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CONTRIBUCIONES ORIGINALES

CAPACIDAD METABOLICA DE NUCLEOS AISLADOS
DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS

AcusTiN S0sa,* Leonarpo Carzapa ® Iy
Aporro Rosapo *

Niicleos de espermatozoides bumanos fueron obtenidos y
su pureza corroborada por estudios enzimdiicos y de mi-
eroscopia electronica. Los wniicleos daislados poseen wun
consumo de oxigeno detectable (2.4 nAtomos/min./mg.
DNA) que es modificado por la adicidn de sustratos
exdgenos, particularmente por succinato y por malato (4.6
y 4.2 nAtomos/min.fmg. DNA, respectivanente ). Esle
consumo de oxigeno es capaz de inducir incremento sig-
nificativo en el contenido de ATP (0.12 pmoles/hr./mg.
DNA) y en s relacién P/O de 0.83. El tratamienlo de
esta fraccién nuclear con DNasa (10 pg. DNasa/myg.
DNA) no inkibid este proceso, el gue sin embargo, fue
inhibido totalmente por la adicion de pCMB. La ineficacia
del ADP para estimudar este procese, la baja relacidn P/O
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Investigacion Cientifica. Centro Médico Nacional. Instituto Mexicano
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1 El autor incluiré este trabajo en su tesis profesional, requerida
para la obtencién de la licenciatura en Ingenieria Bioquimica en la
Escuela Naciopal de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Na-
cional.
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observada y la pureza de la fraccidn nuclear obtenida,
aducen la presencia de sintesis aerdbica nuclear de ATP

en el espermaiozoide humano,

Se acepta generalmente que las mito-
condrias son los tnicos sitios en los que
se lleva a cabo sintesis aerdbica de trifos-
fato de adenosina (ATP). No obstante,
la descripcién de algunos procesos bio-
quimicos endergbnicos,” de diversas en-
zimas oxidativas ® y de cantidades consi-
derables de ATP y otros nuclebtidos
semejantes en nicleos aislados de timo,® *
estimularon a varios autores a investigar
y establecer firmemente la presencia de
una cadena respiratoria acoplada al pro-
ceso de fosforilacién oxidativa en estos
organulos.>7

Sin embargo, la evidencia para la pre-
sencia de este proceso en niicleos aislados
de otros tejidos, estd poco documentada
e incluso es contradictoria.®1° Asf, si la
sintesis de ATP es o no una propiedad
general de los nicleos de las células, es
tema todavia insuficientemente estudiado.

El nacleo de las células espermiticas
ha sido descrito como una estructura se-
micristalina ** debido a la alta organiza-
cidn de su contenido. Asi, se sabe que la
maduracién del espermatozoide compren-
de procesos complejos de estructuracion
nuclear ** que culminan en la produccién
de una cantidad considerable de enlaces
disulfuro,*® superhelicoicidad del 4cido
desoxirribonucleico (DNA) y estabiliza-
cién de la cromatina,i*

Es posible considerar que el estableci-
miento y el mantenimiento de esta orga-
nizacién nuclear requiera de un aporte
considerable de energfa.’® Esta energia
podria obtenerse por difusién a partir del
sistema mitocondrial (pieza intermedia),
pero podria también ser generado dentro
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del niicleo. mismo por mecanismos seme-
jantes a los mencionados anteriormente
en los nicleos aislados de timocitos. Por
estas razones, se decidié estudiar la capa-
cidad metabélica de nicleos de esperma-
tozoides humanos, aislados mediante téc-
nicas recientemente desarrolladas en el
laboratorio de los autotes para el fraccio-
namiento del espermatozoide de mamife-
ro, los que permiten obtener nicleos de
espermatozoides humanos muy puros.¢

Material y métodos

El semen humano fue obtenido de dona-
dores voluntarios sanos y fértiles. Cada
eyaculado fue individualmente recibido
en un vaso de precipitado siliconizado e
incubado a temperatura ambiente durante
60 minutos para permitir su licuefaccidn.

Con el fin de obtener una cantidad
adecuada de células el semen de seis a
ocho muestras fue reunido en una sola
poza general y de ésta, los espermatozoi-
des fueron separados y lavados como
previamente se ha descrito.*s

Los espermatozoides asi obtenidos fue-
ron resuspendidos en suficiente volumen
de amortiguador Tris-HCI 0.05 M,pH
7.4, hasta que la densidad éptica de esta
suspension, leida en un espectrofotémetro
Coleman Jr. fue de 0.6-0.8 a 550 mu. A
esta suspension le fue adicionada una
cantidad suficiente de ditiotreitol para
obtenet una concentracién final de 0.0025
M de este componente.’® La suspension
fue incubada durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente con agitacién constan-
te. Posteriormente se le adicioné bromuro
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de cetil trimetil amonio a una concentra-
cién final de 0.25 por ciento y la mezcla
fue reincubada bajo las mismas condicio-
nes descritas,

Observaciones de esta suspensién con
microscopio de luz revelaron exclusiva-
mente la presencia de cabezas y la ausen-
cia total de piezas medias, flagelos o es-
permatozoides intactos. Espermatozoides
parcialmente solubilizados y material con-
taminante fuercn removidos al centrifu-
garse dos veces esta suspension a través
de una solucién de sacarosa 1.4 M du-
rante 15 minutos a 1000 x g. y a 4°C
en una centrifuga refrigerada Servall RC-
2B.

Los ntcleos sedimentados en esta for-
ma fueron finalmente resuspendidos en
el medio ya descrito.’” De esta suspension
se separaron y procesaron alicuotas ade-
cuadas, de acuerdo a la determinacién
planeada.

Una de estas alicuotas fue centrifugada
a 2500 x g. durante 10 min. a 4°C. El
sobrenadante fue descartado y los nicleos
sedimentados fueron resuspendidos y fi-
jados en una mezcla de glutaraldehido al
2.5 por ciento y de azul alciano al 0.5 por
ciento en amortignador de cacodilato 0.1
M,pH 7.4, de acuerdo al método ante-
riormente descrito.’®

Una segunda alicuota fue utilizada pa-
ra medir el consumo de oxigeno, utili-
zando un oxigrafo Gilson equipado con
electrodo de Clark,'™ y el contenido de
DNA en los nticleos recuperados después
de cada experimento.*®

La sintesis de ATP se determind mi-
diendo el contenido de ATP,* antes y
después de incubaciones aerdbicas y anae-
robicas a 37°C.

Una alicuota mas fue incubada durante
60 minutos a 30°C. con 10 ng de DNasa/

mg. DNA en un amortiguador de aceta-
tos 0.05 M,pH 5.5. Las fracciones nu-
cleares tratadas con y sin DNasa (con-
troles) fueron lavadas dos veces por
resuspension y centrifugacién y posterior-
mente ensayadas para determinar su con-
sumo de oxigeno y la sintesis de ATP.

La presencia de actividad elevada de
adenilato cinasa (ATP, AMP fosfotrans-
ferasa 2.7.4.3) ha sido recientemente
descrita por Sosa y col.® en el esperma-
tozoide humano completo. Ya que la
presencia de esta enzima podria ser capaz
de producir ATP a pattir del ADP adi-
cionando como sustrato en el sistema para
medir fosforilacién oxidativa, la presen-
cia de esta enzima en los nicleos aislados
fue determinada mediante el método an-
tes indicado.®

Resultados

Los estudios de microscopia electronica
de alta resolucién, demostraron que con
el tratamiento descrito todas las estructu-
ras celulares excepto los niticleos habian
quedado eliminadas y que los nicleos
parecen retener su forma e integridad ori-
ginales (fig. 1). Los depésitos de azul
alciano indican la persistencia de la capa
interna de la membrana nuclear, lo cual
estd de acuerdo con los resultados obte-
nidos en algunos otros tejidos * #* usando
como detergente Tritén X-100. El trata-
miento con DNasa no produjo ningin
cambio en la estructura de los ndcleos
aislados, hecho que también estd de acuer-
do con algunos informes previos acerca
de la resistencia del DNA del esperma-
tozoide a este tratamiento.’®

Los ntcleos aislados de los espermato-
zoides mostraron un consumo de oxigeno
basal pequefio pero detectable (2.43 nAto-
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1 Nicleos de espermatozoides humanos fzjadcs
en una mezcla de glutaraldehido y azul alciano y
postfijados en tetréxide de osmio y nitrato de
lantano. (Asriba). Seccién longitudinal de un nd-
cleo mostrando la preservacion de su forma e
integridad original. Los depésitos de azul alciano
indican la persistencia de la capa interna de la
membrana nuclear y la presencia, en esta capa, de
grupos negativos expuestos (X 75 000). (Abajo).
Grupo de nicleos de espermatozoides humanos
mostrando la ausencia de otras estructuras conta-
minantes. En algunos lugares el material nuclear
parece escaparse; en estos lugares la membrana
nuclear probablemente se ha disuelto totalmente
(X 70 000).

mos/min./mg. DNA) que es modificado
por la adicién de sustratos exdgenos (cua-
dro 1). El succinato y el malato (10
mM) dieron lugar a incremento de 100
por ciento en el consumo de oxigeno, no
asi la adicién de glucosa o de fructosa
(no indicada en el cuadro). A pesar de
no inducir aumento significativo en el
consumo de oxigeno, la glucosa fue capaz
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de producit un incremento significativo
en la sintesis de ATP y en la relacidn
P/O, en tanto que el succinato, a pesar
de que favorecié el aumento en el consu-
mo de oxigeno y la sintesis de ATP,
indujo una disminucién significativa en
la relacién P/O (cuadro 1).

Aun cuando el metabolismo respirato-
rio de'los nicleos aislados de los esper-
matozoides no se vio medificado por el
tratamiento con DNasa, fue susceptible
a la accidon de varios reactivos biolégicos.
El EDTA (écido etilen diamino tetradce-
tico) y el NADH fueron, independiente-
mente, capaces de estimular el consumo
de oxigeno. Cuando se adicionaron juntos
o secuencialmente, produjeron incremento
en este parimetro mds grande que aquel
que podria esperarse por la adicién de
estimulos independientes (cuadre 2). El
NADPH (no seiialado en el cuadro),
aunque ligeramente menos activo que el
NADH, se comport6 en una forma seme-
jante a éste.

El ADP estimul6 el consumo de oxi-
geno suprimido por ATP y este dltimo
nucledtido fue capaz de suprimir el in-
cremento, en el consumo de oxigeno,
inducido por el primer compuesto. Es
digno de mencionar que ADP fue inca-
paz de modificar significativamente la
sintesis de ATP (cuadro 2). La accién
de p-cloro mercuri-benzoato (pCMB) in-
hibié completamente la sintesis de ATP
y el consumo de oxigeno, si bien la adi-
cib6n del reactivo a la cAmara del oxigrafo
indujo momentineamente un aumento
drastico en el consumo de oxigeno para
posteriormente provocar una inhibicién
total de este proceso.

Altamente significativo fue el hecho
de que en ninguna de las fracciones nu-
cleares preparadas fue posible encontrar
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Cuadro 1 Efecto de la adicién de sustratos sobre €l consumo de oxigeno y la produccién de ATP en

nicleos aislados de espermatozoides humanos

Nimero de Sustrato Consumo de oxigeno ATP
determinaciones (5 mM) (nAtomos/min./mg. DNA) (pmoles/hr./mg. DNA) P/O

Relacion

12 — 24=* 08
5 Glucosa 2.0 0.6
4 Succinato 4.61 = 1.5%
4 Malato 4.26 £ 1.2%

0.12 £ .02 0.82
0.18 * 0.05* 1o
0.18 % 0.06* 0.50%

Las cantidades expresan el promedio & la desviacion estindar del nimero de determinaciones indica-

das en la primera columna.

* p < 0.05 o menos cuando s& compara con la respiracién endégena.

actividad de adenilato cinasa. Por consi-
guiente puede concluirse que, en el siste-
ma investigado, la posible interferencia
producida por conversién de ADP a ATP
gracias a Ja actividad de esa enzima puede
ser descartada.

Discusién,

Avances recientes en el fraccionamiento
del espermatozoide de mamifero, permi-
ten derivar ventajas de la morfologia
especial de esta célula para obtener nil-

Cuadro 2 Consumo de oxigeno y produccidn de ATP por nicleos aislados de espermatozoides huma-

nos
Niimero de Tratamiento Consumo de oxigeno .
determinaciones  (Concentracion (nAtomos/min./mg.DNA) ATP Relacion
final) (pmoles/hr./mg.DNA) P/O
12 == 2.4+0.8 0.12+0.02 0.83
4 Anaerébico 0.04%0.02 —
(Atmosfera de Nz)
3 DNasa 2.0%0.7 0.10=0.03 0.83
4 EDTA 43+1.0% = —
(6 mM)
9 NADH 4.0%0.8*% — —
(5 mM)
4 EDTA + NADH 14.7+£1.5% — —
(6mM) (5 mM)
4 ADP 6.1E1.2% 0.14£0.08 0.38%
(10 mM)
4 ATP 1.2£0.4* — —
(30 mM)
4 ADP+ ATP 2.6x0.7% — —
(10 mM) (30 mM)
4 PCMB 0.9%£0.3% 0.0 =
(5 mM)

Las cantidades expresan el promedio * la desviacidn estindar del nimero de determinaciones indi-

cadas en la primera columna,

* p < 0.05 0 menos cuando se compara con los_ resuftados obtenidos sin tratamiento.
** < 0.01 cuando se compara con la estimulacidn inducida por
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cleos aislados completamente puros. Este
orginulo del espermatozoide parece com-
portarse en forma similar a la descrita
para los nicleos aislados de timo que re-
tienen nucledtidos acido solubles y enzi-
mas solubilizables como la succinico y la
milico deshidrogenasa.” ** Igualmente, el
nicleo del espermatozoide parece poseer
capacidad de sintesis de ATP dependiente
de oxigeno que dada la pureza de la
fraccién, puede considerarse independien-
te de la fosforilacion oxidativa de origen
mitocondrial.

Sin embargo, la incubacién con DNasa
pancreitica, un procedimiento que inhibe
significativamente la sintesis de ATP nu-
clear en otras células,® * fue incapaz de
interferir con este proceso en los nicleos
aislados de los espermatozoides. Aunque
esto puede ser tomado como evidencia de
que la sintesis de ATP observada sea
debida a contaminacién mitocondrial, la
carencia de contaminacién observable por
microscopia electrénica, la baja relacién
P/O, que esta en los limites de los que
prevalecen para la sintesis de ATP nu-
clear,® la falta de estimulaciéon de este
proceso por ADP, la que estd de acuerdo
con los resultados de Ord y col.,* en nii-
cleos de timo de rata y finalmente la
completa inhibicién por pCMB sin una
concomitante supresion de la respiracién,
apoyan la idea de que los resultados aqui
presentados, reflejan la actividad metabé-
lica de los niicleos aislados de los esper-
matozoides humanos. Ademds, es bien
sabido que el DNA del espermatozoide
se encuentra en estado altamente organi-
zado y que es muy resistente a la digestién
por DNasa,** lo que puede explicar la
falta de efecto de esta enzima sobre la
fosforilacién oxidativa nuclear del esper-
matozoide humano.
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La mayor parte de las investigaciones
sobre el metabolismo energético en ni-
cleos aislados de timo han sido Ilevadas
al cabo sin la adicién de sustrato, Kon-
ings*® no solo ha encontrado que la
glucosa es utilizada en forma limitada por
los niicleos de timo, sino que ademds esta
utilizacién no se refleja en aumento de-
tectable en el consumo de oxigeno. La
respiracién de los nicleos de espermato-
zoide también es insensible a la presencia
de glucosa (o fructosa), aunque Ja pre-
sencia de este sustrato aumenta significa-
tivamente la sintesis de ATP por los
nticleos aislados de los espermatozoides
humanos, lo que puede ser debido a libe-
racién intranuclear de ADP, aun cuando
no existe ninguna evidencia directa que
apoye esta posibilidad. Este hallazgo tam-
bién corrobora el importante papel, ya
sugerido, de los carbohidratos como fuen-
te de abastecimiento de energia para el
niicleo.® 2

Debe ser recordado que los niicleos
preparados en la forma aqui descrita,
carecen de la capa externa de la membra-
na nuclear y que por consigiuente podrian
comportarse en forma diferente, desde el
punto de vista de permeabilidad de sus-
tratos, a los nicleos aislados de otros
tejidos bajo diferentes condiciones de ais-
lamiento.

Es posible postular, en base a los resul-
tados obtenidos, que la sintesis de ATP
nuclear en el espermatozoide humano
podria estar involucrada en la estabiliza-
cién de la otganizacién del genoma de
esta célula o en los procesos membranales
que acompaiian la penetracién del évulo
por el espermatozoide. Sin embargo, la
presencia y significacién de este proceso
debe esperar la demostracién de la pre-
sencia de enzimas acarreadoras de electro-
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nes y otros componentes de la cadena
respiratoria (citocromos) en los nicleos
aislados de los espermatozoides humanos.
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Funk, dice que el raquitismo es una avitaminosis, y se podria acep-
tar si se considera la luz como una vitamina. El tratamiento helioter-
pico dd la razon a esta concepcién, Nuestro sol confirma plenamente
esta hipdtesis: Existe en el espacio solar una zona invisible, constituida
por radiaciones que tienen una accidn quimica y biolégica notables y
cuyo monto es menor de 1% de la radiacién total del sol. Los rayos
ultravioletas tiencn entre sus propiedades generales, un debil poder de
penetracion. El humeo, las neblinas, los polvos atmosféricos, la hume-
dad los absorben e interceptan en mayor o menor cantidad. Lo propio
acontece con los vidrios de las ventanas. (Torreella, M. A.: ;Por qué
no existe el raguitisme en México? Gac, MEp, MEx, 58:765, 1927.)





