de
asa es en circulos anchos, concéntricos y apilados, como un resorte.

En una vuelta de la configuracion de solencide, existen 13 superenrollamientos de ADN,
dos por cada uno de los seis nucleosomas y uno para e solenoide mismo. La primer propuesta fue
de que las protaminas reemplazan a las histonas, los doce superenrollamientos, son removidos
quedando el ADN mas linear, como originalmente se sugirié. Este criterio requiere algunos
cambios, no es adecuado porque 1,200 pb de ADN en un solenoide superenrollado formarian un
circulo de 129 nm, dos veces el tamafio observado para la estructura redonda. De ofra manera si
s6lo fueran removidos 11 o 12 superenrollamientos del nucleosoma, & ADN podria enrollarse en

dos circulos espirales para cada vuelta de la cromatina en el solenoide. Los dos circulos espirales
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Dona o “Toroide”

Solenoide

Vista superior

—_—r

Vista lateral {:&E‘“ ve “3
oot

Dona o “Toroide” A

Figura 7. Modelo propuesto para la transformacion de solenoide a dona (totoide), cuando se realiza
El recambio de histonas por protaminas. Adaptado de Ward 1993 ™2 .

La figura A es un dibujo basado en una fotografia de microscopia electronica de Hud 1993 .



del ADN unido con protaminas, podrian unirse une con ofro por fuerzas de van der Waals, como
propuso Balhorn'® (Figura 7).

Este primer paso del modelo predice que el ADN del espermatozoide, tiene una ligera
superhélice negativa con un grado de 2/13 6 15% de! ADN unido a histonas, 1o que coincide con lo
reportado por Risley et al (1986)'* y Ward et al (1989)", aunque debe reconocerse que los
méfodos usados no son o suficientemente sensibles para distinguir entre la ausencia de

142

superhélice, con un decremento del 85%"™. Tal ajuste en la regulacion de la densidad de

superenrollamiento del ADN, durante la espermatogénesis, requiere de la presencia de una

M demostraron que fa topoisomerasa ll, esta

topoisomerasa. Morce-Gaudio y Risley (1991)
presente en fodos los tipos celuiares que forman la secuencia de la espermatogénesis y la
espermiogénesis, excepto en el espermatozoide maduro.

Finalmente ef reemplazo focal de las histonas por protaminas, predicho por este modelo,

132 quienes sugieren que los dominios de

es consistente con el primer modelo de Risley et al (1986)
superenrollamiento pueden servir como unidades estructurales de {transicion durante ia
espermatogénesis.

SEGUNDO PASO. Condensacion del dominio de asa del ADN.

Ei siguiente paso del modeio es la formacion de la estructura circular vista por microscopia
de fuerza atomica (AFM)'*, en fa cromatina de espermatozoide. Ei modelo propuesto para cada
una de estas estructuras representa un dominio de asa de ADN colapsado. La comparacién de la
configuracion de solenoide y del ntcleo del espermatozoide, esta representada en la Figura 8, para
un dominio de asa de 47 Kilopares de bases, promedio reportadc para espermatozoide de
hamster®. Cada 39 vueltas del solencide (cada vuefta dei solenoide es igual a 13
superenrollamientos de ADN), en el par de dominios de asa, eventualmente llegan a ser dos
circulos espirales de ADN, cuando son reemplazadas ias histonas por las protaminas. £n ia
configuracion de dona estos circulos de ADN unidos a protaminas de cada brazo del asa, son
colapsados en un nédulo de forma de dona con un diametro de alrededor de 65 nm,

Este modelo también produce cambios concomitantes con la relacion entre el ADN y la
matriz nuclear. Primero algunos puntos durante la espermategénesis (no se sabe ailn si antes,
después o durante el reemplazo por las protaminas), el nimero de sitios de anclaje para el ADN

133148 1 a matriz nuclear puede participar

puede aumentar o disminuir et tamafo del dominio de asa
en el acomodamiento de ja cromatina condensada, esta prediccidn es consistente con la
condensacion del nacleo del espermatozoide durante la espermatogénesis.

De acuerdo con ef modelo, estos nodulos no son perfectamente cilindricos, ni estan
dispuestos de rmanera regular. £n realidad el modelo predice que los circulos de ADN-protaminas
estan colapsados de una manera desordenada, formando una estructura tridimensional con una

forma parecida a una dona. Esta dona tiene un didmetro exterior de 65 nm, un didmetro interior de
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32.5 nm y una altura de 25 nm™. Tal estructura ha sido demostrada por Hud et al 1893 ™™, usando
ADN de timo de ternera y reasociandolo in vitro con protaminas exiraidas de espermatozoides de
toro, hamster y raién y protaminas comerciales de salmén. Al observar los productos de ia
reasociacion concluyen que la cromatina del espermatozoide esta empaquetada en una unidad
fundamental de aproximadamente 900 A de diametro externo, 200 A de ancho y un diametro
interno de 150 A, a la que denominan “toroide” (Figura 7A).

Ctros investigadores han propuesto “toroides”, de tamafo similar cuando el ADN es

9151 Dentro de estos estudios ha sido estimado que cada

51

condensado por varios cationes
“toroide”, contiene aproximadamente 60 Kpb de ADN™'. Esto nos lleva a preguntar como la
motécula de ADN del {argo de un cromosoma entero, puede ser empaquetada en “toroides”,
cuando cada una contiene 60 Kpb de ADN. Mientras un solo “toroide”, podria representar la unidad
elemental de empaquetamiento de! ADN_ 1a condensacion gendmica podria ser completada por Ia
compactacion local del ADN dentro de los “toroides”, con regiones no enrolladas de ADN, actuando
como eslabones enire vecinos. Considerando los calculos del contenido de ADN de estos
“toroides” y el tamafo del genoma haploide de los mamiferos, cada nlicleo de espermatozoide
contiene alrededor de 50,000 “torcides” fuertemente empacados'®.

El modelo de dona permite al ADN del espermatozoide estar aitamente empacado,
comparade con la relativamente abierta configuracion del ADN de la célula somatica, en el mismo
nivel de organizacién y al mismo fiempo le permite estar organizado en una discreta unidad

funcional, el dominio de asa (Figura 9).

UNIDADES DE EMPAQUETAMIENTO.

A lo largo del tiempo se han propuesto algunas unidades de empaquetamiento para el ADN
del espermatozoide, que podrian ser &l equivalente a nucleosomas en algunos casos. En 1993
Allen et al. (1993)'%, utilizando AFM encuentran una organizacién nodular para cromatina de toro,
raton y ratz, estos nddulos parecen tener una forma elipsoidal de 15 a 25 nm de grosor y 50 a 100

[ proponen usando AFM que la unidad fundamental

nm de diametro. Al mismo tiempo, Hud et a
de empaquetamiento de la cromatina del espermatozoide de los mamiferos (toro) es un toroide de
~ 900 A de diametro externo, 200 A de grosor y con un didmetro interno de 150 A. Haaf y Ward
(1995)"> mediante hibridizacion fluorescente in sity en ratén y humano sugieren que una discreta
subestructura nodular de < 300 nm de didametro, podria representar la unidad basica de
empaquetamiento (BPU) de la cromatina del espermatozoide de los mamiferos. Allen en 1996,
encuentra en cromatina de espermatozoides humanos, una larga estructura nodular con un
diametro promedio de 98 nm, y también compuesta de pequefias particulas parecidas a

nucleosormas que se observan formando cadenas lineares cerca del perimetro nuclear.
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SOMATICO ESPERMATOZOIDE

Figura 9. Comparacion del empaquetamiento somatico y espermatico de ADN.

1.ADN Somatico 6 ADN espermatico

2 Collar de perlas integrado por nuclecsomas 7 Protaminas unidas al ADN

3 Solenoide (6 nucleosomas por vueita) 8 Circulos concéntricos

4 Solenoide cada 600 pb se ancia a la matriz 9 Dona o “toroide”

5 Los genes activos se asocian a la matriz 10 El ADN se une a la matriz
formando asas 11 Las asas son mas pegueias

Adaptado de Ward 1993 ™2,
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Este ultimo reporte debe considerarse sin olvidar que el espermatozoide de humano
mantiene un 15% de su cromatina empaquetada en nucleosomas '™, que la digestion de ntcleos
de espermatozoides humanos y de cerdo con DNAsa 1 y Nucleasa micrococcica, muestran que el
gen IGF-2 (Factor de crecimiento insulinoide), en ambas especies es retenido en nucleosomas tipo
somatico, que estan fuertemente empaquetados con una periodicidad de 150 pb'™.

En toro™ y raton™®, tanto las secuencias repetitivas de ADN como los genes que codifican
para proteinas estan distribuidas en el nicleo de manera ordenada. Rhim et al (1995)"
encuentran que en el raton los genes para epsilon y gama globina, los cuales estan activos en la
formacion del saco embrionario, estan contenidos en regiohes asociadas a histonas eh el
espermatozoide y que los genes para beta y delta globina que no son empleados en la formacion
del saco estan asociados a proteinas no histdnicas. La formacion de dominios de asa por la matriz
nuclear del espermatozoide es gene especifico y ef pairon de enrollamiento de los cromosemas
esta altamente ordenado, particulamrmente con respecto a la posicion de los telomeros y

centromeros ',

IMPLICACIONES DE UN ADECUADO EMPAQUETAMIENTO DE LA CROMATINA DEL
ESPERMATOZOIDE

Balhorn et al (1988)"®", y Belokopytova et al (1993)
algunos pacientes infértiles, producen un elevado nimero de espermatozoides con cabezas largas

162 .
, reportan que los testiculos de

que contienen menor cantidad de HP2 (Proteina de transicién humana) que los pacientes fértiles,
la afinidad de HF™+HP3 por el ADN decrece considerablemente en estos pacientes. En algunos
hombres infértiles se ha reportado una reduccidn en el contenido de P2 en relacién con P1
{(incremento en la relacion P1/P2), debido al incompleto procesamiento del precursor de P2 en
humanes . Estos datos sugieren que la familia P2 podria realizar una funcidn que podria ser
esencial para la fertilizacién. .

Algunos casos de infertilidad podrian estar relacionados con disturbios en el reemplazo de
hsitonas por protaminas durante ia espern'1attogénesis“34 y el ADN del niacleo de espermatozoides
de raton con una dieta deficiente en zinc fue menos resistente a la desnaturalizacién in situ
indicando cambios en la cromatina', se conoce que la familia de P2 tiene alta afinidad por el zinc
y que puede proveer una adecuada conformacién via la correcta union de la protamina con el ADN,
Se ha mostrado que para una fertilizacion nommal y un adecuado desarrollo embrionario, se
requiere una adecuada estructura de la cromatina del espermatozoide. Existen numerosos reportes
acerca de algunos problemas de anomalidades en la cromatina del espermatozoide que pueden
influir en la habilidad fertilizante del espermatozoide166 (Cuadro 5).
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REASOCIACION.

Los experimentos de reasociacion de ADN-histonas y ADN-protaminas'®

han sido
utilizados como una herramienta que permite establecer Ia forma en que se asocia el ADN con Jas
proteinas nucleares.

La cromatina reasociada con una porcion de histonas seleccionadas, muestra un patron de
digestion muy similar a la cromatina nativa™'°. Germond et al (1976)'"°, reasociaron
minicromosomas de SV-40, obteniendo estructuras muy similares a los mini-cromosomas nativos.
Laskey et al (1977)'®, usando un extracto libre de células de Xenopus leavis, reasociaron
nucleosomas con DNA de SV-40, sin emplear dialisis salina.

Tatchell y van-Holde (1977)"", reasocian histonas con ADN purificado, a través de una
dialisis salina sucesiva, en la que se disminuye la concentracion de NaCl, desde 2M hasta 0.5M y
Tris (Trishidroximetiiamino) 10mM- EDTA (Acido etilendiaminotetracético) 0.7mM pH 7.2 y
compararon velocidades de sedimentacion, contenido de histonas, parametros de dicroismo
circular, desnaturalizacion témmica, patrdn de digestion con nucieasa microcéccica, DNAsatl vy
tripsina, concluyendo que todos estos pardmetros son similares a los de la cromatina nativa.

Los estudios de reasociacion, no solo han permitido estudiar la forma en que se ensamblan
los nucleosomas, también han permitide conocer, por ejemplo, la energia libre de unién entre

%2 el daiio que causa fa luz ultravioleta en la superficie de

histonas y diferentes secuencias de ADN
ias histonas'™ y el reensamble de genes'™, enire ofras cosas.

Hud et al (1993)149, reasaciaron protaminas aisladas y purificadas de algunos mamiferos y
protaminas comerciales de salmdn con ADN de #imo de termnera en un amortiguador Tris salino,
empleando la mezcla para analizarla en microscopia de fuerza atomica, enconfrando una
estructura torotdal.

Para corroborar que la reasociacion se llevo a cabo, & método mas sencillo es el empleado
por Fletcher et al (1994)'®°, que consiste en realizar al gel de agarosa una doble tincién, con
bromuro de etidio para localizar el ADN y con azul de Coomassie para ubicar a las proteinas, al
comparar ambas tinciones si la reasociacion fue exitosa se empaiman sin hingan problema.

Después de digerir con las nucleasas se pueden separar los productos con el uso de
gradientes isocinéticos que permiten que [as moléculas de igual densidad se muevan a fa misma
velocidad'®.

El anaranjado de acridina (AQ} produce fluorescernicia verde, cuando se une a acidos
nucleicos de doble hebra, indicando un montmero de AO intercalado entre bases paralelas en una
hélice expandida de una doble hebra de ADN y fiuorescencia roja, cuando se une a acidos

nucleicos de una hebra, indicando un enlace idnico entre polimeros de AO y una simple hebra de
ADN187.188,189,190
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En el presente trabajo se compararan las caracteristicas espectrofotométricas de Ia
cromatina y e ADN obtenido de céiulas de higado con la cromatina y el ADN obtenidos de
espermatozoides eyaculados de bovino. También se estudiaran posibilidades de asociacion entre
el ADN somatico y espermatico con histonas somdticas para formar nucleosomas y las
propiedades estructurales de los nucieosomas obtenidos de esta forma. Finalmente se estudiaran
las caracteristicas fluorométricas de los preductos obtenidos por la interaccidn in vitro de ADN
somatico y espermético con protaminas de salmén y de bovino. Buscando con esto demostrar si
las caracteristicas fisicoquimicas del ADN del espermatozoide juegan un papel importante en la
secuencia de eventos, que se realizan durante la condensacion de la cromatina. Lo que permitira
en el futuro 1a aplicacién de los resultados del presente trabajo para incrementar los parametros de
calidad en la evaluacién del semen, la evaluacion de los nucleos espermaticos para su empleo en
las técnicas de fertilizacion por inyeccion intracitopiasmica del nicleo del espermatozoide (ICS1), en
la propuesta de técnicas para la suspension de ia fertilidad del espermatozoide con el fin de contar
con toros marcadores sin el empleo de técnicas quirtirgicas, control de la natalidad humana y la
proteccién de las células germinales en los tratamientos de quimioterapia y radicterapia.

HIPOTESIS
La estructuracion de la cromatina del espermatozoide de los mamiferos, esta
determinada por las caracteristicas bioquimicas de su ADN.

OBJETIVO PRINCIPAL
Determinar si las caracteristicas del ADN del espermatozoide, participan en la
estructuracién caracteristica de la cromatina de éste.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Estudiar la cinética de la formacion de nucleosomas, por la incubacién de ADN
somatico y espermaético con proteinas histénicas de higado de bovino.

Estudiar jas condiciones necesarias para constituir un complejo semejante al
encontrado en el nicleo del espermatozoide, mediante la incubacion de ADN espermatico
con protaminas de bovino y saimén.

Estudiar el tipo de estructuracion nucleoproteica que se produce durante la
interaccion del ADN somatico con protaminas de bovino y saimon.
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CAPITULO i MATERIAL Y METODOS

Los reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemical Co., JT Baker SA de CV., Merck Chem
Co., Bio-Rad laboratorios, ICN, Flow. Labs. Boehringer Mannheim.

MATERIAL BIOLOGICO: El higado de bovino fue obtenido de animales sanos poco
después de su sacnificio en el Rastro Frigorifico de Los Reyes, La Pagz, perfundido con una solucién
isotonica de NaCl fria y fransporfado al laboratorio en hielo. El semen fue obtenido de bovinos
sanos de fertilidad comprobada, por el metodo de vagina artificial. Una parte de las muestras se
obtuvieron de los animales del CEPIPSA Topilejo de la UNAM y otros de establos de la zona de
Texcoco, Estado de México. El semen se transportdé a 4°C; Los espermatozcide fueron
recuperados por centrifugacién a 1,000 x g durante 15", Los espennatoozides fueron lavados dos
veces con una solucion Krebs Ringer pH 7.4 libre de calcio, y el boton final fue resuspendido en el
mismo amortiguador con 0.5% de dodeci! sulfato de sodio (SDS} para eliminar cualquier
contaminacion de célutas somaticas. Los espermatozoides fueron tavados por centrifugacion tres
veces con un amortiguador de Tris 0.1 M pH 8.0.

Extraccion y caracterizacion de ADN. Los niicleos del higado bovino fueron extraidos por el
método de Marzluff y Huang (1984)", fueron resuspendidos en un amortiguador de Tris 0.15 M pH
8.0, conteniendo 0.015 M EDTA y 2% de SDS. La suspensién fue incubada con agitacion por 30' a
temperatura ambiente, después se adiciond NaCl para obtener una concentracion final 1.0 M y el
ADN fue exiraido y purificado por el meétodo de fenol de Mammur (1961)'*. El ADN del

espermatozoide fue obtenido y purificado por el método de Marmur (1961)'*

, modificado por
Hernandez-Pérez et al (1978)'%%. La concentracién de ADN fue determinada por el método de la
difeniiamina de Gyles y Myers (1961)"®. La pureza del ADN fue deierminada por sus

caracteristicas de absorcion a la fuz ultravioleta.

La cromatina del espermatozoide de bovino, se aislé por el método de Marushige y
Marushige (1974)"*. La cromatina de higado de bovino fue preparada de los nucleos aislados'’,
por el método de Itzhaki y Cooper (1973)*, repitiendo tres veces el proceso final de favado. El
contenido de proteinas de las muestras de cromatina fue determinado por e método de Lowry
(1951)"%, usando protaminas de salmén (Cloruro de protamina grado V Chemical Co St Louis Mo),
como estandar. La pureza de la cromatina fue determinada por sus caracteristicas de absorcion a

la luz ultravioleta.

Reconstitucion de nucleosomas. Se utilizo €l método de Tatchelly van Holde (1974)™",

enriqueciendo la mezcla de histonas y ADN con Histona H1 (Histone type 11-8S Sigma Chemical
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Co), el ADN purificado de higado y espermatozoide fue mezclado en el porcentaje de peso
requerido y dializado a 4°C, contra cuatro soluciones de NaCl, con disminucion sucesiva de la
fuerza ionica (1.5, 1.0, 0.75y 0.5 M) y finalmente contra dos cambios de Tris 10 mM- EDTA 0.7mM
pH 7.2. Cada didlisis fue puesta en agitacion continua durante 4 horas. La concentracion de ADN
en las mezclas de reconstitucion fue normalmente de 25 ug/ml. Para separar los nucieosomas
reconstituidos de cualquier remanente de ADN o histonas, se concentrd el material empleando
ultrafiltracion en Amicon ( modelo 12 con membranas para peso molécular de 10), se recobré el 90
% del material que absorbe a 260 nm.

La digestion de nucleosomas reconstituidos con DNAsa 1 y nucleasa microcdecica, para
producir fragmentos de nucleosomas reconstituidos tanto de ADN somatico como espermatico fue

realizada siguiendo las técnicas previamente descitas por Noll (1977)'"

y Ballesteros et al
(?988}198 respectivamente. Para la digestion con DNAsa tfue usada una unidad de DNAsa 1
pancredtica por cada 2ug de ADN en presencia de 4 nM Mg™, Ia digestién se realizd a una
temperatura de 37°C durante 90°. Para la digestion con nucleasa micrococcica, la cromatina se
incubd a 37°C durante 2° en presencia de 100 unidades de nucleasa por mililitro en un medio que
contenia 4 mM Ca'*. En ambos casos la reaccion fue detenida por la adicion de EDTA a una

concentracion final de 10 mM y enfriando en hielo'""®

. Los fragmentos obtenidos de la digestién
fueron evaluados por electroforesis en agarosa y por sedimentacion en gradientes isocinéticos.

La electroforesis de los fragmentos de cromatina, fue realizada de acuerdo al método de
Fletcher et al (1994)", en geles de agarosa 1.2% y tefiidos con bromuro de efidio. Las bandas de
ADN fueron visualizadas utilizando iuz ultravioleta de onda corta con una lampara UVS-il.

Sedimentacion isocinética de los nucleosomas nativos y reconstituidos. El concentrado de
nucieosomas obtenidos después de la ultrafiliracion en Amicon fue sometido a la digestion de
DNAsa1, coimo se describid anterioimenie. Los producios fueron cuidadosamente estratificados en

un gradiente isocinético de 12 ml de sacarosa 5 — 25%'®

y centrifugados (4 horas a 35,000 rpm)
usando un rotor SW-65. Posteriormente se colectaron fracciones de 0.25 ml iniciando por el boton
del gradiente y fueron analizadas por la absorcion UV a 260 rm'?’.

Reasociado de ADN aislado de higado y espermatozoide con protaminas purificadas. Las
protaminas del espermatozoide de bovino fueron aisladas por el método de Balhomn et ai (1977)™

% Se obtuvieron protaminas de

y purificadas en cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
salmon (protamine-chloride grade V) de Sigma Chemical Co que fueron usadas sin una posterior
purificacion. La reasociacion con las protaminas de salmon se realizé siguiendo el método

)'*°, por la simple incubacién de una mezcla de amortiguador Tris-

propuesto por Hud et al (1993
salino, conteniendo protaminas y ADN purificado de higado y espermatozoide a concentraciones
iguales. Se analizaron las caracteristicas fluorescentes del ADN aislado y purificado de higado y

espermatozoide, asi como la cromatina reconstituida ADN-protaminas, después de la incubacién
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con anaranjado de acridina. Se incubaron dos microgramos de ADN o su equivalente en la
cromatina reasociada durante 5 minutos en la oscuridad con 1 pg de AO. Las propiedades
fluorescentes de la mezcla fueron analizadas en un espectroflucrometro (Perkin-Eimer LS50B),
usando una longitud de onda de excitacion de 502 nm.

Los resultados fueron analizados utilizando una computadora PC compatible y mediante el
paquete estadistico SPSS. Los parametros obtenidos para las cromatinas y los acidos
desoxiribonucleicos fueron comparados utilizandose el estadistico de “t” de Student's. Se
obtuvieron fas medias y desviaciones estandar tanio para ADN como para cromatina. Los
gradientes isocinéticos fueron comparados utilizando el estadistico no parametrico de U de Mann-

Whitney.
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CAPITULQ lll RESULTADOS.

La espectrofotometria de |la cromatina aistada usada para este estudio, muestra que ia
relacion de absorbancia 260/230 fue significativamente mas alta (p <0.01), en la cromatina
espermatica (1.7 £ 0.16, n=7), que en la cromatina de higado {1.31 + 0.07, n=10). Por otro lado, los
valores espectrofotornétricos obtenidos del ADN purificado no mostraron diferencias entre el ADN
obtenido del espermatozoide (2.22 + 0.15) y el ADN obtenido del higado (2.20 + 0.13). La relacion
260/280 fue un buen indicador de 1a pureza y del alto peso molecular del ADN aislado (figura 10).

La digestion de la cromatina reascciada con ADNh-histonas, con DNAsal o nucleasa
micrococcica, produjo el patrdn de fragmentos tipo polinucleosomal esperado (figurat1, lineas 1 y
2). El patron electroforético en agarosa obtenido con cromatina reasociada con ADNepz-histonas,
fue completamente diferente. Aunque cuando se digirid con nucleasa micrococcica, la cromatina
reasociada con ADNenz-histonas produce algunas subunidades de tipo nucleosomal gue tienden a
ser tan pequefias como las producidas cuande se uso ADNh-histonas y estan acompariadas de
fragmentos de 100 pb. Bajo la accidén de la DNAsa1 muchos de los productos son de 100 pb,
indicando un incremento en la susceptibilidad a la accion hidrolitica de ambas enzimas en el
reasociado ADNepz-histonas, particularmente a la aclividad de DNAsa1 (figura 11 lineas 5 y 6).
Estas diferencias en la susceptibilidad de los reasociados a las enzimas, son confirmadas por los
resuitados obtenidos por el analisis especirofolométrico de gradientes de sacarosa, de los
productos obtenidos después de la incubacion de las dos clases de cromatina reconstituida con
DNAsat1 {figura 12).

Los datos espectrofluorométricos obtenidos por la interaccién entre anaranjado de acridina
(AQ) y ADN aisiado o cromatina reconstituida con protaminas se presentan en las figuras 13, 14 y
15. La tincion con AO de ADN purificado de aito peso molecular de higado y espermatozoide,
muestran diferencias significativas tanto en intensidad como en el espectro de fluorescencia. Los
compiejos AO-ADNepz (figura 14), fueron consistentemente mas intensamente fluorescentes que
los complejos AO-ADNh (figura 14) y muestra un significativo cambio de fongitud de onda hacia el
verde (maximo 521 nm contra maxima intensidad de fluorescencia 515 nm de AO-ADNh).

Se puede observar que dependiendo de la fuente de ADN, la fincion de la cromatina
reasociada ADN-histonas, muestra diferencias altamente significativas en la intensidad de ia
fluorescencia. Los complejos ADNepz-histonas son casi dos veces mas fluorescentes que los
complejos ADNh-histonas (figura 13). En este caso no se observan diferencias significativas en los
espectros de fluorescencia. Lo opuesto fue observado cuando el ADNh y el ADNepz, fueron
reconstituidos con protaminas bovinas (figura 13), en este caso los complejos ADNh-protamina
iefiidos con AQ fueron consistentemente mas fluorescentes que los complejos ADNepz-protaminas
y muestran un ligero cambio en el pico de fluorescencia. Finalmente no hay diferencias ni en la



intensidad ni en el especiro cuando se tifieron con AQ los reasociados ADNh-protaminas salmon y

ADNepz-protaminas salmon (figura 15).
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Figura 11. Electroforesis de los productos de digestion.
1.- ADNh-histonas digeridas con DNAsa1

2.- ADNh-histonas digeridas con nucleasa micrococcica
3.- ADNh-histonas sin digerir

4.- Ladder 100 pb

5.- ADNepz-histonas digeridas con DNAsa 1

8.- ADNepz-histonas Digeridas con nucleasa
micrecoccica

7.- ADNepz-histonas sin digerir

Representativo de 15 experimentos.
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CAPITULO IV DISCUSION Y CONCLUSIONES.

La cromatina del espematozoide ha estado sujeta a una extensiva investigacion en los
(ltimos afnos, se sabe que el ADN dentro del espermatozoide de algunos animales, tal como el
erizo de mar’™ y la rana®®, parece estar empaquetado en nucleosomas de manera similar a Ia
encontrada en la cromatina somatica. Por ofra parte, en algunos peces, ciertos insectos,
equinodermos y mamiferos, el ADN del espermatozoide esta estructurado, en combinacion con
una clase especial de pequefias proteinas basicas, de una manera casi cristalina, condensada mas
de seis veces que un cromosoma mitético. En suma, el ADN del espermatozoide, para todos los
propdsitos practicos, es bioguimicamente inerte.

Los espectros de fluorescencia obtenidos por la interaccion del anaranjado de acridina,
sugieren que e ADN somdtico v espermético pueden tener algunas diferencias estructurates
importantes. El hecho de que el ADN del espermatozoide difiera substancialmente en sus
caracteristicas fisicoquimicas del ADN somatico ha sido previamente indicado'™. Estas diferencias
estructurales pueden explicar algunas de las divergencias enconiradas entre la manera en la cual
el ADN somatico y espenmatico interaccionan con la matriz nuclear durante la estructuracion de la
cromating. El ADN de las células somdticas estd organizade en dominios de asa,
aproximadamente cada 60 a 100 Kb, (promedio en el cerebro 76 + 11 Kb) y esta negativamente
superenrollado. Estas asas estan ancladas en su base a la matriz nuclear. Los dominios de asa del
ndcleo del espermatozoide difieren de ios dominios de ias céluias somaticas dei mismo animat en
tres aspectos, primero, los dominios de asa del espermatozoide son 60% mas cortos (largo
promedio de ADN 46 + 7 Kb), segundo, el ADN del espermatozoide esta desprovisto de cualguier
superenroliamiento detectable™, tercero, el ADN del espermatozoide interactiia con la matriz
nuciear de una manera especifica’™’, formande una estructura con forma de “toroide”, la cual ha
sido denominada asi por Ward (1993)"“.

Se han propuesto algunos componentes y estructuras del espermatozoide, para participar
en el proceso que da forma a la cabeza. A las protaminas se les atribuye como funciones
inherentes tanto la condensacion de la cromatina del espermatozoide como la forma del nicleo;
excluyendo otros factores, a pesar de que algunos resuitados no respaldan esta hipotesis™?® y
sustentan la idea de que la participacion de las protaminas en el arreglo final del nacleo del
espermatozoide podria ser secundario, y dependiente de la adecuada union de las protaminas a la
cadena de ADN'®. Freemont et al (1991)% han enfatizado !a importancia de comprender la
naturaieza de la interaccion ADN-proteinas, porque debe ser trascendental en muchos procesos
fundamentales, incluyendo el empaquetamiento de la cromatina. Russell et al (1991)™, sugieren
que las protaminas inducen la condensacion de la cromatina solamente reforzando ios cambios en
la forma que son iniciados por la accion de los microtubulos de la manchette y otros elementos
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estructurales, como la feca perinuclea , Y el calix , actuando en el nicleo de la
espermatide. Bernardini et al (1992)°®, de estudios hechos en rana, concluyeron que la forma de la
cabeza del espermatozoide no puede ser realizada solamente por la espermatide, respaldando las

hipétesis propuestas previamente®* 2"

, que la especializacion ectoplasmica (actina), de las células
de Serfoli participan en este proceso. Es posible proponer que la forma del nicleo del
espermatozoide es determinada probablemente por la manera en la cudl participan todos los

componentes bioquimicos internos en el ensamblaje®?

. Por lo tanto, es sorprendente que haya
sido ignorado el papel por la estructura fundamental del ADN de! espermatozoide.

Los resultados presentados acerca de la alta susceptibilidad de ios nucleosomas
reasociados con ADNepz-histonas, a la hidrlisis por parte tanto de la nucleasa micrococcica como
de la DNAsa 1, correlacionan con los datos publicados previamente por Ballesteros et al (1988)'® y
mudestran que e ADN del espermalozoide, cuando es sometido a las mismas condiciones de
reconstitucion de nucleosomas que el ADN de higado, es incapaz de interactuar adecuadamente
con las histonas, para formar estructuras similares a los nucleosomas somaticos normales.
Weintraub (1983)°", mostré que la estructura secundaria de ciertas secuencias de ADN
{particularmente las que se relacionan con la regidn del promotor y finalizador), tienen diferente
afinidad por las histonas nucleosomales, formando estructuras hipersensibles a la digestion de las
nucleasas. Es por lo tanto posible sugerir que. las diferencias encontradas en la estructura primaria
del ADN podrian darle la capacidad de interactuar especificamente con las protaminas durante el
ensambliaje de la cromatina.

En muchas especies de mamiferos ias histonas son completamente sustituidas por las
protaminas, sin embargo en algunas especies como el humano, un importante porcentaie de
histonas persiste. El 85% del ADN en la cromatina del espermatozoide del humano esta
empaguetado en nucleoprotaminas y ei 15% en nucieohistonas’™, proponiendo que ia esiructura
primaria del ADN participa en la detetminacion de los sitios que deben ser unidos con histonas o
con protaminas, como lo muestran los trabajos de Banerjee y Smallwood (1998)', que muestran
que tanto en cerdos como en humanos el gen para IGF-2, retiene los nucleosomas y que en los
nicleos de espermatozoides humanos las secuencias cis-actina inicializadoras de la condensacion
de la cromatina, probablemente sean secuencias repetitivas de 400 pb, ricas en G-C. Esta
especificidad de unién ADN-proteinas, debe ser aun mas dependiente de la estructura del ADN en
los animales en los cuales méas de un fipo de protaminas participan en la organizacion de la
cromatina del espermatozoide.

El anaraniado de acridina ha sido utilizado para marcar acidos nucleicos en solucion y en
células intactas. El AA interacciona con ADN de doble hebra por el intercalamiento del colorante
entre un par de bases dando una intensa coloracion verde, cuando la union del AA es con una sola
hebra forma agregados de colorante mostrando una fluorescencia metacromatica roja. La tincion
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con AA también ha sido usada para estudiar la estructura de la cromatina del nicleo del

espermatozoide de los mamiferos. Kosower et al (1992)*"

, proponen que el color exhibido por el
anaranjado de acridina, cuando se une a la cromatina del espermatozoide, esta determinado por el
estatus tiol-disulfuro de las protaminas asociadas al ADN, la cromatina tefiida con acridina v que
presenta una fluorescencia roja (640 nm), tiene una mala o deficiente estructuracion,
contrariamente cuando la union de las protaminas al ADN es ajustada por la formacién de una gran
cantidad de enlaces disulfuro, la fluorescencia que se registra es verde (525-530 nm). Una vez que
los enlaces disulfuro han sido establecidos en el espermatozoide maduro, la unién de colorantes
intercalantes como la cromomisina A, actinomicina D y anaranjado de acriding queds restringida,
debido a que tales uniones requieren la distorsion de la hélice del ADN y la separacién del par de

bases adyacente al sitio de intercalamiento®"®

. En espermatozoides maduros, el intercalamiento de
estos colorantes esta restringide a un nimers limitadc de sitios entre las regiones del ADN unidas
por los segmentos de poliarginina o la molécula de protamina adyacente. Si aceptamos que la
cinética de interaccion ADN-protaminas debe ser esenciaimente dependiente de la estructura de!
ADN, los resultados de unién con AA, podrian sugerir una vez mas que la existencia de diferencias
entre las estructuras del ADN de higado y el ADN de espermatozoide'™, deben participar en la
organizacion de ia cromatina'®.

La especifica interaccién enfre las protaminas v un ADN con propiedades estructurales
especificas podria ser esencial para ia funcion espermatica. Se sabe que las fallas en la adecuada
organizacion de fa cromatina del espermatozoide pueden ser un importante factor en la funcion
reproductiva del macho, produciendo alteraciones como infertilidad, anomalidades en ia
implantacion y abortos tempranos. Los resultados de Jennings y Powell (1995)"®, implican que
secuencias repetitivas y codificadoras de proteinas estan distribuidas de manera especifica en &l
espermatozoide y podiian jugar un papel importante en la esiructuracion de ia cromatina. Los
resultados obtenidos estan de acuerdo con estos hechos, mostrando que cuando el ADN del
espermatozoide interacta con las protaminas forma un complejo mas sélido que cuando el ADN
de higado interactia con el mismo fipo de protaminas. La restriccién esperada en la interaccion
entre el complejo ADNepz-protaminas y el colorante de intercalamiento se refleja en la baja
intensidad de la fluorescencia inducida por el AA. Estos hallazgos pueden ser correlacionados con
los resultados obtenidos por Hernandez et al (1978)122, a través del analisis de reasociacion
cinética para ADN. Estos trabajos muestran la presencia de grupos especificos de secuencias
repetitivas de nuclettidos en el ADN del espermatozoide, las cuales podrian ser importantes en la
determinacion de sitios especificos de union entre el ADN y las protaminas.

El ADN en {a cromatina somatica es marcadamente accesible a moléculas grandes, 45%
de los grupos fosfato estan disponibles para unirse a polilisina. Contrariamente, en la cromatina del
espermatozoide los grupos fosfato libres del ADN estan casi ausentes'®. Los resultados obtenidos
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por {a interaccion entre AA y la cromatina reasociada con ADN y protaminas soportan estos
resultados mostrando que la interaccién entre protaminas y ADN somatico o espermatico, resuita
en la formacion de complejos con diferente capacidad para interactuar con los fluorocromos. Desde
este punto de vista, los resultados obtenidos por la reasociacion entre ADN somatico y espermatico
con protaminas de salmédn, son particularmente importantes. La ausencia de diferencias entre la
intensidad y/o el espectro de fluorescencia entre los complejos obtenidos bajo estas circunstancias
con el ADN de higado y el ADN de espermatozoide, permiten postular que las protaminas son
claramente especie-especificas’™, apuntando hacia la necesidad de interacciones fisicoquimicas
no ambiguas, entre el ADN y las protaminas para producir un empaquetamiento preciso de la
cromatina.

127% que establecen, desde el punto de

Nuestros datos apoyan los resultados anteriores
vista fisico-quimico, que el ADN del espermatozoide tiene importantes caracteristicas estructurales
que lo diferencian del ADN somatico. Estas diferencias seguramente juegan un importante papel
en la secuencia de eventos™®
espermatozoide. La determinacién del mecanismo especifico por el cual las propiedades

particulares del ADN del espermatozoide participan en este proceso requiere futura investigacion.

, que se realizan durante la condensacion de la cromatina del
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