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lNTRODUCClON 

Los espermatozoides, gametos masculinos son el estadio fi

nal de la espermatogénesis, proceso durante el cual las es

permatogonias, pasando por diversos estadios de diferencia

ción reducen a la mitad su contenido genético transformándQ 

se de diploides (2n) en haploides (n), adquiriendo la estru~ 

tura y fisiología adecuada para cumplir con su destino bio

lógico más aparente: fertilizar al óvulo, depositando el 

complemento masculino de ADN en el citoplasma del gameto fe 

menino. 

En las fases iniciales de la espermatogénesis son produci

das un gran número de células diploides por mitosis sucesi

vas acompañadas de fenómenos característicos de diferencia

ción hasta llegar al estadio de espermatocitos primarios, 

los cuales reducen su número de cromosomas durante la meio

sis, transformándose en espermatocitos secundarios (haploi

des) y posteriormente en espermátides. La diferenciación 

de las espermátides, hasta convertirse en espermatozoides 

es llamada espermiogénesis y comprende como parte de los f~ 

nómenos de adquisición de la morfología nuclear caracterís

tica del espermatozoide una condensación drástica de la es

tructura nuclear. Aunque se sabe poco de las fuerzas que 

intervienen en esta reestructuración, es sabido que las mo

dificaciones que acompañan a la condensación del núcleo de 
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la espermáti~e,~11an bioquími. 

cas, 

1 o. 

que_ iQClUyf!n: 

Elimirikci6n:·;deTARN;nü~l~ar dur~~te el principio del 

alarga¡¡¡i~nt() d~Í n6cle() (25/26). 

2o. Sustiiu~iónde las~Tstonas ricas en lisina caracterís 

ticascd~ l~s ~~lulas somáticas por otro tipo de protei 

nas másbásJcas, ricas en arginina (1, lt., 24, 30). 

3o. En los mamíferos eutéricos se ha descrito también la 

incorporación simultánea de cisteína (20) que finalmen 

te llega a ~onstituir el 13~ de los residuos de amino

ácid6s de las proteínas básicas de la cromatina (5,8). 

Es posible que la condensación de la cromatina proporcione 

una gra~ estabilidad al nücleo del espermatoioide y que és-

to a su vez pudiera constituir un mecanismo de protección 

contra la acción de mutágenos, a los cuales esta célula se 

halla expuesta durante el oeríodo que dura su maduración y 

transporte no sólo en el tracto genital masculino, sino de~ 

pués de la eyaculación en el tracto genital femenino (25). 

Actualmente se conoce que el "nGcleo del espermatozoide de 

los mamíferos eutéricos presenta una estructura semejante a 

queratina y está determinada por la formación de enlaces di 

sulfuro, propiciados por la alta concentración de cisteína 

de la proteína histónica misma (4, 15). Los enlaces disul-

furo parecen estar distribuidos de manera homogénea dentro 

del material nuclear (6, 7, 22), formando una estructura rí 
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gida que ayuda a mantener al ADN altamente empaquetado. E~ 

ta perfeéta_ estructuración del material nuclear se demues

tra porque en ausencia de compuestos que rompan enlaces di

sulfüro, la forma del núcleo del espermatozoide se conserva 

intacta aún en a~sencia de la membrana nuclear (28). 

Otro factor que influye, además de la formación de enlaces 

disulfuro en la condensación y estructuración nuclear del 

espermatozoide se debe a que el grupo de proteínas nuclea

res ricas en aminoácidos básicos neutralizan y enmascaran 

los grupos fosfatos cargados del ADN (14). Esta neutraliza 

ción traería como consecuencia la deshidratación del compl! 

jo y por lo tanto, la posibilidad de empaquetar la misma 

cantidad de material genético en un volumen menor y estru~ 

turalmente más adecuado a las necesidades del espermatozoide. 

El curso de la condensación de la cromatina durante la espe~ 

miogénesis no se inicia simultáneamente en todo el cariopla~ 

ma, sino que parece seguir una secuencia característica. Se 

inicia en el polo acrosomal, que después seguirá siendo la 

región más rígida y progresa hacia la región flagelar. Tam 

bién ocurre del centro a la periferia del núcleo (13, 18). 

Es importante señalar que este complicado proceso tiene que 

ser revertido cuando el espermatozoide ha penetrado al óvu-

1 o, iniciándose la dispersión del material nuclear en la re 

gión basal de la cabeza del espermatozoide y progresa hacia 

la región acrosomal, mientras que al mismo tiempo se lleva 
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a cabo de la periferia al centro ( 2). Podría suponerse que 

así como ,hay un ,patrón de cambios estructurales durante el 
,' __ 

proceso de; coridénsación de la croma ti na hubiera también un 

curso priN~cig;f~R~,~~; pcar'.a ~ rod u¿ ir la des con den sació n a dec u~ 
da del nú~]~¿:~~sculino después de la fertilización como un 

requisito p~;a latranscripción de la información genética 

del espermatozoide (23). 

Aunque la descondensación nuclear ha sido inducida in vitro 

por una gran variedad de tratamientos (3, 12, 16, 32) muy 

poco se conoce acerca de los mecanismos involucrados en el 

hinchamiento nuclear del esoermatozoide y sobre la inicia-

ción de la síntesis de ADN .iJ! vivo. 

Los mucopolisacáridos ácidos semejantes a la heparina (9, 

27) han sido involucrados recientemente en la transición del 

estado heterocromático de la cromatina nuclear al eucromá-

tico, aumentando asf la accesibilidad del templado del ADN 

nuclear (17, 19). 

Por otro lado, la adición de polímeros ácidos del tipo de 

la heparina o del ácido polixantílico a las cabezas de espe~ 

matozoides de conejo previamente expuestas a la acción de 

agentes reductores de enlaces disulfuro, liberan las restric 

ciares del templado del ADN espermático (33). 

Estos hallazgos, junto con el hecho bien conocido de que es 

tos compuestos semejantes a la heparina existen de forma na 

tural en los fluidos uterinos y foliculares en la zona pel~ 



cida del óvulo y .en las .secreciones de los gránulos corti

c a 1 es ( 2 7 ) , · nos ha ) leva do a su ge r i r que estos p o 1 i a ni o ne s 

podrían sertirS;~·:vi~6 t'omo un mecanismo disparador para 
~' ,:.-.·.:~';.- __ ,_":/~~:: .. ':;;_::~~~ .. :·:, .. -:-~·-:·~,_.,--~-.-- -

iniciar ra:;desCoiíden'sac.ión de los núcleos de los esoerma-

después de 1 a fertiliza-

los es t.ud};.~;~iit~~lg.n ta dos a con ti n u a c i ó n fu ero n di seña dos 

con esta )ipófesfs como base y comprenden: 

lo. La demostración de que la heparina por si sola es c~ 

paz de descondensar los núcleos de los espermatozoi-

des humanos, sin que aparentemente intervenga una ac-

tividad proteolítica intrínseca. 

2o. Se establece la fijación específica de la heparina a 

la membrana plasmática del espermatozoide humano co-

mo un requisito para su posible internalización, ase 

gurando así la descondensación del núcleo del esper

matozoide humano ( 11). 

En apoyo a la hipótesis presentada en los trabajos ante-

riores, recientemente hemos logrado la descondensación de 

los núcleos del espermatozoide humano por la exposición de 

estas células a los glicosaminoglicanos sulfatados semeja~ 

tes a la heparina, extraídos de óvulos del erizo de mar. 
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DISCUSION 

De todos ]o~ procesos que ocurren en la fertilización, el 

que n~s interes~ estudiar es el de la descondensación del 

núcleo del espermatozoide, en el cua 1 se 11 eva a cabo la 

transformación del núcleo a pronúcleo masculino y compren-

de el rompimiento de la membrana nuclear del espermatozoide, 

rehidratación de la cromatina espermática altamente empaqu! 

tada y la síntesis de una nueva membrana pronuclear que e~ 

vuelve la cromatina descondensada. 

Los mecanismos que ocurren en la fertilización y principal 

mente en la descondensación sólo han podido ser conocidos 

por microscopía electrónica en oocitos fertilizados .:!._Q_ vitro 

y en óvulos fertilizados que son recuperados en intervenci~ 

nes quirúrgicas. 

Se han realizado otros estudios utilizando varios métodos 

químicos para inducir la descondensación del núcleo de los 

espermatozoides; de todos los reactivos usados podemos en-

contrar reactivos que rompen enlaces disulfuro como el 

ditiotreitol y el mercaptoetanol empleados en combinación 

con dodecil sulfato de sodio; otro grupo es el de los sul 

furos inorgánicos como el sulfuro de amonio y el sulfuro 

de potasio que pueden ser activos por la concentración del 

ion o por el pH alto de sus soluciones, también se ha enea~ 

tracio que las bases, a concentraciones altas y pH superio-
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res de 10.5, causan la hitjról i.sis de. 1.aproteína nuclear 

( 21 ) . 

Por otro lado Gall y OhsUmi .(l?), además d~ ditiotreitol 

han emp 1 ea do pro(e~s"a\;-paftJ_cu.l a rmen'teJ a tri psi na' para 
- -o- ;-,-;'-_,~•-;;';,- r ,--; --·.:_. -: 

inducir la descond~n.saEiónd'eló~·nÚfleos delos espermE_ 

tozoides. 

De todos los tratamientos empleados i1l vitro para causar 

la descondensación, ninguno es fisiológico. 

Recientemente se ha demostrado que la heparina activa la 

ONA polimerasa (9), causa la descondensación de los núcleos 

de los espermatozoides humanos (10) y además, se ha encon

trado fisiológicamente en varios tejidos y fluidos corpor~ 

les. Esto nos hace pensar que el efecto de la heparina s~ 

bre los espermatozoides humanos pudiera ser el mecanismo 

fisiológico por el cual se lleva a cabo la descondensación 

y la formación del pronúcleo masculino después de la ferti 

lización. 

Para conocer el efecto de la heparina sobre los espermato-

zoides eyaculados de diferentes mamíferos, se realizó el 

siguiente experimento: se incubaron espermatozoides eyac~ 

lados de toro, conejo, carnero y humanos en presencia de 

5000 USP de heparina a 37ºC por 6 horas (Fig. 4, ref 10). 

De los resultados obtenidos podemos observar que la descon 

densación de los espermatozoides humanos puede ser inducida 
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por la exposici6n de estas células intactas a la heparina 

sin requerir algún.otro.tratamiento y aparentemente sin la 

par t i C i p a C i Ó rl de a cti V i dad p r O te O .1 Í t i Ca i n t r Í n S e C a , m i en -
' . . . . . -

tras que l ós espermatozoides de ,conejo, carnero y toro no 

son súsceptibles.a-este tratamiento. 

Observan'do'~u~;'.,Ji,~~i~;~~a· descondensa el núcleo de 1 os e~ 
. "_,..;-__ ; · .. : -:; ': ':; :~- ,, ... - ,. ' -.· 

permatoi0ide5)fftiinanos, nos interesó saber el me.ca ni smo por 
••'" -;·-:.···- ,.·.-· 

el cual p~n~tra al~úcleo, pai;-a ésto, la primera barrera 

que tiene q·ue sortear es la membrana plasmática de la cél~ 

la. Por ello, lo primero que se estudió fue la posible fi 

jaci6n de la heparina a la membrana plasmática. 

Se incubaron espermatozoides humanos en presencia de hepa-

rina tritiada a 37ºC por diferentes tiempos (Fig. l, ref. 

11). De los resultados obtenidos podemos observar que la 

fijación de la heparina a los espermatozoides es dependie~ 

te del tiempo y lineal hasta los seis minutos, presentán-

dose después una disminucióh en la velocidad de la fijación 

de la heparina a medida que se incrementa el tiempo, indi-

cando con ello que la mayor parte de la heparina se fija en 

los primeros minutos de la incubación. Para confirmar esto, 

en algunos experimentos los espermatozoides fueron incuba-

dos en presencia de 5000 USP de heparina durante lapsos de 

tiempo muy cortos y después lavados por una, dos y tres oca 

siones por medio de centrifugación y resuspensión en el me-

dio sin heparina; la incubación fue continuada hasta alean 
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FIGURA l. Inducción de la descondensación del esperma
tozoide humano incubado en presencia de 
5000 USP de 1-leparina durante lapsos breves 
de tiempo. ~ un lavado; D--ll dos 
lavados; J.---.6. tres lavados. 
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zar el tiempo pre-establecido de 6 horas (Fig. f). Los 

resultados nos indican que la heparina que se fija en los 

primeros minutos de la incubación, no se desprende aún 

después de varios lavados, ejerciendo así su efecto deseo~ 

densante. 

La fijación de heparina a los espermatozoides humanos se 

realizó a éii.ferentes temperaturas (Fig. Il), para lo cual 

se incubaron los espermatozoides con heparina tritiada por 

15 minutos a 4, 20, 37, 50 y 65ºC. Con los resultados ob

tenidos se ~emostró que a medida que se incrementa la tefil 

peratura se incrementa la fijación de la heparina. Una de 

las causas de este comportamiento podría ser la siguiente: 

al aumentar la cemperatura se induce además de la fijación, 

la penetración de la heparina al núcleo del espermatozoide 

aumentando así su incorporación a la célula, hecho que se 

pudo comprobar al realizar paralelamente u~ experimento de 

descondensación en donde se observó que a medida que se in

crementa la temperatura de incubación, la descondensación 

se efectúa en períodos más cortos de tiempo. Otra explic~ 

ción al efecto de la temperatura puede ser el hecho de que 

la heparina 1 ibere la fosfol ipasa A1 de la membrana plasmá 

ti ca, lo que ha sido demostrado por Waite y Sisson (31) en 

células de hígado de rata, quienes además sugieren que la 

fijación de la heparina a la membrana podría ser el sitio 

de unión de la fosfolipasa A1 . Esta enzima, que es termo-
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FIGURA 11. Efecto de la temperatura en la fijación de Heparina (H3) 
a la membrana plasmática del espermatozoide humano. 
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al 

El o del Scatcha rd 

Pl ot .tritiada con los e~ 

n función de la concentración 

creciente de la heparina~adicionada (Fig. 2, ref. 11), fue 

estudiada realizando ~n~ cinitica de saturación en donde 

se obtuvo 9.5 x 10 6 sitios de fijación por espermatozoide, 

una KD de 3.6 x l0- 6M indicando con este valor que la in

teracción heparina-célula es específica y también se obse~ 

vó una sola pendiente en la gráfica indicando con ello la 

existencia de un solo tipo de receptor en la membrana pla~ 

mática del espermatozoide. 

El estudio del efecto del pH sobre la fijación de la hep~ 

rina se llevó a cabo incubando espermatozoides humanos con 

heparina tritiada a 37ºC por 15 minutos con amortiguadores 

de diferente pH (5-10) (Fig. 3, ref. 11). En las gráficas 

podemos observar que las curvas obtenidas de la fijación 

de la heparina a la cilula con los amortiguadores a los di 

ferentes pH siguieron el mismo comportamiento y que la fi

jación de la heparina a la cilula fue mayor en medios alta 

mente protonados (pH ácido). Como se sabe, la heparina es 

un heteropolisacárido formado por unidades repetitivas de 

ácido glucurónico, glucosamina N-sulfato y ácido idurónico 



unidas por. enlaces gl icosídi cos. · Los grupos sulfato, car

boxilo yamino's61l:clas 5:fuentes:potenciales de grupos ioni-
-"'"· _ •. _ ~~:---. .e{' L·~_;;::~~;_·._;~/''- ::> , 

zados, el,númeró:Cle/grupos'!clisociados está dado por el pH 

11. 

de 1 mecli ~ ;{-'.~:~\~;(~~~~·;(M#é";·áa'.:,l ~t·%rüpos bá s; cos de 1 a h epa r i -

na se asb~~i,~r{J.6~Y~~dtones >para crear sitios con carga po sj_ 

tiva y a' pHbásic6:1~s:grupos. ácidos se disocian para crear 

sitios con carga negativa. Se puede pensar que el posible 

efecto causado por el diferente pH de las soluciones puede 

ser debido al cambio de ionización de los grupos en la hepa-

rina y también al cambio de ionización en la célula de los 

grupos involucrados en la fijación de la heparina. 

El efecto de la fuerza iónica sobre la fijación de la hepa-

rina fue estudiada incubando espermatczoides en presencia 

de heparina tritiada a 37ºC por 15 minutos, utili~ando va

rias soluciones con diferentes fuerzas iónicas (Fig. 4, 

ref. 11). 

En el caso de las cadenas de la heparina las cargas negati-

vas la hacen totalmente hidrofílica, los grupos aniónicos 

se encuentran a intervalos frecuentes a lo largo de la c~ 

dena, existiendo una repulsión entre las partes de la cade-

na. Las repulsiones a lo largo de la cadena la forzan en 

una solución diluida a estar completamente extendida. En 

soluciones concentradas las cadenas de heparina presentan 

enrollamientos. La presencia de grupos aniónicos a lo la~ 

go del polielectrolito le proporcionan una capa de carga 
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negativa de mayor o_menor densidad a lo hrgode varios 

puntos en ,la"cadÚra~ más)ue?ca'rgá.s iri'dfviduales en cada 
-."';\-, :.:"~_;;:. 

::.~:i¡~~t~r1111~~~~~Jtfü~·~::~:::'.: ::::: · :: i :::. 
,- ._:, -

Rel acitlnand¡)c~J,~s;·+.esu{tados obtenidos de fuerza i óni ca con 

1 as p~dp·NJ;d~é clr Ío.s electro l itos podemos señal ar que . . . - . . . : 

como una consecuencia de la concentración de las cargas 

eléctricas a l~ largo de la cadena de heparina, hay una 

fuerte interacción eléctrica entre las cargas y los iones 

del medio ambiente. 

En las gráficas obtenidas observamos que el punto máximo 

de fijación de la heparina a la membrana plasmática para 

el cloruro de zinc fue obtenido a 0.3 de fuerza iónica, 

para el cloruro de calcio fue de 0.5 de fuerza iónica y pa 

ra el cloruro de sodio fue de 0.5 también. De estos datos 

podemos suponer que de alguna manera interviene, además de 

la fuerza iónica, la electronegatividad de los iones emple~ 

dos, observando que existe una relación inversa de electro

negati vi dad contra concentración; así, el Zn ++, que es el 

más electronegativo (l.66), cuando se empleó como electro-

lito se observó que el máximo de fijación se presentó cuan 

do tenía una concentración de 0.1 M, siendo ésta la más 

baja en comparación con los otros electrolitos empleados. 

En el caso del Na+, que es el ion menos electronegativo 
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(1 .05), en el punto máximo de fijación presentó la conce.n. 

tración más alta (0.5 M). Por otro lado, se ha demostra-

do que las sales neutras tienen efe-ctos pronunciados en la 

solubilidad de .las proteínas globulares. En el caso de la 

hepari na podemos pensar_ que a bajas concentraciones de sa 1 es 

se incrementa su sol ubi 1 i dad, y a medida que la fuerza i óni ca 

aumenta, la solubilidad de la heparina empieza a disminuir 

y a una fuerza iónica suficientemente alta, la heparina pu~ 

de ser completamente precipitada de la solución. Esto úl

timo se pudo observar en el caso del cloruro de zinc, ya 

que a medida que se incrementaba la fuerza iónica se preci

pitaba la heparina, debido a que las sales neutras pueden 

remover el agua de hidratación de las moléculas de heparina 

reduciendo así la solubilidad de la misma. 

Para estudiar la especificidad de la fijación de la hepari 

na a la membrana plasmática se realizaron incubaciones a 

37ºC por 15 minutos en presencia de glicosaminoglicanos se

mejantes a la heparina como son el condroitin sulfato A, 

tondroitin sulfato 8, condroitin sulfato C, ácido hialuróni 

coy dextrán sulfato (tabla 1). Aún cuando se usaron con

centraciones veinte veces más altas que ~a heparina, ning~ 

no de los compuestos probados fueron capaces de interferir 

con la fijación de la heparina a la célula. Sin embargo, 

el dextrán sulfato fue el único agente competitivo al sitio 

de fijación de la heparina, inhibiendo un 73% a concentra-



T/\IJLE 1 

BINDIMG OF 311 (G) llEP/\RIN SOIJIUM S/\LT TO INT/\CT llllf1/\N 
' SPERMATOZO/\ UNDER SEVERAL EXPERIMENT/\L CONIJITIONS 

SYSTEM 

WllOLE SPERMATOZO/\ 
PLUS llEP/\RIN 

/\IJDITIONS 

NONE 

CllONDROITIN 

(MIXTURE) ----
CllONIJROITIN 

(A) 

832 

4 1 . G 

832 

5 
5 

5 

( 311 (G)) llEP/\RIN UOUNIJ 

(p-111oles/5 x 10 7 cells) 

745 + 112 

721 + 62 

5 819 + 93 
-··----·--------·------------

5 113 ± 72 

5 810 ± 47 ---.. ··-----·-------~-·-------------------

CllOIHJllOITIN 41.6 5 719 :!: 80 
(ll) 832 5 70B : 92 

------'---- >'-•·---------------··-···-·--·---------- ··-
CllONIJROIT IN 

(el 

HY/\LURONIC 
/\C I O 

DEXTH/\N 
SULPll/\TE 

41. G 5 741 !: 101 
832 B?J ± HY 

----.. ··----------·----··-------··---------·-·· 
0.7 

4 1 . 6 
124.13 

5 
5 

8 30 •!: 11 !.i 

201 ~ 2l1* 
613 + 11. 

* Unpaired "t" test indicates a significant difference (p<0,0001) v1he11 compareu 
wi th the control. 
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ciones equimoleculares y un 91~ a una concentración tres 

veces mayor que la-heparJria .. Al mismo tiempo se incubaron 

espermatozoides humanos por seis horas a 37ºC con todos 

1 os compuestos arites'..~encionados y además de éstos con 

N-acetil glucosami.n~<f&.cido glucurónico y sulfarn de sodio 

para observar·sLXlgunode estos compuestos inducía la des 
' ~ . . - ,.: ; - :-: . '-

condensa.ció n d.e los Hú.cl eos de 1 os espermatozoides. El 
!-,'' ,._.,_',.,• 

único c om p Ue\:td ;§e todo s 1 os proba dos q u:: pres en t Ó 1 a a c ti -

viciad. descoT1cl.~n~fT1te fue el dextrán sulfato . 
. ··e> ... >, ·:·:-,~:;:,;\·>· .. 

,1;~,,~!~>·'.··:':. 

La hepa~j~á: 2ontiene dos grupos sulfato pcr residuo gl ico-

sídicó: [l dextrán sulfato, que compitió por el sitio de 

fijación de la heparina y además presentó actividad descorr 

densante, contiene tres grupos sulfato por residuo gl icosi 

dice, mientras que el condroitin sulfato A, condroitin sulf~ 

to By el condroitin sulfato C, que no inhibieron la fija-

ción de la heparina, contienen un solo grupo sulfato por re-

siduo. Al parecer, la habilidad descondensante de los gli-

cosaminoglicanos está relacionada con el grado en que se err 

cuentran sulfatadas sus moléculas, haciendo notar que, de 

1 os dos compuestos que descondensan el núcleo del esperma-

tozoide, solo la heparina es de naturaleza fisiológica. 

Para observar si la heparina se encontraba unida a la mem-

brana plasmática se real izó una autorradiografía de las 

membranas aisladas de espermatozoides previamente tratados 

con heparina; para ello, se incubaron espermatozoides hu-



manos con heparina tritiada por .15 minutos a 37°C, después 

se les realizó-un tratamiento hi~ot5nico por una hora em

pleando un~amortiguador de fosfatos 10 mM. Las membranas 

aisladas se lavaron hasta.no encontrar radioactivdad en el 

sobrenadante y después seprocedi5 a realizar la autorra

diografía. En ésta pudimos observar la presencia de a 1 tas 

concentraciones de hepardna radioactiva en las membranas 

aún después de haber .sido lavadas varias veces (Fig. 6, 

ref. 11). 

J:;. 

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede demos 

trar que la heparina se fija a la superficie de la célula 

espermática presentando una cinética de saturación y siendo 

dependiente de tiempo y temperatura. El efecto del pH y 

fuerza iónica en la fijación indican que de alguna manera 

intervienen interacciones iónicas en el proceso. De los gli 

cosa~inoglicanos empleados para descondensar y competir por 

el sitio de fijación de la heparina, solo el dextrán sulfa 

to fue el único que inhibió la fijaci5n y present5 activi

dad descondensante, indicando con ello que por un lado el 

grado de sulfatación de la molécula y la naturaleza de la 

cadena glicosídica, son muy importantes en la estructura de 

la molécula para que se lleve a cabo la fijación de la he

parina. 

Podemos interpretar los datos encontrados de las siguien

tes maneras: la fijaci5n del polisacárido a la membrana 
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de la célula espermitica puede ser un prerrequisito para 

su penetración, de moiio tjue la fijación de la heparina a 

la m~mbrana y la descondensa~ión nuclear pueden ser proce

sos co~certado~ y dependientes uno del otro. En estos pro 

cesos la heparina se puede fijar primero ejerciendo un 

efecto destabilizante sobre la membrana plasmática y des-

pués, cuando su penetración ha sido asegurada por el des-

arreglo de la membrana plasmática, ejerce su acción sobre 

el núcleo. Las observaciones microscópicas de la Fig. 5 b, 

(ref. 11) apoyan es~a interoretación, ya que demuestran que 

solamente aquellos espermatozoides cuyos núcleos muestran 

descondensación son los que fijan heparina en su superficie. 

Toda esta serie de procesos en el espermatozoide humano que 

aquí se han estudiado podrían ayudar a entender parte de los 

eventos moleculares que participan en las modificaciones de 

la membrana plasmática que se llevan a cabo durante el pro-

ceso de capacitación. 
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Species Specific Decondensation of Human 
Spermatozoa Nuclei by Heparin 

N. M. DELGADO, L. HuACUJA, H. MERCllANT,* R. REYES, and A. ROSADO 

Dccondcnsation of human spcrmatozoa nuclci has bccn induccd by cxposurc of intacl 
spcrmalozoa to hcparin, whilc thc spermatozoa of mbbit, ram, :.111d bull rcmained highl}' 
condenscd undcrsirnilarcxpcrimcnlal contlitions. This proccss occurrcd in thc complctcabscncc 
ofany disulfidc bondclcaving rcactant. Swcllingofhuman spcrmatozo:1 nuc/ci commcnccd about 
JO min after lhc addilion of hcparin ami depended on hcparin conccntratio;i rcaching 83% of 
swclled nucld <títcr 6 hr. ofincuhalion wilh 5000 USP of hcparin pcr mi. Addilion of JO mg/ml of 
trypsin soybcan inhibi1or did not intcrfcrc with thc swclling action of hcparin. Elcctron 
microscope obscrvations oí human spcrmatozoa nuclci trcatcd with heparin rcvcalcd that thc 
chronmtin is organizcd in to ''huhlikc" nuclear bodies joincd by a nctwork oí cross-linkcd and 
branchcd chromatin fibcrs ranging in lhidncss from 25 to 1.5. nm. 

Key Words: Oecondensalion: Spermatozoa; Heparin. 

INTRODUCTION 

Condensation and stabilization of mammalian spcrm chormatin-a process which 
gives to the mammalian sperm nuclei its characteristic properties [4, 71-occurs during 
spermatogenesis and is usually completed during the initial stcps of maturation of 
eutherian spermatozoa in the epididymis [6]. Chronmtin condensalion appears to be due 
to the presence in sperm cells ofspecific DNA propcrties [8] and to the formation oflarge 
numbcrs of disullidc bonds within thc chromatin [5, 9]. This complicatcd proccss nceds 
to be reversed after fcrtilization as a rcquirement for the transcription of the sperm 
gcnetic information (21]. 

Although nuclear decondensation has been induced in vilro by a widc varicty of 
treatmcnts (13, 15, 30], lilllc is known of thc mcchanisms involved in sperm nuclear 
swelling and DNA synthesis in vivo. Acid mucopolysaccharidcs [11, 26] havc bcen 
in volved in the transition from thc hetcrochromatic to the euchromatic state of soma tic 
nuclear chromatin and they simultaneously increase the templa te availability of nuclear 
DNA [16, 18]. The addition ofthe acidic polymers heparin or polyxanthilic acid to rabbit 
sperm hcads, previously exposed to disulfidc reducing agents, rcleased sperm DNA 
templatc rcstriction [33]. 

In the prcscnt study wc show that decondensation ofhuman spermatozoa nuclci can be 
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induccd by cxposure of intact spernmtozoa to hcparin without requiring any other 
trcatment and apparcntly without participation of intrinsic proteolytic activity, and that 
spcrmatozoa of rabbit, ram, or bull are not susceptible to this treatment. 

MATERIAL AND METHODS 

Human semen obtained from healthy, young donors was allowed to liquily at room tempcrature 
for 30 min. Only ejaculatcs with normal spcrmatobioscopy and with a mínimum of debris and of 
cells other than spermatozoa were sclccted. Bull, ram, and rabbit ejaculatcs were obtaincd by 
standard procedures. The semen was ccntrifugcd at 3000 rpm for 30 min and thc spcrmatozoa 
pellcts wcrc washed twicc with the salt mcdium proposcd by l'etcrson and Freund 123]. The final 
spcrm pcllcts wcrc rcsuspcnded to a final conccnlration of 10< cclls/ml. 

To scparatc aliquots of 10< ce lis 500, 1000, 2500, or 5000 USP of porcinc intestinal hcparin (Sigma 
Chemical, Co.) wcre added. Thc suspcnsions wcrc incubatcd with mixing at 37'C and aliquots werc 
extracte<l at prccstablishc<l times. In somc cxpcrimcnts thc spcrmatozoa wcrc incubatc<l in thc 
presencc ofhcparin only during very brieftimes, 5, 10, 20, and 30 min and then washed onc, two, or 
threc times by ccntrifugation ami rcsuspcnsion with thc mcdium with no hcparin. The incubation 
was lhen continuatcd until thc prcestablishcd time (6 hr) was rcachcd. 

To test thc possiblc participation of protcolytic activity in thc obscrvcd nuclear dccondcnsation 
somc cxpcrimcnts wcrc pcrformcd in thc prcscncc of up to 10 mglml of trypsin soybcan inhibitor 
(Sigma). Undcr thcsc conditions no protcolytic activity could be dctected by thc mcthod of 
Schwcrt ami Takcnaka i27J. 

FIGURE l. Phasc contrast micrograph of human spcrmatozoa trcatc<l with hcparin. lt can be 
observcd severa\ dcgrccs of swclling (arn111·s) anti thc highly condcnsc<l aspcct ar thc normal 
human nuclci (doucd arr1111·) x 560. 
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FIGURE 2. Aspccl of lhe swclling of human spcrmalozoa nuclei induccd by heparin al phase 
contrasl microscopy. x 830. 

Al lhc sclcctcd times aliquols of thc lrcalcd spcrmalozoa wcre fixcd during 60 min al room 
lcmpcralllrc by adding 9 volumcs of 0.1 M cacodylatc buffer, pH 7.3, conlaining 1% 
paraformaldchydc plus 2.5% glutaraldchydc. Thcy werc thcn washcd by ccnlrifugalion and 
resuspension wilh severa! changcs of 0.1 M cacodylatc buffer pH 7.3 117]. 

Smears of fixed spcrmalozoa wcre obscrvcd by phase conlrasl microscopy using a Carl Zciss 
microscope cquippcd wilh a green intcrfcrcnce filler. Evalualion of the numbcr of swellcd nuclci 

FIGURE 3. Electron micrograph of a vacuole-like slructure in a human sperm hcad. Chromatin 
fibcrs are visible (arrows). x 24000. 
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FIGURE 4. Time depcndcnce of thc reaction betwecn hcparin and dccondcnsation of 
spermatozoa nuclci. 'V--'V rabbit, ram, and bull spermatozoa: • -- O 500 USP of hcparin: 
O -- O 1000 USP of heparin; D -- D 2500 USP of hcparin; m -- • 5000 USP of heparin. 

was done by counting 10 random high mngnification ficlds. Spermatozoa wcrc scorcd as' 'swollen 
whcn any portian of thc nuclcus was obviously dccondcnscd ( Figs. 1 ami 2). 

Elcctron microscopy was pcrformcd using a Zciss EM-9 microscopc. Thc fixcd spcrmatozoa 
wcrc postfixcd and dchydratcd by thc mcthml of Zcllcrqvist 132] and cmbcddcd in cpon 812119]. 
Thin sections (gray silver) were cut on a LKIJ-11! ultramicrotomc, ami staincd with alcoholic 
uranyl acetate followcd by lcad citratc [25]. Negativc staining was done with 2% phosphotungstic 
acid in distillcd water, pH 7. 

RESULTS 

The nuclci ofwashcd cjaculatcd spcrmatozoa ofthe four spccics tcstcd, human, rabbit, 
ram, and bull, appear highly condcnscd under lhc phase contras! microscopc when 
incubated in the buffer mcdium without hcparin for up to 72 hr. In thc prescncc of 
heparin, the spermatozoa of ali the spccics tcsted, cxccpt thosc of human (Fig. 2), 
remained with the same highly condcnsed nuclear appearancc. Swelling of human 
spcrmatozoa nuclci commenced about 30 min aftcr the addition of heparin and was 
dependen! on the incubation time and on thc conccntration ofheparin in the waydcpicted 
in Fig. 4. E ven 500 units of heparin/ml induccd an appreciable number of swellcd nuclci 
after6 hr incubation. This activity incrcased with heparin concentration reaching 83% of 
swelled nuclci aftcr 6 hr incubation in thc pre se ne e of 5000 units/ml. Time dcpendcncy 
showed a two-slopc bchavior, an initial, rclativcly slow ratc of decondensation that was 
followed in the last 120 min by a drastic incrcase in the ratc and number of swelled nuclei 
(Fig. 4). No modification in any of thc parameters tested was observed when trypsin 



Decondensatlon of Human Spermatozoa Nuclel 309 

soybcan inhibitor ( 10 mg!ml) was added to the heparin incubation mcdium. or when thc 
washcd human were preincubated 15 min with the inhibitor befare adding heparin to the 
medium. 

At the elcctron rnicroscopc, thin scctions takcn frorn human spcrrnatozoon treated 
with hcparin undcr optima! experimental conditions rcvcalctl that lhc chromatin is 
organizcd in to "hublike" nuclear bodies thal mcasurcd 30-42 nm in diametcrjoincd by a 
nctwork of chromalin fibcrs ranging in lhickncss from 1.5 lo 25 nm (Figs. 5a anú 5b). 
Unlikc somatic chromatin, lhcsc fibcrs showcú a high dcgrce ofcrosslinking anti appcar 

FIGURE 5. a. Thin ~cction ofhuman spi.:nnato1.oon nuch.:i trcatcd with hL·parin. Thc chromatin 
is organizcd into "hub-likc" nuch:ar bodics '11/J) that mi.:a~urcd 4:::!-30 nm Jiamctcr joinc<l by a 
nctwork of chromatín fibcrs. x :!4000. h. lnscrt. High-rcsolution clcctron mil.:rn~copy of thc 
dcc:on<lcnscli human spcnnntoz.oon nuclci by hcparin. Chromatin fihcc.., ranging in thickncss from 
25 (F) lo 1.5 nm t(J. x 76.000. 
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FIGURE 6. Ncgativc slaining with 2% phospholungstic acid. The nuclear bodies (arroll'.<), 
present cithcr isolalcd or forming Jargc clusters. Thc chromatin fibcrs howcvcr, wcrc not 
preserved. X 66500. 

to have branched chains and loops (Figs. 5a and 5b). Thcse fibrillar structures, but 
curiously not the nuclear bodies, were also frequently present within vacuolelike 
structures (Fig. 3). 

After negative staining of similar material the remarkable homogeneity of the 30-42 
nm nuclear bodics, present eithcr isolated of forming largc clusters, could be observed. 
The libcrs howevcr, were not preserved (Fig. 6). E ven aftcr complete swelling of the 
nuclei thc basal platc remained with the spcrm head and that many chromatin fibers 
appear to be anchored to this structure (Fig. 7). 

DISCUSSION 

Little is known about the in vivo factors that induce sperm chromatin decondensation 
and malc pronucleus formation. Howcvcr, in vitro studies suggcst that disulfide bond 
cleavage is one ofthe minimum requirement for this proccss {5, 10, 20]. The participation 
of non covalent interaction in sperm chromatin have been stresscd but always as a 
proccss sccondary to disulfidc bond clcavage {12, 13]. The importance of the 
participation of no covalcnt intcraction on the mcchanisms of condensation and 
decondensation of human spermatozoa nuclei, suggestcd by Hernañdcz et al. { 15], is 
clearly supported by thc finding that heparin by itself, without the participation of 
detergcnts or disulfüie clcaving agents, is abie of inducing complete decondcnsation of 
human spermatozoa chromatin (Fig. 5a). 
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A thiol-induced proteolytic activity has been implicated in thc decondensation of thc 
sperm nucleus. This proteolytic activity inferred to be intrisic to thc sperm nucleus [34] 
has been shown to be of acrosomal origin [31 \. Decreasing the importance that those 
proteases could havc any relevance to nuclear decondensation. Thc prcsent results also 
show that sperm chromatin decondensation, at lcast in human, is not dcpending on the 
presence of proteolytic activity. 

The results of this work may also stress the fact that nuclear dccondensation can be 
induced by severa! biological factors, disulfide reducing agcnts, proteolytic activity, 
polyanions, etc., thus insuring the occurrence of an esscntial phenomenon in 
reproduction. They may also indicatc that sorne spccics spcciftcity rcgulates thc 
occurrence of nuclear decondensation, at least in humans (Fig. 4). 

Sorne indirect evidence suggests that hcparínlike compounds may play an ímportant 
role on the in vivo mechanism of nuclear swelling involved on the malc pronucleus 
formation. Follicular fluid. accumulated in the antrum duríng maturatíon of ovarían 
follicles, contain ímportant amounts of glycosaminglycans such as hyaluronic acid and 
chondroitin sulfuric acíd 122]. Rat ovarían slices íncubated in vitro have bcen shown to 
synthesize hcparínlíke glycosamínglycans ata near linear ratc for 12 hr [14j. The samc 

FIGURE 7. Thin scction of a swcllcd human spcrm hcad by hcparin. lt is possiblc lo observe thc 
basal plalc whcrc many chromatin fibcrs appears lo be ancborcd. x 24000. 
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results wcre obscrvcd in vivo after inlraperiloneal administralion of ""S0.1 to sexually 
mature rals [ 14]. Kinelic studies indicated that these heparinlike substances, synthesized 
mainly by the granulosa and theca ce lis of anlral follicles are subsequently released in to 
the antrum in a way suggesting a proccss of active sccretion. Allhough this accumulation 
of glycosaminoglycans in follicles has bcen rclated to thc mechanism of ovulation, il is 
possible lo suggesl thal thcsc compounds may also play a parl in the initiation of 
spcrmatozoa nuclear dccondensation. This possibility may be supported by the following 
facls: nulcear swelling can be induced after only a short time of direcl exposure of lhe 
spermalozoa lo thc sulfated compound (Fig. 4); this effect iniliated by follicular íluid may 
be accentuated oral leasl supported by the mucopolysaccharides thal came in conlact 
wilh thc sperm head during ils penelralion through the zona pellucida (24]. Bcdford 
reported on lhe early slagcs of malc pronuclcus formalion (2, 3] thal nuclear 
decondcnsalion frcqucntly bcgan bcforc thc spcrm hcad had becn complelely 
incorporated into the Vitcllus. In the case of amphibians [ IJ, it has been suggested thal 
germinal vesicle and the relcase by the control granules of negativcly chargcd sulphated 
polysaccharides parlicipatcs in thc formation of thc malc pronucleus. 

Although thc nucleosome modcl ofchromatin structure in somalic cclls, ami lhc way in 
which histones intcracl wilh thc DNA lo produce this slructurc sccms lo be firmly 
establishcd [28], vcry littlc cvidcnce exists on thc DNA-protamine inlcraction that musl 
regulalc the chromalin slructure on germinal cclls. 

Thereforc it scems prcmaturc to discuss the structure of human sperm chromatin 
based only on electron microscope appcarancc. ll is perhaps convenienl lo stress lhe 
presence of nucleosomes similar to those obscrvcd in soma tic cells, although with the 
tendency lo form conglomerates. This tendcncy is obscrved particularly after ncgativc 
staining (Fig. 6). The abscnce of clear "string of pcarls" images, substituled by an open 
network of chromatin fibcrs of differcnt cross section, cxhibit multiple crossing and/or 
branching (Figs. 5a and 5b). Thc existcnce of vacuolclikc structurcs in which no 
nucleosomes but only chromatin fibcrs are visible (Fig. 3) are also interesling and could 
be related, pcrhaps, to thc limiting macromolecular synthcsizing aclivity of malurc 
spcrmatozoa [29, 30]. 

Acknowlcdgmcnts: The authors woul<l like to lhank Dr. Javier V<llcncia an<l Gcrar<lo Bustamantc of 
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Heparin Binding Sites in the Human Spermatozoa 
Membrane 

N. M. DELGAD0, 1 R. REYES, 1 L. HUACUJA, 1 H. MERCHANT,2 ANDA. 
ROSAD03 

Thc cxistencc in thc human spcrmatuzoa membranc of rcccplorlikc functional group for hcparin 
was studicd. lncuhation ofwholc spcrmatozoa wilh lriliatcd hcparin induced thc specific bin<ling 
of 745 ± J 12 pmol of heparin per 5 x 107 spcrm cells with an intrinsic association conslant 
Kn = 3.6 x ro- 6 M. Tite spccificity of binding was shown by thc Jack of compctcncc in thc 
binding proccss of somc othcr glycosaminoglycans uscd al conccntrntions 20 x highcr lhan 
hcparin. Howcvcr. dcxtrun sulfate was a vcry cfficicnt compctitivc agcnt. Autoradiogrnphy 
expcrimcnts showed that labeling was almos! complctely rcstrictcd lo spcrm cells in thc proccss 
ofnuclcardccondcnst11ion. This tcchniquc showed 1hc prescnce oía high amount ofradioactivc 
heparin in thc isolalcd spcrm mcmbrunes cvcn ufter severa! washings. Hcparin may participatc 
both in thc final part ofthc capacilation proccss {acrosomc rcaction) and in the dccondcnsation 
or spcrm nuclei. 

Key Words: Receplors; Glycosaminoglycans; Auloradiography; lonic slrenglh; Decondensalion; Peroxida· 
!Ion; Fertilizalion. 

INTRODUCTION 

Heparin and various othcr sulfated glycosaminoglycans are widcly distributcd in 
vertebrate and invcrtcbratc tissucs [3, JO] and it has recently been suggested that thcy 
are in volved in a numbcr of importan! cells functions [JO, 14], including activation of 
DNA transcription and synthesis [4, 13]. In thc case of human sperm cclls heparin is 
capablc of decondensing thc highly structurcd nuclci of thesc cells [5], initiating DNA 
synthesis [8]. 

Plasma mcmbranc ofrat livcrand human cndothclial cells bind heparin in receptorlikc 
specific siles [7, 12]. Treatmcnt of liver cclls with heparin rcleases phospholipasc A,, 
suggcsting that thc binding of heparin to thc membranc might occur at the sitc of 
phospholipasc A1 attachment [17]. Thcse findings and the presence of thcsc naturally 
occurring polyanions in thc utcrinc and follicular fluids as wcll as in the zona pcllucida 
and in thc sccrction of thc corticle granules of thc ovum [6, 16] suggest that thcsc 
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polyanions serve as a physiological trigger to initiate the post-fertilization dcconden
sation of human spcrmatozoa nuclei [5]. 

lt is importan! to cvaluatc if thc human spcrmatozoa plasma mcmbrane has a specific 
receptor for heparin in order to support thc previously stated hypothesis. 

MATERIAL AND METHODS 

Spcrmatozoa wcrc obtaincd from human cjaculatcs as prcviously dcscribcd [51. Spccial cure 
was takcn to prcvcnt mcmbranc damagc befare thc incubation proccdurc. Obscrvation of an 
aliquot of thc washcd spcrm cclls showcd good motility and more than 80% of viable cclls [2]. 
Thc washcd sperm cclls wcre resuspendcd to a final conccntration of 5 x I07 cclls/ml in the 
incubation mcdium containing (4.16-41.6) x w·• M of [3H (G)] hcparin sodium salt (0.2 mCi/ 
mg Ncw England Nuclear) in 113 mM KCI, 12.5 mM KH, PO,, 2.5 mM K,HPO,, 2.5 mM MgCI, 
and 20 mM tris ali adjustcd to pH 7.4. 
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FIGURE l. Time course of 'H·polysaccharide binding to cells. The reaction mixture contalned 
5 x 107 cclls/ml, 113 mM KCI, 12.5 mM KH 2PO,, 2.5 mM K2HP04, 2.5 mM MgCI,, 20 mM tris 
buffer pll 7.4, and 41.6 X 10-• M of hcparin sodium sall (New England Nuclear). Incubatlons 
werc carried out at 37'C. At indicatcd times allquots wcre withdrawn from the mixture and the 
amount of cell bound ('11) polysaccharlde was quantitatcd. 
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FIGURE 2. Thc intcraction uf ('H) hcparin with thc human spcrmatozoa as a function uf thc total 
conccntration of glycosaminoglycan sulfate added. The amount uf heparln bound Is indicated in the 
ordinales. A Scatchard plot is indicated in lhe main figure. The concentration uf free heparln was 
obtained by subtrncting the amount uf heparln bound from lhe total concentration of heparin added 
to lhe reaction mixture. Duplicate ussays wcre performcd by incubating ('H) hcparln as indicuted 
wllh 5 X 107 human spcrmatozoa in a total volume uf 1.0 mi. K0 was oblained from the slope of 
thc Scatchard plot, calculated by the method uf lcast squarcs, by evaluating the molar concentration 
uf ('H) Heparin from the total amount uf ligand bound In 1.0 mi uf rcaclion mixture. N, the number 
uf bindlng siles per sperm cell, wus obtaincd from the Y·intercept and the number of spermatozoa 
added to the incubation mixture. 

Duplicale reaclion mixtures werc incubalcd undcr scvcral dilTercnt experimental conditions 
and thcn the binding proccss was lerminatcd by chilling lhc tubes in melting ice and fixing thc 
cclls by thc addilion of 3 volumcs of 0.1 M cacodylatc buffer, pH 7.3, containing 1% paraform
aldchydc plus 2.5% glutaraldehydc. Thc treatcd, fixcd, spcrmatozoa wcrc washcd by ccntrifu-
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galion and rcsuspcndcd with scvcral changcs of 0.1 M cacodylalc buffer pH 7.3 unlil no radio· 
aclivily was obscrvcd in thc supcrnalanl. The final pcllel of washcd spcrmalozoa was quanlia· 
lively lransferrcd lo a vial wilh 10 mi of Bray's solution l IJ and countcd in a Packard Tri Carb 
liquid scintillation spcctromctcr. 

Obtcntion of mcmbrancs and mcmbrane-frcc cclls from prclabclcd sperm cclls, was pcrformed 
as dcscribcd prcviously [9, 11 J. Thc obtaincd membranc fraction was dialyzcd against deionizcd 
water for 24 hr (two changcs) at 4'C. Thc final fractions obtaincd (mcmbrancs and mcmbrane· 
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spcrm cclls. 6.--6., tris-cltratc; 0---0, tris·phosplmtcs; x--x, tris·HCI. 



Heparln Blndlng to Human Spermatozoa Membrana 95 

Relcasc of chromatin templatc rcstriction in rab
bit spcrmatozoa. Biochcm Biophys Res Com
mun 64: 162-168 

9. Huacuja L. Delgado N M, Mcrchant H, Puncanlo 
RM, Rosado A (1977): Cyclic AMP induced in· 
corporation of 33Pi into human spermutozoa 
mcmbranc componcnts. lliol Rcprod 17:89-96 

10. Jaques LB (1979): Heparin: an old drug wilh a 
ncw paradigm. Scicncc 206:528-533 

11. Kcyhani E, Storey BT (1973): Encrgy conser
vation capacity um.1 morphological intcgrity of 
mitochondria in hypotonically trcatcd rabbit cp
ididymal spermatozoa. Diochim Biophys Acta 
305:557-559 

12. Kjcllén L. Oldbcrg A, Rubin K, Hook M (1977): 
Binding of hcparín and hcparan sulphatc to rat 
liver cells. lliophy Res Commun 74:126-133 

13. Kracmcr RJ, ColTcy DS (1970): Thc interaction 

of natural and synthctic polyanions wilh mam
malian nuclci.11. Nuclcarswclling. Biochim Bio· 
phys Acta 224:568-578 

14. Roblin R. Albert So, Gclb Na, Blnck pH (1975): 
Ccll surfacc changcs corrclatcd with dcnsity-de
pendcnt growth inhibition. Glycosaminoglycan 
metabolism in 3T3, SV3T3, and Con A selected 
rcvcrtant cells. Biochcmistry 14:347-357 

15. Scatchard G (1949}: 'fhc atlrJclions of protcins 
for small moleculcs and ions. Ann NY Acad Sci 
51 :660-672 

16. Tad;1110 Y, Yamada K (1978): The histochcmistry 
of complcx carbohydrates in thc ovarian folliclcs 
ofadult micc. Histochcmislry 57:203-215 

17. Waite M. Sisson P (1973): Solubilization by hep
arin of thc phospholipasc A1 from thc plasma 
mcmbrancs of rat livcr. J Biol Chern 
248:7201-7206 



-;;; ., 
o 
E 
c. 

o 
z 
::::> 
o 
CD 

z 
o: 
<( 
a. 
w 
:i: 

Heparln Blndlng to Human Spermatozoa Membrana 91 

4000 

3000 

2000 

0-f-~~~~~~ ....... ~~~~ 
o 1 2 

IONIC STRENGTH 

FIGURE 4. Thc clTcct of ionic slrcnglh on thc binding of ('H) hcparin to the plasma membrane 
of lhc sperm cells was sludicd hy adding dilTercnt salts at various ionic strengths • ...__., NnCI; 
T--T, ZnCI,; 11--•, CaCl2• 

free spcrmatozoa) wcrc quantiativcly transícrrcd to a vial with to mi of Bray's solution [IJ for 
radioactivity dctermination or proccsscd for clectron microscopy. 

Elcctron microscopy was pcrformcd as prcviously dcscribed [5]. For autoradiography 1 µm 
scctions wcre cut scrially aftcr thin scctioning. Thcn they wcre mounted on glass slidcs prccoatcd 
with 0.5% gelatinc, dippcd in NTB-2 Kodak liquid cmulsion, and dcvcloped with D-15 after 2-3 
wccks exposurc. Thc obscrvations were madc with phase contmst optics after bricfly staining 
the scctions with Azur 11-Toloidinc bluc 1:1. Ali organic rcagcnts wcrc obtaincd from Sigma 
Chcmical, Co. Thc inorganic highcst Quality Mcrck rcagcnts and solvcnts wcrc used. 

RESULTS 

The amount of ccll associatcd ('H) polysaccharide incrcascd with incubation time, 
bcing almost linear far up to 6 min and then leveling off (Fig. 1). Heparin binding was 
a linear funclion of the amounl of added spermatozoa: analysis of the data by means 
of a Scatchard plot [15] (Fig. 2) showed a specific binding activity of745 ± 112 pmol 
of heparin per 50 mi Ilion spcrmatozoa and an intrinsic association constan!, K0 , of 3 .6 



92 N. M. Delgado et al. 

X 10-<• M for cell-polysaccharide complex. This constan! is 10 times highcr than that 
found by Kjellén et al. [12] using rat liver cells. The high affinity of glycosaminoglycans 
for !he sperm cells was further dcmonstraled by the fact that even aftcr repcatcd 
washing little heparin was removed. 

For each pH studicd washing and resuspension proccdures were done in the same 
buffer used lo determine thc pH effcct (Fig. 3). Binding depended strictly on pH, being 
maximum in thc acid range. Although optimum binding occurred below pH 7, the 
present studies were done al pH 7.4 in order to preserve the physiological conditions. 
Even whcn used at concentrations 20 times highcr than heparin. nonc of thc sulfated 
mucopolysaccharidcs testcd was capablc of intcrfcring with heparin binding to human 
sperm cells. Howcver, dextran sulfate was a dcfinitivc compctivc agcnt and al cqui
molccular conccntration cach molcculc of dcxtran sulfate intcrfcrcd with thc binding 
of two molcculcs of hcparin. 

FIGURE 5. a. Elec!run micrograph ur a sperm suspension lrealed wilh ·'11-lleparin. 11 shows 
scvcral spcrm hcads without ccll or acrosomal mcmbrancs. Some or lhcm are undcrgoing chromatin 
decondensulion (arruws), 21,000 X. h. Auloradiugraphy ora semilhin seclion laken scrially rrom 
lhe sume block oí Fig. Sa. Only lhe decondenscd heads seem to be hcawly labelcd. 1000 x, 
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6a 

FIGURE 6. a. An clcctron mkrograph showing thc aspee! of the mcmhrnnc fraction obtaincd 
from thc spcrms showcd in Fig. Sa. 21,000 X. h. Light microscopy autoradiogruphy of !he samc 
pelle! shown in Fig. 6a. 1000 X. 

Thc effect of ionic strength on the binding of [1H (G)] heparin was studied by adding 
different salts at various ionic strength's to deionized water (Fig. 4). An optima! value 
for ionic strength was obtaincd in the range of 0.3-0.6 ionic strcngth, depending on the 
ionic species used, showing at the optimum binding values 2-5 times higher than those 
found during the usual experimental conditions. 

Although the hypotonic treatment uscd during the spcrm fractionation proccdurc 
removed not only the plasma mcmbranc but also thc acrosomal material [9] (Fig. 5a), 
a fact that must be taken into consideration in the interpretation of the results, thc 
results of the light and electron microscopy observations showed clearly the binding 
ofheparin to the cell surfacc (Fig. 5bJ. This fact is further supportcd by the fractionation 
autoradiography, experiments that showcd the prescnce of a high amount of the ra
dioactive heparin in the isolated mcmbranes even after severa! washings (Fig. 6b). lt 
was also observed that the decondensing heads showed thc dcnser labeling (Fig. 5b). 
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DISCUSSION 

Hcparin binds to thc spcrm cclls surface. The binding proccss secms to be analogous 
to thc intcraction bctween. e.g., hormones and cell surface receptors in showing sat
uration kinctics (Fig. 2), time (Fig. 1), and temperature dependen!. Furthermore, the 
binding of heparin to cclls has a ccrtain degree of specificity. An inhibitory cffect of 
strueturally rclated glycosaminoglycans was observed. However, the effect of pH and 
ionic strength changes on binding, indicates that importan!. although apparently spe
cific, ionic intcractions are involved in the process (Figs. 3, 4). 

Heparin contains two sulfate groups per glycosyl residue, while chondroitin 4-sulfate, 
chondroitin 6-sulfatc, and dermatan sulfate, which were unable to inibit heparin binding 
or to produce sperm nuclear decondensation, contain an average of only one sulfate 
pcr glycosyl rcsidue. The decondensing ability of glycosaminoglycans seems to be 
correlated with the degree to which thcy are sulfated. Moreover, thc only heparin 
compcting compound was dcxtran sulfate, which contains threc sulfate groups per 
glycosyl residue. This compound has been also found, in preliminary observations, to 
behave as an cffcctive decomlensing agent. Thc prescnce in the tcrtiary structure of 
regions containing high dcnsity of sulfated groups plays an importan! role in the action 
of thcse sulfated polysugars. 

Although heparin cxerts its physiological effects on the human sperm cells by inducing 
the decondensation oftheir nuclei [5], the first obstacle far heparin is the cell boundary, 
the plasmatic membrane. Therefore the binding of the polysaccharide to cclls may be 
a prercquisite for polysaccharidc intcrnalization. Binding to mcmbrane and nuclear 
dccondcnsation might be interrelatcd, although thc processcs might be independent, 
with heparin first binding and then cxerting a dcstabilization cffcct on thc cell membrane. 
After penetration has been insured by disarrangcmcnt of thc cell mcmbrane, it exerts 
its action on the nuclei. Mieroscopic observations show that the only sperm whose 
nuclei show decondensation are those that bind heparin in their surface (Fig. 5b). 

lt is possiblc that these series of events in human spermatozoa constitute part of the 
molecular events that participate in the membrane modifications occurring during ca
pacitation. 
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