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RESUMEN	
	

LA	DESCONDENSACIÓN	DE	LA	CROMATINA	DE	ESPERMATOZOIDES	DE	MAMÍFEROS:	ESTUDIO	DE	SU	
MECANISMO	MOLECULAR	Y	SU	POSIBLE	UTILIDAD	COMO	BIOINDICADOR	DEL	EFECTO	DE	

DISRUPTORES	ENDOCRINOS.	
	

A	 diferencia	 de	 las	 células	 somáticas,	 el	 espermatozoide	 posee	 su	 cromatina	 empaquetada	
principalmente	por	protaminas	en	 lugar	de	histonas.	Las	cisteínas	presentes	en	 las	protaminas	forman	
puentes	disulfuro	intra	e	intercatenarios,	lo	que	le	proporciona	al	núcleo	espermático	gran	estabilidad	y	
resistencia	para	poder	atravesar	el	 tracto	masculino,	el	 femenino	y	 llegar	con	su	ADN	 intacto	hasta	el	
sitio	de	fecundación.	Luego	que	el	espermatozoide	penetra	el	oocito	es	imprescindible	que	se	produzca	
la	descondensación	de	su	cromatina	para	que	se	reemplacen	las	protaminas	espermáticas	por	histonas	
oocitarias.	 La	 descondensación	 de	 la	 cromatina	 involucra	 dos	 eventos:	 se	 deben	 reducir	 los	 puentes	
disulfuro	 (tiorreducción)	 y	 removerse	 las	 protaminas.	 Las	 moléculas	 involucradas	 en	 estos	 procesos	
serían	 el	 glutatión	 reducido	 (GSH)	 y	 el	 heparán	 sulfato	 (HS)	 oocitarios.	 Cuando	 este	 proceso	 de	
condensación	de	la	cromatina,	que	ocurre	durante	la	espermatogénesis	para	mantener	la	integridad	del	
espermatozoide,	se	ve	afectado	por	diversas	causas,	puede	resultar	en	fallas	de	la	descondensación	que	
se	evidencian	una	vez	que	el	oocito	es	penetrado.	Por	otro	 lado,	es	sabido	que	la	exposición	a	tóxicos	
ambientales	puede	provocar	efectos	deletéreos	sobre	 la	calidad	de	 los	espermatozoides	y	 la	 fertilidad	
masculina.	Las	técnicas	de	reproducción	asistida	han	podido	resolver	problemas	de	motilidad,	defectos	
espermáticos,	 concentración	 de	 gametas	 muy	 reducida	 en	 el	 fluido	 seminal	 (oligozoospermia)	 pero	
todavía	 no	 pueden	 solucionar	 los	 defectos	 de	 la	 descondensación	 del	 núcleo	 espermático	 dentro	 del	
oocito.	 Esto	 pone	 en	 evidencia	 la	 importancia	 del	 proceso	 de	 descondensación,	 que	 no	 puede	 ser	
reemplazado	por	 las	técnicas	de	reproducción	asistida,	y	permite	pensar	en	utilizarlo	como	un	posible	
indicador	del	efecto	de	disruptores	endocrinos,	 tanto	 in	vivo	como	 in	vitro.	Los	objetivos	de	esta	tesis	
fueron	 (1)	 avanzar	 en	 el	 estudio	 del	 mecanismo	 de	 la	 descondensación	 de	 la	 cromatina	 de	
espermatozoides,	 así	 como	 también	 en	 su	 (2)	 rol	 como	 posible	 bioindicador	 de	 efectos	 deletéreos	
causados	 por	 tóxicos	 ambientales	 o	 ingeridos,	 tales	 como	 el	 alcohol	 y	 el	 plaguicida	 endosulfán.	 En	
primer	 lugar,	 fue	posible	caracterizar	el	 sistema	de	descondensación	 in	vitro	en	el	modelo	de	ratón	al	
coincubar	 los	 espermatozoides	 con	 distintos	 glicosaminoglicanos	 y	 GSH,	 determinándose	 de	 esta	
manera	las	moléculas	candidatas	a	ser	posibles	agentes	descondensantes,	las	concentraciones	y	tiempos	
óptimos	de	incubación.	Como	consecuencia	de	esto,	fue	posible	detectar	un	efecto	sinérgico	existente	
entre	la	heparina	(utilizada	como	equivalente	molecular	del	heparán	sulfato)	y	el	dermatán	sulfato,	los	
únicos	glicosaminoglicanos	estudiados	con	potencial	capacidad	descondensante.	El	efecto	de	estos	dos	
glicosaminoglicanos	 también	 fue	 evaluado	 mediante	 la	 técnica	 de	 microscopia	 electrónica	 de	
transmisión,	la	cual	puso	en	evidencia	los	cambios	sufridos	por	los	espermatozoides	durante	el	proceso	
de	 descondensación.	 Una	 vez	 caracterizado	 el	 sistema,	 se	 logró	 evidenciar	 el	 aumento	 de	 la	
descondensación	 in	vitro	que	ocurre	cuando	se	 incuban	 los	espermatozoides	con	endosulfán	o	etanol,	
como	también	luego	de	la	ingesta	de	etanol.	Además,	fue	posible	evaluar	el	efecto	del	plaguicida	sobre	
la	 fragmentación	 del	 ADN,	 así	 como	 también	 si	 existe	 alguna	 correlación	 entre	 la	 misma	 y	 la	
descondensación	 de	 la	 cromatina.	 Los	 efectos	 del	 etanol	 observados	 in	 vitro	 fueron	 confirmados	 en	
experimentos	 in	 vivo,	 en	 los	 cuales	 se	 intoxicaron	 ratones	 macho	 para	 realizar	 experimentos	 de	
fecundación	in	vitro.	Estos	son	los	primeros	resultados	obtenidos	descondensando	in	vitro	en	presencia	
de	 heparina	 y	GSH,	 espermatozoides	 previamente	 incubados	 con	 endosulfán	 o	 etanol,	 que	 ponen	 de	
manifiesto	 que	 este	 ensayo	 podría	 utilizarse	 como	 centinela	 para	 evaluar	 posibles	 efectos	 de	 tóxicos	
ambientales	o	ingeridos.	

Palabras	 claves:	 Descondensación	 de	 la	 cromatina	 espermática,	 heparán	 sulfato,	 heparina,	 dermatán	
sulfato,	espermatozoide,	endosulfán,	etanol.			
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ABSTRACT	
	

	
DECONDENSATION	OF	MAMMALIAN	SPERM	CHROMATIN:	STUDY	OF	ITS	MOLECULAR	
MECHANISM	AND	ITS	POSSIBLE	USE	AS	A	BIOMARKER	OF	THE	EFFECT	OF	ENDOCRINE	

DISRUPTORS.	
		
	In	 contrast	 to	 somatic	 cells,	 sperm	 has	 its	 DNA	 packed	 mainly	 by	 protamines	 rather	 than	
histones.	 The	 presence	 of	 cystein	 in	 protamines	 allows	 for	 the	 formation	 of	 intra	 and	
interchain	disulfide	bonds,	giving	great	stability	and	resistance	to	the	sperm	nucleus,	enabling	
it	to	travel	through	the	male	and	female	reproductive	tracts	and	reach	the	site	of	fertilization	
with	its	DNA	intact.	An	essential	step,	once	the	sperm	enters	the	oocyte,	is	the	decondensation	
of	its	chromatin	by	replacing	sperm	protamines	by	oocyte	histones.	Chromatin	decondensation	
involves	two	events:	disulfide	bridges	should	be	reduced	(thio-reduction)	and	the	protamines	
removed.	 The	molecules	 involved	 in	 these	 processes	 in	 vivo	would	 be	 reduced	 Glutathione	
(GSH)	 and	 heparan	 sulfate	 (HS)	 present	 in	 the	 oocyte.	 When	 this	 process	 of	 chromatin	
condensation,	 which	 occurs	 during	 spermatogenesis	 to	 maintain	 the	 integrity	 of	 sperm,	 is	
affected	by	various	causes,	decondensation	failure	may	result	following	oocyte	penetration	at	
fertilization.	It	is	also	well	known	that	exposure	to	a	toxic	environment	can	cause	deletereous	
effects	 on	 sperm	 quality	 and	 male	 fertility.	 Assisted	 reproduction	 techniques	 have	 been	
successful	 in	 solving	 problems	 of	motility,	 various	 sperm	 defects,	 very	 low	 concentration	 of	
gametes	 in	 seminal	 fluid	 (oligozoospermy)	 but	 still	 cannot	 solve	 the	 shortcomings	 of	 the	
decondensation	of	the	sperm	nucleus	within	the	oocyte.	This	highlights	the	importance	of	the	
decondensation	process,	which	 cannot	be	 replaced	by	 assisted	 reproduction	 techniques	 and	
led	us	to	think	of	its	possible	use	as	a	bioindicator	of	the	effect	of	endocrine	disruptors,	both	in	
vivo	 and	 in	 vitro.	 The	 objectives	 of	 this	 thesis	 were	 (1)	 to	 advance	 in	 the	 study	 of	 the	
mechanism	of	sperm	chromatin	decondensation	as	well	as	(2)	its	role	as	a	possible	bioindicator	
of	environmental	toxicity	caused	by	toxic	agents,	such	as	alcohol	and	the	pesticide	endosulfán.	
First,	 it	was	possible	 to	 characterize	 the	process	of	decondensation	 in	 vitro	 in	 the	mouse	by	
incubating	 sperm	 with	 different	 glycosaminoglycans	 and	 GSH,	 which	 led	 us	 to	 identify	
molecules	which	could	behave	as	putative	decondensing	agents,	 concentrations	and	optimal	
incubation	times.	Subsequently,	it	was	possible	to	detect	a	synergistic	effect	between	heparin	
(as	 a	 substitute	 for	 heparan	 sulfate)	 and	 dermatan	 sulfate,	 the	 only	 glycosaminoglycans	
studied	 with	 potential	 to	 decondense	 the	 sperm	 nucleus	 in	 vitro.	 The	 effect	 of	 these	 two	
glycosaminoglycans	 was	 also	 evaluated	 on	 sperm	 morphology	 and	 ultrastructure	 through	
transmission	electron	microscopy,	which	allowed	us	to	visualize	the	changes	suffered	by	sperm	
during	 the	 decondensation	 process.	 Once	 the	 system	 was	 characterized,	 we	 were	 able	 to	
demonstrate	 the	 increase	 in	 in	 vitro	decondensation	 that	 occurs	when	 sperm	are	 incubated	
with	endosulfán	or	ethanol,	as	well	as	after	ethanol	 ingestion.	 In	addition,	 it	was	possible	 to	
assess	the	effect	of	this	pesticide	on	DNA	fragmentation	as	well	as	 its	possible	correlation	to	
chromatin	decondensation.	The	alcohol	effects	observed	 in	vitro	were	confirmed	with	 in	vivo	
experiments	 in	 which	 male	 mice	 were	 intoxicated	 and	 their	 sperm	 subsequently	 used	 to	
perform	 in	 vitro	 fertilization.	 These	 are,	 to	 our	 knowledge,	 the	 first	 results	 obtained	
decondensing	 in	 vitro	 in	 the	presence	of	 heparin	 and	GSH,	 sperm	previously	 incubated	with	
endosulfán	 or	 ethanol,	 suggesting	 that	 the	 sperm	 decondensation	 assay	 could	 be	 used	 as	
sentinel	to	evaluate	possible	effects	of	environmental	or	ingested	toxic	agents.	

Key	 words:	 Sperm	 chromatin	 decondensation,	 heparan	 sulfate,	 heparin,	 dermatan	 sulfate,	
spermatozoa,	endosulfan,	ethanol.			
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ABREVIATURAS	
	

AC	 adenilato	ciclasa	

ADN	 ácido	desoxirribonucleico	

ADP/AMP	 adenosin	difosfato/monofosfato	

AH	 ácido	hialurónico	

AI	 endosulfán	puro/	ingrediente	activo	

AMPc	 adenosin	monofosfato	cíclico	

ARN	 ácido	ribonucleico	

ATP	 adenosin	trifosfato	

AX	 Axonema	

BSA	 albúmina	sérica	bovina	

BSO	 L-butionina-S,	R-	sulfoximina	

CAT	 cloranfenicol	acetil	transferasa	

CCO	 complejo	cumulo	oóforo	

CD	 cabeza	descondensada	

CDNB	 Dinitrobenceno	

COP	 contaminante	orgánico	persistente	

CP	 cuerpo	polar	

CpG	 citosina	fosfato	guanina	

CS	 condroitín	sulfato	

DAG	 Diacilglicerol	

DMSO	 Dimetilsulfóxido	

Dpc	 días	post	apareo	

Dpp	 días	post	parto	

DC	 centríolo	distal	

DS	 dermatán	sulfato	

DTT	 	1,4-ditiotreitol	

EDTA	 etilen-diamina-tetra-acético	

EP	 espacio	perivitelino	

et	al.	 y	otros	

FIV	 fecundación	in	vitro	

FSH	 hormona	folículo	estimulante	

G	 espermatozoide	groseramente	descondensado	

GABA	 ácido	γ-aminobutírico	

GAGs	 Glicosaminoglicanos	

GCS	 y-glutamilcisteinasintetasa	

GR	 glutatión	reductasa	

GSH-PX	 glutatión	peroxidasa	

GSSG/GSSH	 glutatión	oxidado	

GST	 glutatión	S	transferasa		

H	 heparina	

HA	 ácido	hialurónico	
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HIV	 virus	inmunodeficiencia	humano	

HPV	 virus	papiloma	humano	

HS	 heparán	sulfato	

HTF	 fluído	tubario	humano	

IAM	 membrana	acrosomal	interna	

ICSI	 inyección	intracitoplasmática	de	espermatozoide	

IP3	 inositol	1,4,5-trifosfato	

Kb	 kilo	bases	

kDa	 kilo	Dalton	

LH	 hormona	luteinizante	

M	 espermatozoide	moderadamente	descondensado	

MAR	 sitios	de	anclaje	a	la	matriz	

mBBr	 monobromobimane	

M	 mitocondria	

MDA	 malondialdehído	

MII	 metafase	II	

MM	 materiales	y	métodos	

NA	 naranja	de	acridina	

NAD	 nicotinamida	adenina	dinucleótido	

NADP	 nicotinamida	adenina	dinucleótido	fosfato	

NBT	 nitroazul	de	tetrazolio		

NIH	 Instituto	Nacional	de	la	Salud	

NOX5	 NADPH	oxidasa	

OAM	 membrana	acrosomal	externa	

OMS	 Organización	Mundial	de	la	Salud	

P1	 protamina	1	

P2	 protamina	2	

PBS	 buffer	fosfato	salino	

PC	 centríolo	proximal	

PGC	 célula	madre	primordial	

pH	 potencial	de	hidrogeniones	

PIP2	 fosfatidilinositol	4,5	bifosfato		

PKA	 proteín	quinasa	A	

PKC	 proteín	quinasa	C	

PLC	 fosfolipasa	C	

PNf	 pronúcleo	materno	

PNm	 pronúcleo	paterno	

RA	 reacción	acrosomal	

RL	 radicales	libres	

ROS	 especies	reactivas	de	oxigeno	

S	 espermatozoide	sin	cambios	

SDS	 dodecil	sulfato	de	sodio	

SENASA	 Servicio	Nacional	de	Sanidad	y	Calidad	Agroalimentaria	
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SH-	 sulfhidrilo	libre	

SOD	 superóxido	dimutasa	

S-S/SS	 puentes	disulfuro	

SSC	 célula	madre	de	espermatogonia	

TBARs	 ácido	tiobarbitúrico	

TdT	 desoxinucleotidil	transferasa	terminal	

TP1	y	TP2	 proteínas	de	transición	1	y	2	

Trx	 Tiorredoxinas	

UA	 unidades	arbitrarias	

VG	 vesícula	germinal	

ZP	 zona	pelúcida	
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“Wagner:	esto	sube,	centellea,	se	conglomera;	en	un	momento	estará	hecho.	Un	gran	proyecto	
siempre	parece	al	principio	obra	de	un	demente,	pero	riámonos	del	azar,	un	cerebro	que	puede	
pensar	 bien,	 creará	 con	 el	 tiempo	 un	 pensador	(Observando	 entusiasmado	 la	 redoma).	Una	
suave	fuerza	hace	que	resuene	el	vidrio;	se	enturbia,	se	aclara,	por	lo	tanto,	tiene	que	surgir.	Ya	
veo	un	hombrecito	moviéndose	graciosamente.	¿Qué	más	queremos?,	¿que	más	nos	exige	el	
mundo?	El	misterio	ha	sido	develado	y	está	a	plena	 luz.	Prestad	oídos	a	este	 sonido,	 se	va	a	
convertir	 en	 voz,	 se	 va	 a	 hacer	 lenguaje.”	 Fragmento	 extraído	 de	 Fausto,	 obra	 de	 Johann	

Wolfgang	von	Goethe.	

Goethe	 popularizó	 el	 término	 homúnculo	 al	 denominar	 homunculus	 al	 pequeño	 ser	

que	creó	el	antiguo	alumno	de	Fausto,	Wagner,	mediante	operaciones	quirúrgicas.	El	

término	homúnculo	(del	latín	homunculus,	‘’hombrecillo’’,	a	veces	escrito	homonculus)	

es	 el	 diminutivo	 del	 doble	 de	 un	 humano,	 el	 cual	 fue	 posteriormente	 usado	 en	 la	

discusión	 de	 la	 concepción	 y	 el	 nacimiento.	 En	1694,	Nicolaas	 Hartsoeker	descubrió	

“animaculi	 (animáculos)”	 en	 el	 esperma	 de	 humanos	 y	 otros	 animales.	 La	 escasa	

resolución	 de	 aquellos	 primeros	microscopios	hizo	 parecer	 que	 la	 cabeza	 del	

espermatozoide	fuera	un	hombre	completo	en	miniatura.	A	raíz	de	esto,	se	desataron	

las	 teorías	 que	 afirmaban	 que	 el	 esperma	 era	 de	 hecho	 un	 «hombre	 pequeño»	

(homúnculo)	que	se	ponía	dentro	de	una	mujer	para	que	creciese	hasta	ser	un	niño.	

Actualmente,	gracias	a	los	avances	de	la	ciencia,	se	sabe	que	los	dos	modos	de	existir	

como	hombre	o	como	mujer	se	presentan	como	complementarios	el	uno	del	otro,	y	

por	lo	tanto,	en	la	reproducción	sexual	es	necesaria	la	unión	de	las	gametas	de	ambos	

sexos	para	generar	un	nuevo	ser.	La	fecundación	es	un	proceso	complejo	que	consta	

de	distintas	etapas,	cada	una	de	las	cuales	debe	suceder	de	manera	precisa	para	que	la	

formación	del	embrión	sea	exitosa.	Estudiar	con	detalle	cada	etapa,	así	como	también	

los	 diversos	 factores	 que	 pueden	 afectarla,	 es	 de	 crucial	 importancia	 para	 aportar	

conocimiento	y	soluciones	a	esta	intrincada	cascada	de	eventos	que	culminarán	nada	

menos	que	con	la	formación	de	un	nuevo	individuo.		

	

Espermatogénesis	

La	espermatogénesis	es	el	proceso	por	medio	del	cual	las	células	germinales	diploides	

del	 macho,	 sufren	 una	 reducción	 cromosómica	 hasta	 desarrollarse	 como	 gametas	

haploides.	 Para	 que	 este	 proceso	ocurra	 en	mamíferos,	 es	 necesario	 a	 partir	 de	 	 un	

“pool”	de	células	madre,	un	período	de	amplificación	del	número	de	células	(mitosis),	

un	 período	 de	 reducción	 cromosómica	 (meiosis)	 y	 un	 período	 de	 transformación	

morfológica	de	las	células	haploides	en	espermatozoides	(espermiogénesis)	(Griswold	

2016).	Durante	la	implantación	temprana	del	embrión,	la	línea	germinal	en	mamíferos		

es	guardada	como	reservorio	aparte	de	las	células	somáticas	(Urimoto	&	Aitou	2015).	

En	 el	 ratón,	 las	 células	 germinales	 primordiales	 (PGCs,	 del	 inglés	 “primordial	 germ	

cells”)	 migran	 a	 los	 pliegues	 genitales	 alrededor	 del	 día	 11	 post	 coitum	 (dpc)	 	 y	 se	
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mueven	hacia	los	testículos		entre	12,5	y	13,5	dpc	(Figura	1).	En	las	gónadas,	las	PGCs	

mantienen	la	mitosis	hasta	que	entran	al	ciclo	celular	G0/G1	el	día	14,4	dpc.	Desde	el	

día	11,5	hasta	el	13,5	dpc,	 las	PGCs	sufren	 la	desmetilación	completa	de	su	genoma.	

Luego	de	esto,	se	re-establece	 la	metilación	entre	 los	días	14,5	dpc	hasta	2	días	post	

parto	 (dpp),	 momento	 en	 el	 cual	 las	 pro-espermatogonias	 sufren	 arresto	 mitótico.	

Luego	 del	 nacimiento,	 las	 proespermatogonias	 se	 convertirán	 en	 células	 madre	

espermatogonia	(SSCs,	del	 inglés	spermatogonial	stem	cells).	Una	proporción	de	SSCs	

se	 diferenciará	 en	 espermatogonia	 e	 iniciará	 la	 primera	 ronda	 de	 meiosis	 y	

espermiogénesis	(Aravin	&	Bourc	2008;	Luo	et	al.	2015).	Durante	estas	primeras	etapas	

de	 desarrollo	 embrionario,	 los	 defectos	 en	 la	 regulación	 genética	 	 conducen	 a	 una	

variedad	 de	 deficiencias	 en	 la	 constitución	 de	 la	 línea	 germinal,	 afectando	 la	

embriogénesis,	 la	 descendencia	 y	 la	 herencia	 de	 anormalidades	 epigenéticas	 (Heard	

2012).	

 

Figura	 1.	 Esquema	de	 la	 espermatogénesis	 en	 el	 ratón.	Alrededor	de	 los	13	días	después	del	 apareo	
(dpc)	las	células	primordiales	germinales	(PGCs)	de	ratón	migran	hacia	el	testículo.	Allí,	sufrirán	mitosis	
hasta	los	14,5	días,	momento	en	que	se	producirá	el	arresto	de	la	mitosis.	Luego	de	los	3	días	posteriores	
al	parto	(dpp),	se	forman	las	células	madre	espermatogonias	(SSCs).	Algunas	de	estas	se	desarrollan	en	
espermatogonias	y	pasan	a	la	meiosis.	Las	espermátidas	redondas	se	generan	alrededor	de	los	20	dpp	y	
comienza	 la	 espermiogénesis.	Durante	 la	 espermiogénesis,	 el	 núcleo	 de	 las	 espermátidas	 se	 condensa	
junto	con	la	formación	del	acrosoma	y	el	flagelo.	Finalmente,	 luego	de	que	la	mayoría	del	material	del	
citoplasma	es	eliminado,	 las	espermátidas	se	desarrollan	a	espermatozoides.	Modificado	de	 (Luo	et	al.	

2015).	

En	 el	 testículo	 y	 alcanzada	 la	 pubertad,	 algunas	 células	 madre	 continúan	

multiplicándose	 mitóticamente,	 mientras	 que	 otras	 se	 diferencian	 a	 espermatocitos	

primarios	para	luego	sufrir	meiosis	y	convertirse	en	espermatocitos	secundarios.	 	Por	
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cada	espermatocito	secundario	que	entra	a	meiosis	 II	 se	obtienen	dos	espermátides,	

que	 madurarán	 hasta	 formar	 espermatozoides	 (Figura	 2).	 Durante	 estas	 divisiones,	

ocurren	dos	eventos	clave	que	tienen	importantes	consecuencias	genéticas:	uno	es	el	

intercambio	 recíproco	 de	 ADN	 entre	 cromosomas	 homólogos,	 y	 el	 otro	 es	 la	

segregación	de	cromosomas,	 lo	que	produce	 la	diversidad	genética	necesaria	para	 la	

supervivencia	de	las	especies	(Chan	et	al.	2004).	

 

Figura	2.	Proceso	de	diferenciación	espermatogénica	en	el	 testículo	de	 ratón.	 Las	células	germinales	
dan	 lugar	 a	 células	 madre	 de	 las	 espermatogonias,	 a	 partir	 de	 las	 cuales	 surgen	 las	 células	 que	 se	
diferenciarán	 a	 espermatocitos	 primarios	 tras	 su	mitosis.	 Las	espermatogonias,	 entonces,	 a	 través	 de	
repetidos	 ciclos	 de	mitosis	 producen	nuevas	 espermatogonias	 y	mantienen	así	 la	 reserva	 celular.	Otro	
pool	de	espermatogonias	se	divide	por	mitosis	produciendo	más	células	de	su	tipo;	y	cada	una	de	estas	
se	 convertirá	 en	 espermatocitos	 primarios	 que	 se	 dividirán	 meioticamente	 para	 dar	 espermatocitos	

secundarios	y,	eventualmente,	espermatozoides.	Modificado	de	(Yoshida	2008).	

La	 espermiogénesis	 es	 un	 proceso	 realmente	 destacado	 en	 el	 que	 se	 producen	

cambios	morfológicos,	 fisiológicos	 y	 bioquímicos	 que	 se	 inicia	 con	 una	 célula	 simple	

(espermátida)	 y	 culmina	 con	 la	 formación	 de	 un	 espermatozoide	 altamente	

diferenciado	 (Figura	 3).	 Durante	 este	 proceso,	 la	 espermátida	 desarrolla	 el	

citoesqueleto	 básico	 del	 espermatozoide,	 la	 cromatina	 del	 núcleo	 se	 condensa,	 las	

cisternas	del	aparato	de	Golgi	se	fusionan	para	formar	el	acrosoma	que	migra	al	núcleo	

repartiéndose	 por	 la	 superficie	 nuclear	 formando	 el	 sistema	 acrosomal	 y	 los	 dos	

centríolos	 migran	 en	 dirección	 opuesta	 al	 acrosoma	 en	 formación.	 Uno	 se	 alinea	

radialmente	 formando	 el	 axonema	 en	 la	 futura	 cola	 y	 el	 otro	 se	 localiza	 en	 ángulo	

recto	y	 forma	 la	pieza	conectora	que	une	 la	cola	al	núcleo.	El	axonema	de	 la	cola	se	
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alarga	y	las	mitocondrias	se	dividen.	La	síntesis	de	ARN	y	proteínas	es	máxima durante	

la	 meiosis	 y	 disminuye	 abruptamente	 hasta	 niveles	 indetectables	 durante	 la	

espermiogénesis	(Bustos	Obregon	et	al.	1975).	

 

Figura	3.	Espermiogénesis.	Fase	de	Golgi,	A:	espermátida	redonda	con	aparato	de	Golgi.	B:	pequeñas	
vesículas	provenientes	del	 aparato	de	Golgi	 se	 fusionan	para	 formar	 los	gránulos	proacrosómicos.	 Los	
centriolos	comienzan	a	migrar	en	dirección	opuesta	al	Golgi.	C:	las	vesículas	se	fusionan	dando	origen	a	
la	vesícula	acrosómica	(contiene	gránulos	acrosomales).	El	centriolo	proximal	(PC)	migra	hacia	la	región	
caudal.	 El	 centriolo	 distal	 (DC),	migra	 hacia	 el	 axonema	 en	 desarrollo.	 Fase	 de	 Capuchón,	A:	 el	 Golgi	
migra	hacia	la	zona	apical	y	el	DC	forma	el	axonema	(AX).	B:	la	vesícula	acrosomal	comienza	a	formar	el	
capuchón	 característico,	 delimitado	 por	 las	 membranas	 acrosomales	 externa	 (OAM)	 e	 interna	 (IAM).	
Fase	Acrosómica,	A:	el	núcleo	comienza	a	elongarse	y	el	acrosoma	cubre	la	zona	anterior	del	mismo.	Se	
forma	 la	“Manchette”	y	se	extiende	hacia	el	 flagelo	en	 formación.	B:	 se	 forman	el	cuello	y	el	annulus.	
Estos	formarán	parte	de	la	unión	entre	la	pieza	media	y	la	pieza	principal	del	flagelo	(M=	Mitocondria).	
Fase	 de	 Maduración,	 A	 y	 B:	 las	 mitocondrias	 se	 ordenan	 en	 forma	 de	 espiral	 alrededor	 del	 flagelo,	
determinando	la	pieza	media	(Tomado	de	internet).	

 

Hacia	el	final	del	proceso	de	diferenciación,	 los	espermatozoides	salen	del	testículo	y	

migran	 hacia	 el	 epidídimo	 (Figura	 4).	 Este	 último	 viaje	 no	 sólo	 es	 responsable	 de	

mantener	la	viabilidad	de	los	espermatozoides,	sino	que	también	adquieren	capacidad	

fecundante	 potencial	 y	 cierta	 motilidad,	 pero	 sin	 embargo,	 no	 son	 capaces	 aún	 de	

fecundar	 al	 oocito.	 Una	 vez	 en	 el	 cauda	 epididimario,	 el	 reservorio	 de	



Introducción	

23 

 

espermatozoides,	 pueden	 mantener	 su	 capacidad	 fecundante	 potencial	 por	 varias	

semanas	antes	de	su	eyaculación.	En	el	momento	de	la	eyaculación,	la	vesícula	seminal	

se	 contrae	 y	 los	 espermatozoides	 son	 eyectados	 por	 el	canal	 eyaculador	hacia	

la	uretra	y	luego	hacia	la	parte	exterior	del	pene.		

 

	

Figura	4.	Esquema	del	testículo	y	epidídimo	en	donde	se	muestra	la	anatomía	de	los	túbulos.	1:	desde	
la	 rete	 testis	 varios	 ductos	 eferentes	 delgados	 permiten	 el	 pasaje	 de	 los	 espermatozoides	 desde	 el	
testículo	hacia	la	región	del	caput	(Cabeza	del	espidídimo).	2:	el	diámetro	de	los	túbulos	se	amplía	en	la	
región	del	corpus	(cuerpo	del	epididímo)	mientras	se	produce	una	disminución	del	grosor	del	epitelio.	3:	
el	túbulo	en	el	cauda	(cola	del	espidídimo)	y	en	el	vas	deferens	es	menos	intrincado	que	en	el	caput	y	el	
diámetro	del	túbulo	es	mucho	más	amplio	para	permitir	el	almacenamiento	de	los	espermatozoides.		

 

En	 la	espermatogénesis	participan	otros	 tipos	celulares	que	no	pertenecen	a	 la	 línea	

germinal	 y	 que	 se	 localizan	 dentro	 de	 los	 túbulos	 seminíferos	 tapizando	 su	 epitelio	

(Figura	 5).	 Estas	 son	 las	 células	 de	 Sertoli,	 Leydig	 y	 células	 mioides.	 En	 el	 espacio	

intersticial,	las	células	de	Leydig	producen	hormonas	esteroideas,	expresan	receptores	

para	factores	de	crecimiento	y	secretan	testosterona	que	regula	 la	espermatogénesis	

(Kornbluth	 and	 Fissore	 2015)	 y	 desarrolla	 y	 mantiene	 las	 características	 sexuales	

secundarias	 de	 todo	 el	 cuerpo.	 Además,	 las	 células	 de	 Leydig	 	 regulan	 la	 barrera	

hemato-testicular	 permitiendo	 el	 acceso	 de	 los	 productos	 de	 estas	 células	 y	 de	

factores	circulantes	que	modulan	el	ciclo	de	 la	espermatogénesis	(Bittman	2015).	Las	

células	 de	 Sertoli	 forman	 uniones	 estrechas	 entre	 sí,	 dan	 sostén	 a	 las	 células	

germinales	a	lo	largo	de	toda	su	etapa	de	desarrollo	y	contactan	con	todos	los	demás	

tipos	 celulares.	 Las	 espermatogonias	 reposan	 entre	 las	 células	 de	 Sertoli	 y	 la	

membrana	 basal,	mientras	 que	 otras	 células	 (espermatocitos,	 espermátidas,	 etc.)	 se	

sitúan	entre	 las	células	de	Sertoli	o	están	embebidas	en	su	citoplasma.	Se	forman	así	

dos	compartimientos	en	los	túbulos	seminíferos,	un	compartimiento	basal	que	permite	

acceder	a	 sustancias	que	se	encuentran	en	circulación	y	en	donde	se	encuentran	 las	

espermatogonias,	 y	 un	 compartimiento	 adluminal	 por	 encima	 de	 las	 uniones	

2	

1	

3	
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intercelulares	 (barrera	 hemato-testicular)	 en	 donde	 se	 encuentran	 las	 células	 en	

diferentes	estadios	de	 la	espermatogénesis	(Figura	5)(Barratt,	1995).También	se	sabe	

que	muchos	 factores	 que	 regulan	 la	 función	 del	 testículo,	 funcionan	 a	 través	 de	 las	

células	de	Sertoli,	y	las	fallas	de	alguno	de	los	receptores,	de	andrógenos,	estrógenos	o	

FSH,	demostraron	que	estas	células	son	esenciales	para	la	espermatogénesis	(Johnson	

et	al.	2008).	Cuando	finaliza	 la	espermiogénesis,	 las	extensiones	citoplasmáticas	de	la	

célula	de	Sertoli	se	rompen	y	se	libera	el	espermatozoide.		

 

 

 

Figura	 5.	 Diagrama	 del	 epitelio	 seminífero.	 La	 imagen	 ilustra	 cómo	 el	 epitelio	 es	 dividido	 en	 un	
compartimiento	adluminal	y	otro	basal	por	medio	de	las	uniones	estrechas	entre	las	células	de	Sertoli,	la	
barrera	hemato-testicular	y	 la	 línea	germinal.	A	la	derecha	de	la	figura	se	puede	observar	la	transición	
desde	 la	 célula	 germinal	 hasta	 el	 espermatozoide,	 con	 las	 sucesivas	 etapas	 de	 división	 celular.	 El	
compartimento	basal	es	ocupado	por	 las	espermatogonias	que	contienen	células	madre	y	 su	progenie	
diferenciada.	 Luego,	 las	 células	 germinales	 se	 traslocan	 a	 través	 de	 las	 uniones	 estrechas	 al	
compartimento	 adluminal	 cuando	 comienzan	 la	meiosis.	 Las	 espermátidas	 redondas	 y	 elongadas	 son	
empujadas	 hacia	 el	 lumen,	 lo	 cual	 resulta	 en	 una	 organización	meticulosa	 del	 epitelio	 seminífero.	 Los	
espermatozoides	maduros	son	liberados	al	lumen	y	son	eyaculados	fuera	del	cuerpo	a	través	de	la	rete	
testis,	epidídimo	y	vas	deferens.	

 

La	gameta	masculina:	el	espermatozoide 

La	 creación	 de	 un	 nuevo	 individuo	 diploide	 requiere	 de	 la	 contribución	 de	 ambos	

pronúcleos	 haploides,	materno	 y	 paterno.	 El	 éxito	 de	 este	 proceso	 depende	 de	 una	

serie	de	eventos	secundarios	tales	como	que	el	espermatozoide	conserve	su	ADN,	 lo	



Introducción	

25 

 

pueda	 transportar	 hacia	 el	 sitio	 de	 fecundación	 y	 sea	 capaz	 de	 reconocer	 al	 oocito.	

Para	que	el	espermatozoide	pueda	cumplir	todas	estas	funciones,	debe	desarrollar	una	

morfología	 especializada	 con	 todos	 sus	 componentes	 estructurales	 hechos	 a	medida	

de	los	distintos	aspectos	específicos	relacionados	con	su	función.	El	espermatozoide	se	

divide	 en	 dos	 regiones	 principales:	 la	 cola,	 que	 incluye	 el	 flagelo	 responsable	 de	 la	

motilidad	y	 la	pieza	media	 responsable	de	 la	producción	de	energía,y	 la	 cabeza,	que	

contiene	al	ADN	y	 las	estructuras	 y	moléculas	necesarias	para	el	 reconocimiento	del	

oocito	y	la	fusión	con	dicha	gameta	(Figura	6),	(Curry	y	Watson,	1995).		

	

	

 
 

 
	

Figura	6.	Esquema	de	un	espermatozoide	de	mamífero.	Las	estructuras	principales	que	componen	el	
espermatozoide	son:	el	flagelo	responsable	de	la	motilidad	y	la	cabeza	reservorio	del	ADN	paterno.	

 

La	motilidad	activa,	proporcionada	por	el	flagelo,	es	necesaria	para	atravesar	el	mucus	

cervical,	cruzar	la	unión	útero-tubaria	y	penetrar	las	capas	del	oocito.	El	flagelo	puede	

ser	 dividido	 en	 cuatro	 regiones	 principales:	 pieza	 conectora,	 pieza	 media,	 pieza	

principal	y	pieza	final	(Figura	7).	En	el	centro	del	flagelo	se	extiende	el	axonema,	una	

superestructura	altamente	conservada	que	constituye	el	aparato	motor	de	la	cola	del	

espermatozoide.	Consiste	en	nueve	pares	de	microtúbulos	que	rodean	un	par	central,	

el	clásico	patrón	de	9	+	2.		Cada	uno	de	los	nueve	pares	consiste	en	una	subunidad	A	

que	 forma	 un	microtúbulo	 completo	 y	 una	 subunidad	 B,	 el	 cual	 es	 un	microtúbulo	

incompleto.	 Estos	pares	de	microtúbulos	 tienen	miles	de	motores	de	dineína	unidos	

que	“caminan”	sobre	los	mismos	energizados	por	la	hidrólisis	 	de	ATP,	provocando	la	

curvatura	 del	 flagelo	 (D.	 T.	 N.	 Chen	 et	al.	 2015).	 Además,	 los	 nueve	 pares	 de	

microtúbulos	están	unidos	entre	sí	por	una	proteína	llamada	nexina.		
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Figura	 7.	 Flagelo	 espermático.	Arriba:	esquema	donde	 se	 representa	 la	pieza	conectora,	pieza	media,	
pieza	principal	y	pieza	terminal.	Abajo:	imágenes	de	microscopia	electrónica	de	los	cortes	transversales	
de	sus	diferentes	secciones.	
 

La	 pieza	media,	 es	 un	 pequeño	 segmento	 conector	 entre	 el	 flagelo	 y	 la	 cabeza	 del	

espermatozoide.	 Su	mayor	 componente	 es	 el	 capitulum,	 una	 estructura	 fibrosa	 con	

forma	de	cúpula	y	columnas	segmentadas,	donde	se	posiciona	el	centriolo	proximal	en	

ángulo	 recto	 al	 eje	 del	 flagelo.	 Rodeando	 al	 axonema,	 desde	 la	 región	 de	 la	 pieza	

conectora	 hasta	 el	 final	 de	 la	 pieza	 principal,	 se	 encuentran	 nueve	 fibras	 densas	

conteniendo	proteínas	similares	a	la	queratina.	La	estabilización	de	estas	fibras	por	un	

gran	 número	 de	 puentes	 disulfuro	 entre	 sus	 componentes,	 sugiere	 que	 dichas	

estructuras	 estarían	 involucradas	 en	 otorgar	 al	 espermatozoide	 la	 elasticidad	 y	

flexibilidad	 necesarias	 para	 el	 batido	 de	 la	 cola.	 Además	 de	 las	 fibras	 densas,	 en	 la	

pieza	 media	 se	 encuentra	 la	 vaina	 mitocondrial,	 estructura	 compuesta	 por	

mitocondrias	 organizadas	 extremo	 con	 extremo	 que	 envuelven	 a	 la	 cola	 en	 forma	

helicoidal	y	cumplirían	un	papel	en	la	provisión	de	energía	para	el	espermatozoide.	En	

la	pieza	principal,	reemplazando	a	la	vaina	mitocondrial,	se	encuentra	la	vaina	fibrosa,	

conformada	 por	 dos	 columnas	 longitudinales	 asociadas	 entre	 sí	 por	 columnas	

transversales.	El	alto	grado	de	compactación	y	 la	orientación	de	las	fibras	en	la	vaina	

fibrosa	 serían	 importantes	 para	 regular	 el	 plano	 de	 batido	 de	 la	 cola	 del	

espermatozoide.	 Finalmente,	 la	 pieza	 final	 o	 terminal	 está	 formada	 por	 el	 axonema	

como	único	componente	estructural.	

	

La	cabeza	del	espermatozoide	contiene	un	rango	limitado	de	estructuras	entre	las	que	

se	 encuentran	 el	 núcleo,	 que	 ocupa	 la	 mayor	 parte	 de	 la	 cabeza,	 el	 acrosoma	 y	 la	
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región	 post-acrosomal	 (Figura	 8).	 El	 reconocimiento	 espermatozoide-oocito	 es	

primordialmente	 función	 de	 la	 membrana	 plasmática	 de	 la	 cabeza.	 La	 organización	

básica	de	la	cabeza	espermática	es	común	a	todos	los	espermatozoides	de	mamíferos,	

pero	 el	 tamaño	 y	 forma,	 tanto	 del	 núcleo	 como	 del	 acrosoma	 y	 de	 la	 cabeza	 en	 sí	

misma,	es	extremadamente	variable	entre	especies.	La	evolución	en	tamaño	y	forma	

de	 la	 gameta	 masculina	 fue	 conducida	 por	 dos	 fuerzas	 selectivas	 principales:	 la	

competencia	 espermática	 y	 la	 biología	 reproductiva	 de	 la	 hembra	 (Sanchez	 et	al.	

2013).	 Mientras	 que	 para	 el	 espermatozoide	 humano	 la	 forma	 es	 ovalada	 o	

espatulada,	para	el	espermatozoide	de	ratón	es	falciforme	(con	forma	de	hoz).	

	

 
 

Figura	 8.	 Cabeza	 del	 espermatozoide.	 A:	 se	 muestran	 las	 estructuras	 generales	 de	 la	 cabeza	 de	 un	
espermatozoide	 falciforme	 (izquierda)	 y	 otro	 con	 forma	 espatulada	 (derecha).	 B:	 se	 muestran	 las	
regiones	y	las	membranas	de	un	espermatozoide	falciforme.	

	

	

El	acrosoma	comienza	a	formarse	durante	las	primeras	etapas	de	la	espermiogénesis.	

Durante	 esta	 fase,	 el	 flagelo	 se	 elonga	 desde	 un	 polo	 de	 la	 célula	 definiendo	 la	

polaridad	de	la	misma.	El	acrosoma	se	forma	a	partir	de	gránulos	del	aparato	de	Golgi	

y	comienza	a	ubicarse	por	encima	del	núcleo.	Se	cree	que	las	vesículas	membranosas,	

cuyos	productos	parecen	ser	procesados	a	través	del	aparato	del	Golgi	y	repartidos	en	

forma	de	vesículas,	 se	 fusionan	unas	 con	otras	para	 formar	una	 sola	vesícula	que	 se	

asocia	 íntimamente	 con	 la	 envoltura	 nuclear.	 A	 medida	 que	 la	 espermiogénesis	

continúa,	las	membranas	forman	un	“capuchón”	mientras	que	su	contenido	acrosomal	

se	acumula,	al	mismo	tiempo	que	ocurre	la	condensación	nuclear	(D.	R.	Tulsiani	et	al.	

1998).	 El	 acrosoma	 en	 animales	 euterios	 consiste	 en	 dos	 compartimientos,	 un	 gran	

segmento	 anterior	 donde	 se	 encuentra	 la	 matriz	 que	 contiene	 las	 enzimas	 y	 un	

A	

B	
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segmento	 posterior	 más	 pequeño	 y	 delgado	 llamado	 segmento	 ecuatorial	 (Fléchon	

2015).	La	matriz	del	acrosoma	contiene	diferentes	enzimas	hidrolíticas,	entre	las	cuales	

la	hialuronidasa	y	la	acrosina	son	las	mayoritarias.	La	membrana	nuclear	que	limita	con	

la	membrana	plasmática	recibe	el	nombre	de	membrana	acrosomal	externa	mientras	

que	 la	 membrana	 que	 se	 sitúa	 sobre	 la	 envoltura	 nuclear	 se	 denomina	 membrana	

acrosomal	interna	(Figura	9).	Directamente	por	debajo	del	acrosoma	y	separándolo	del	

núcleo	hay	una	fina	capa	de	material	citoplasmático	estabilizado	por	puentes	disulfuro	

que	forma	la	teca	perinuclear.	La	función	de	la	misma	es	unir	el	acrosoma	al	núcleo	y	

se	cree	que	también	está	involucrada	en	la	activación	del	oocito	una	vez	que	ocurre	la	

fecundación	(Oko	&	Sutovsky	2009).		

	

 

 
Figura	 9.	 Detalle	 de	 la	 cabeza	 de	 un	 espermatozoide.	 En	 el	 esquema	 se	 observa:	 acrosoma,	 núcleo,	
segmento	 ecuatorial,	 región	 post	 acrosomal	 y	 cuello,	 y	 las	 membranas	 acrosomal	 externa	 e	 interna,	
nuclear	 y	 plasmática.	 (Tomado	 y	 modificado	 de	 https://	 commons.	 wikimedia.	 org/	 wiki/	 File:	
Complete_diagram_of_a_human_spermatozoa_en.svg)	

 

 

El	 núcleo	 contiene	 el	 ADN	 que	 será	 depositado	 en	 el	 ooplasma	 luego	 de	 la	

fecundación.	 La	 forma	 del	 núcleo	 es	 específica	 de	 cada	 especie,	 determinada	 por	 el	

genotipo	del	espermatozoide,	y,	en	la	mayoría	de	las	especies,	muestra	un	alto	grado	

de	uniformidad.	La	membrana	nuclear	carece	por	completo	de	poros	nucleares,	lo	que	

refleja	 probablemente	 la	 naturaleza	 inerte	 del	 núcleo	 espermático,	 junto	 con	 una	

cromatina	 altamente	 condensada	 y	 ausencia	 de	 cualquier	 capacidad	 de	 síntesis	
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(Bedford	&	Hoskins	1990).	El	ADN	de	los	espermatozoides	de	mamíferos	se	encuentra	

empaquetado	de	manera	más	compacta,	estando	al	menos	seis	veces	más	condensado	

que	el	ADN	en	cromosomas	mitóticos,	lo	que	le	permite	ocupar	un	pequeño	volumen	

(Ward	&	Coffey	1991).	El	anillo	posterior	 se	 forma	por	unión	circunferencial	entre	 la	

membrana	plasmática	y	la	membrana	nuclear	y,	al	igual	que	el	annulus	del	flagelo,	es	

una	barrera	 física	 entre	 los	dominios	de	membrana	 y	 representa	el	mayor	punto	de	

separación	 entre	 el	 flagelo	 y	 la	 cabeza	 (Curry	 y	 Watson	 1995).	 La	 estructura	 de	 la	

cromatina	es	muy	distinta	de	la	que	se	encuentra	en	las	células	somáticas,	requiere	de	

una	compactación	extrema	del	genoma	paterno	para	asegurar	su	protección	contra	el	

impacto	ambiental	durante	su	transporte	hasta	el	sitio	de	fecundación.	Se	sabe	que	la	

condensación	nuclear	tiene	lugar	en	forma	de	gradiente	desde	la	zona	apical	hacia	la	

zona	caudal	de	 la	 cabeza	del	espermatozoide	 (De	Vries	et	al.	2012).	 La	cromatina	de	

espermatozoides	 de	 mamíferos	 consiste	 en	 ADN	 asociado	 a	 protaminas	 unidas	 por	

puentes	disulfuro	inter	e	intra	catenarios.	El	primer	paso	de	esta	transición	consiste	en	

el	 reemplazo	de	 las	histonas	del	espermatozoide	por	proteínas	básicas	ricas	en	 lisina	

llamadas	proteínas	de	transición	TP1	y	TP2.	En	muchos	mamíferos	distintos,	TP1	es	una	

proteína	pequeña	de	54	aminoácidos	 con	una	distribución	uniforme	de	aminoácidos	

básicos,	 con	 capacidad	 de	 desestabilizar	 la	 doble	 hélice	 del	 ADN.	 Por	 otro	 lado,	 TP2	

actúa	 mejor	 estabilizando	 y	 condensando	 al	 ADN.	 TP2	 es	 una	 proteína	 de	 115	

aminoácidos	que	 tiene	distintos	dominios	estructurales	con	muchos	 residuos	básicos	

hacia	 el	 carboxilo	 terminal,	mientras	 que	 hacia	 el	 extremo	 amino	 terminal	 contiene	

motivos	 con	 dedos	 de	 zinc.	 Experimentos	 previos	 demostraron	 que	 TP2	 aparece	

temprano	en	la	espermátida	y	se	une	preferencialmente	a	secuencias	CpG	asociadas	a	

dominios	promotores	de	los	genes,	mediante	su	actividad	dependiente	de	zinc	que	le	

da	mayor	 afinidad	 por	 estas	 regiones	 (Lévesque	 et	al.	 1998).	 Además,	 dado	 que	 las	

islas	CpG	están	presentes	en	estas	regiones,	se	cree	que	la	unión	de	TP2	tendría	como	

consecuencia	 la	represión	de	la	actividad	transcripcional,	un	evento	que	coincide	con	

la	 aparición	 de	 las	 proteínas	 de	 transición	 (Kundu	 et	al.	 1996).	 En	 cambio,	 TP1	 que	

aparece	un	día	después,	parece	estimular	la	reparación	de	las	rupturas	simple	cadena	

del	ADN,	sugiriendo	que	podría	actuar	uniéndose	a	las	rupturas	que	ocurren	durante	la	

remoción	 de	 las	 histonas	 hasta	 que	 sean	 reparadas.	 Luego	 de	 la	 remoción	 de	 las	

histonas	y	 la	reparación	del	ADN,	se	depositan	 las	protaminas	en	 la	cromatina	de	 las	

espermátidas	elongadas	para	completar	 la	 compactación	de	 la	misma	y,	asegurar	de	

esta	 manera	 que	 el	 genoma	 permanezca	 inactivo	 hasta	 que	 el	 oocito	 sea	 activado	

luego	de	recibir	el	material	genético	paterno	(Brewer	et	al.	2002).	En	espermatozoides	

de	 ratón,	 menos	 del	 cinco	 por	 ciento	 del	 genoma	 permanece	 asociado	 a	 histonas,	

mientras	que	en	humanos	esta	fracción	varía	entre	diez	y	quince	por	ciento	(Mirella	L.	

Meyer-Ficca	 2013).	 Estas	 histonas	 parecen	 estar	 distribuidas	 a	 lo	 largo	 del	 genoma,	

principalmente	en	 regiones	de	genes	promotores	 (Arpanahi	et	al.	2009).	Además,	en	

espermatozoides	 humanos	 se	 descubrió	 que	 familias	 enteras	 de	 genes	 importantes	

para	 el	 desarrollo	 temprano	 están	 asociados	 a	 histonas	 (Hammoud	 et	al.	 2009),	
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sugiriendo	 que	 las	 histonas	 son	 necesarias,	 tanto	 para	 la	 reorganización	 de	 la	

cromatina	 y	 formación	 del	 pronúcleo	 paterno,	 como	 para	 el	 desarrollo	 del	 embrión	

(Ward	 2010).	 Las	 protaminas	 que	 se	 unen	 al	 resto	 del	 ADN,	 contienen	 una	 serie	 de	

dominios	ricos	en	arginina	que	se	unen	al	esqueleto	fosfodiéster	del	ADN	de	un	modo	

independiente	de	 la	secuencia	de	bases,	neutralizando	así	sus	cargas	negativas.	Cada	

molécula	de	protamina	se	une	a	cada	par	de	bases	del	ADN	en	el	surco	menor	de	 la	

doble	 hebra,	 y	 las	 argininas	 adyacentes	 a	 los	 dominios	 de	 anclaje	 conectan	 ambas	

hélices	del	ADN	(Brewer	et	al.	1999).	La		remodelación	de	la	cromatina	entonces,	tiene	

como	 fin	 la	 formación	 de	 un	 toroide	 de	 50	 kb	 aproximadamente,	 en	 forma	 de	

“doughnut”	 (dona)	con	el	bucle	de	cromatina	superenrollada	que	se	mantiene	en	su	

lugar	por	enlaces	disulfuro	formados	por	 la	oxidación	de	grupos	sulfhidrilo	presentes	

en	 las	 protaminas	 (Calvin	 &	 Bedford	 1971;	 D	 ’occhio	 et	al.	 2007).	 Estudios	 previos	

sugieren	que	el	agregado	de	zinc	al	semen	de	cabra	lavado,	inhibe	la	descondensación	

de	la	cromatina	de	estos	espermatozoides,	sugiriendo	que	el	zinc	presente	en	el	fluido	

seminal	 está	 involucrado	 en	 mantener	 la	 estabilidad	 de	 la	 cromatina	 espermática	

(Ohanian	1985).	Por	otro	 lado,	Kwist	y	Eliasson	 (Kwist	&	Eliasson	1980)	demostraron	

que	el	zinc	es	responsable	de		la	inhibición	de	la	descondensación	de	la	cromatina	de	

espermatozoides	 humanos.	 La	 conformación	 asociada	 a	 las	 regiones	 del	 ADN	 con	

histonas	 remanentes,	 se	 pliega	 para	 organizar	 la	 estructura	 nuclear	 especifica	 de	

espermatozoides	 (Figura	 10),	 la	 cual	 es	 mantenida	 por	 su	 asociación	 con	 la	 matriz	

nuclear	en	determinados	sitios,	 también	específicos	 (Santi	et	al.	1994)	 llamados	MAR	

(del	inglés:	“matrix	attachment	region”	o	región	de	anclaje	a	la	matriz).	Se	cree	que	en	

las	 regiones	 del	 ADN	 que	 se	 unen	 a	 la	 matriz	 extracelular	 se	 encuentran	 los	 genes	

activos	 (Ward	 1993).	 La	 organización	 estructural	 que	 incluye	 tanto	 a	 las	 histonas	

unidas	al	ADN	como	a	los	MARs,	probablemente	sea	transmitida	al	pronúcleo	paterno	

luego	 de	 la	 fecundación,	 indicando	 la	 necesidad	 de	 su	 presencia	 para	 una		

embriogénesis	normal.	
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Figura	 10.	 Principales	 elementos	 estructurales	 de	 la	 cromatina	 del	 espermatozoide.	 A:	 durante	 la	
espermiogénesis,	 las	 histonas	 son	 reemplazadas	 por	 protaminas,	 que	 condensan	 el	 ADN	 en	 forma	 de	
toroides	altamente	compactos.	Cada	protamina	del	toroide	es	un	dominio	de	“loop”	(la	parte	A	de	esta	
figura	 está	 modificada	 de	 una	 figura	 similar	 publicada	 en	 Ward	 et	 al	 1993).	 B:	 los	 toroides	 son	
organizados	 lado	a	 lado.	Evidencia	reciente	sugiere	que	algunos	fragmentos	del	ADN	retienen	histonas	
(solenoide	 verde).	 C:	 las	 cadenas	 del	 ADN	 que	 se	 unen	 a	 los	 toroides	 de	 protaminas	 son	 sensibles	 a	
nucleasas,	y	también	podrían	estar	unidas	a	histonas.	Modificado	de	(Ward	2010).	

 
	

Todos	 los	 primates,	 y	 la	 mayoría	 de	 los	 roedores	 estudiados	 hasta	 el	 momento,	

producen	espermatozoides	que	contienen	ambas	protaminas,	demostrando	que	tanto	

P1	como	P2	parecen	ser	 transcriptas	y	 traducidas.	Sin	embargo,	 los	espermatozoides	

de	 la	mayoría	del	 resto	de	 las	especies	solo	contienen	P1.	Mientras	que	el	gen	de	 la	

protamina	 P1	 parece	 ser	 transcripto	 y	 traducido	 en	 las	 espermátidas	 de	 todos	 los	

mamíferos,	el	gen	de	la	protamina	P2	es	regulado	traduccionalmente	de	una	manera	

específica	 de	 especie.	 En	 alguna	 de	 estas	 especies,	 el	 gen	 de	 la	 protamina	 P2	 está	

presente,	pero	parece	ser	disfuncional	o	producir	una	proteína	aberrante.		

Las	protaminas	son	pequeñas	(50-110	aminoácidos)	y	pueden	llegar	a	contener	un	70%	

de	arginina.	Se	 identificaron	dos	elementos	estructurales	en	 las	protaminas	de	todos	

los	vertebrados:	una	serie	de	pequeños	dominios	de	anclaje	que	contienen	múltiples	

aminoácidos	de	arginina	o	lisina	responsables	de	la	unión	proteína-ADN,	y	la	presencia	

de	múltiples	 residuos	de	 serina	o	 treonina	que	pueden	 ser	 utilizados	 como	 sitios	 de	
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fosforilación.	En	los	animales	euterios	las	protaminas	contienen	múltiples residuos	de	

cisteína	 que	 son	 los	 que	 se	 oxidan	 para	 formar	 puentes	 disulfuro	 que	 unen	 las	

protaminas	y	así	estabilizan	la	cromatina	durante	los	últimos	estadios	de	maduración	

de	 los	 espermatozoides.	 A	 pesar	 de	 que	 las	 protaminas	 parecen	 derivar	 de	 un	

precursor	 ancestral	 común,	 P2	 tiene	 varias	 características	 que	 la	 distinguen	 de	 P1.	

Existe	entre	un	50	y	un	70%	de	identidad	de	secuencia	entre	ambas	protaminas,	pero	

en	el	caso	de	P2,	el	gen	codifica	para	una	proteína	precursora	que	primero	se	une	al	

ADN	y	 luego	sufre	un	procesamiento	proteolítico.	El	procesamiento	de	 la	protamina,	

estudiado	en	detalle	en	el	ratón,	ocurre	durante	varios	días	en	las	espermátidas	tardías	

y	 resulta	 en	 la	 producción	 de	 seis	 formas	 procesadas	 del	 precursor.	 Cuando	 se	

completa	el	procesamiento,	aproximadamente	el	40%	del	extremo	amino	terminal	de	

la	molécula	es	removido.	La	forma	completamente	procesada	del	precursor	de	P2,	 la	

protamina	 P2,	 es	 un	 poco	 más	 larga	 que	 P1	 y	 es	 la	 forma	 predominante	 en	 el	

espermatozoide	maduro	(Balhorn	2007).	La	cantidad	de	protaminas	en	relación	al	ADN	

es	constante	entre	especies,	pero	la	relación	P1/P2	es	variable	(Corzett	et	al.	2002a)	y	

está	aparentemente	vinculada	con	el	tiempo	necesario	para	que	pueda	llevarse	a	cabo	

la	 descondensación	 nuclear.	 Aquellas	 especies	 que	 contienen	 P2	 además	 de	 P1	

descondensarían	 más	 rápidamente,	 sugiriendo	 que	 P1	 y	 P2	 difieren	 en	 el	 grado	 de	

estabilidad	que	confieren	a	la	cromatina	(Perreault	et	al.	1987).	

	

El	espermatozoide	en	el	tracto	reproductor	femenino	

A	pesar	de	que	el	macho	libera	millones	de	espermatozoides	en	el	tracto	reproductor	

de	 la	 hembra,	 esto	 no	 garantiza	 que	 la	 fecundación	 sea	 exitosa.	 Después	 de	 la	

eyaculación,	 los	 espermatozoides	 de	 los	 mamíferos	 no	 son	 capaces	 de	 fecundar	 al	

oocito	pues,	tal	como	se	mencionara	previamente,	la	capacidad	fecundante	adquirida	

durante	la	maduración	epididimaria	es	tan	sólo	de	carácter	"potencial".	Es	durante	su	

paso	 por	 el	 tracto	 reproductor	 femenino	 hacia	 el	 sitio	 de	 fecundación,	 que	 los	

espermatozoides	sufren	una	serie	de	cambios	morfológicos,	fisiológicos	y	bioquímicos	

denominados	en	su	conjunto,	capacitación	(Austin	1951;Chang	1951;Austin	&	Braden	

1952).	 Una	 vez	 depositados	 en	 el	 sitio	 de	 inseminación,	 la	 vagina	 en	 el	 caso	 de	

espermatozoides	humanos	y	de	 ratón,	 los	espermatozoides	son	 transportados	por	el	

tracto	reproductor	femenino	hasta	el	sitio	de	fecundación	en	la	ampulla	del	oviducto.	

En	 el	 momento	 de	 la	 cópula,	 los	 espermatozoides	 son	 inmótiles,	 o	 poseen	 una	

motilidad	muy	reducida,	razón	por	 la	cual,	se	acepta	que	 los	mismos	son	arrastrados	

hacia	 el	 cérvix	 como	 consecuencia	 de	 las	 contracciones	 musculares	 del	 tracto	

reproductor	 femenino.	 Unos	 pocos	 espermatozoides	 nadan	 a	 través	 de	 las	 uniones	

útero-tubarias	para	alcanzar	el	oviducto,	donde	los	espermatozoides	se	almacenan	en		

un	 reservorio	 interactuando	 con	 el	 epitelio	 oviductal	 (Suarez	 2005).	 El	 pasaje	 de	 los	

espermatozoides	a	través	del	oviducto	comienza	a	ser	controlado	por	varios	procesos	

regulatorios.	 A	 medida	 que	 se	 aproxima	 el	 momento	 de	 la	 ovulación,	 los	
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espermatozoides	 que	 se	 encuentran	 en	 el	 reservorio,	 continúan	 con	 el	 proceso	 de	

capacitación,	ya	iniciado	en	el	útero	(Figura	11),	incluyendo	también	la	hiperactivación	

de	la	motilidad.	Durante	el	proceso	de	capacitación,	ocurren	grandes	cambios	en	todos	

los	 compartimientos	 del	 espermatozoide:	 los	 factores	 originados	 en	 el	 fluido	

epididimario	y	el	plasma	seminal	se	pierden	o	redistribuyen,		los	lípidos	y	proteínas	de	

membrana	 se	 reorganizan,	 el	 flujo	 de	 iones	 induce	 modificaciones	 bioquímicas,	 los	

espermatozoides	 sufren	 la	 hiperactivación	 de	 la	 motilidad	 y	 se	 inician	 complejas	

señales	 de	 transducción	 (de	 Lamirande	 et	al.	 1997a),	 además	 de	 producirse	 un	

incremento	en	el	pH	intracelular.	Este	proceso	de	capacitación	de	los	espermatozoides	

también	puede	promoverse	in	vitro,	si	los	espermatozoides	se	incuban	en	presencia	de	

un	medio	de	 cultivo	definido	y	que	posea	determinadas	 condiciones	 favorables	para	

tal	 fin.	 Los	 requerimientos	 necesarios	 para	 lograr	 que	 esta	 capacitación	 in	 vitro	

funcione,	tales	como	las	horas	de	incubación	en	el	medio	o	la	composición	del	mismo,	

varían	 de	 una	 especie	 a	 otra,	 pero	 en	 general	 el	 medio	 de	 cultivo	 debe	 tener	 una	

composición	similar	a	la	del	fluido	oviductal		e	incluir	fuentes	de	energía	tales	como	los	

sustratos	piruvato,	lactato	y	glucosa,		albúmina,	y	los	iones	Ca2+,	K+,	Na+y		HCO3-.	

 

Figura	 11.	 Representación	 esquemática	 de	 la	 capacitación	 in	 vivo.	 Los	 espermatozoides	 todavía	
recubiertos	 con	 las	 sustancias	 originadas	 en	 el	 epidídimo	 y	 el	 plasma	 seminal	 no	 están	 capacitados	
cuando	 entran	 al	 oviducto.	 Se	 unen	 fuertemente	 a	 las	 células	 epiteliales	 del	 oviducto,	 las	 cuales	
responden	 a	 la	 síntesis	 de	 novo	 de	 una	 variedad	 de	 proteínas.	 Las	 proteínas	 específicas	 del	 epitelio	
oviductal	 se	unen	a	 los	 espermatozoides	 y	permiten	mantener	 la	 viabilidad	y	motilidad	de	 los	mismos	
Durante	el	tránsito	por	el	oviducto	se	produce	un	reordenamiento	de	las	proteínas	de	membrana	de	los	
espermatozoides.	Cuando	se	acerca	el	momento	de	la	ovulación,	se	producen	cambios	físicos	y	químicos	
en	el	ambiente	que	 favorecen	 la	capacitación.	La	unión	de	 los	espermatozoides	al	epitelio	oviductal	se	
debilita	y	la	adquisición	de	la	hiperactivación	permite	que	los	espermatozoides	se	desprendan	del	epitelio	
y	avancen	hacia	regiones	del	oviducto	donde	se	completa	el	proceso	de	capacitación	(de	Lamirande	et	al.	
1997b).		
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Por	 lo	 tanto,	 los	 cambios	 que	 se	 producen	 en	 el	 espermatozoide	 durante	 la	

capacitación	 le	 permiten,	 por	 un	 lado,	 sufrir	 la	 reacción	 acrosomal	 (RA),	 y	 por	 otro,	

cambiar	las	proteínas	de	membrana	favoreciendo	de	esta	manera	su	unión	al	epitelio	

oviductal.	Mientras	esto	ocurre	en	la	cabeza	del	espermatozoide,	en	la	cola	se	produce	

la	hiperactivación,	esto	es,	un	cambio	en	la	motilidad	que	permite	al	movimiento	del	

flagelo	alcanzar	la	fuerza	necesaria	para	superar	la	atracción	entre	el	espermatozoide	y	

el	epitelio	(Figura	11).	La	hiperactivación	de	la	motilidad	fue	definida	por	Yanagimachi	

(1994)	 como	 un	 patrón	 de	 nado	 característico,	 observado	 en	 la	 mayoría	 de	 los	

espermatozoides	 extraídos	 de	 la	 ampulla	 luego	 de	 la	 fecundación.	 El	 flagelo	 de	 los	

espermatozoides	 hiperactivados	 se	 mueve	 trazando	 una	 curva	 más	 profunda	 y	

usualmente	 su	 batido	 es	 menos	 asimétrico	 que	 el	 de	 los	 de	 espermatozoides	

activados.	Como	resultado	de	esto,	los	espermatozoides	hiperactivados	vistos	sobre	un	

portaobjetos	 nadan	 en	 círculo	 vigorosamente.	 El	 patrón	 de	motilidad	 es	 variable	 en	

distintas	 especies	 de	mamíferos	 estudiadas;	 en	 algunas	 especies,	 por	 ejemplo	 en	 el	

ratón,	 	 los	 espermatozoides	 forman	 un	 círculo	 completo	 con	 dos	 batidos,	 dando	 la	

apariencia	de	formar	una	figura	con	forma	de	ocho,	tal	como	se	puede	ver	en	la	figura	

12	 (Ho	&	 Suarez	 2001).	 De	 esta	manera,	 el	 espermatozoide	 empuja	 y	 escapa	 de	 las	

criptas	que	se	hallan	en	la	mucosa	(Susan	S	Suarez	2008;	Buffone	et	al.	2012),y	sólo	los	

espermatozoides	 hiperactivados	 pueden	 separarse	 del	 epitelio	 oviductal	 (Demott	 &	

Suarez	1992).	La	 liberación	de	 los	espermatozoides	es	gradual,	de	 tal	manera	que	se	

reduzcan	 las	 posibilidades	 de	 que	 ocurra	 polispermia.	 Además,	 los	 espermatozoides	

son	guiados	hacia	el	oocito	por	secreciones	del	oviducto,	 las	células	del	cumulus	o	el	

propio	oocito.	El	avance	hacia	el	 sitio	de	 fecundación	depende	del	 transporte	pasivo	

llevado	 a	 cabo	 por	 el	 fluido	 oviductal,	 pero	 también	 de	 la	 motilidad	 de	 los	

espermatozoides	 (Demott	 &	 Suarez	 1992).	 La	 hiperactivación	 también	 es	 necesaria	

para	asistir	al	espermatozoide	cuando	penetra	la	matriz	del	cumulus,	y	la	zona	pelúcida	

del	oocito	durante	la	fecundación.	

 

 

Figura	12.	Hiperactivación	en	espermatozoides	de	ratón.	Patrón	de	movimiento	característico	de	
espermatozoides	activados	e	hiperactivados	(	Suarez	2008).		
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Una	vez	que	 los	 espermatozoides	 se	 capacitaron	en	el	 tracto	 reproductor	 femenino,	

responden	a	distintos	estímulos	complejos	que	los	impulsan	a	sufrir	la	RA.	Durante	la	

misma,	 la	 membrana	 acrosomal	 externa	 se	 fusiona	 con	 la	 membrana	 plasmática	

produciendo	la	exocitosis	de	todo	el	contenido	del	acrosoma	(Figura	13).	Luego	de	la	

fusión	 de	 las	 dos	membranas,	 los	 componentes	 solubles	 del	 acrosoma	 comienzan	 a	

difundir,	 mientras	 que	 los	 componentes	 particulados	 de	 la	 matriz	 permanecen	

expuestos	 en	 la	 superficie	 hasta	 que	 la	 matriz	 se	 rompe	 y	 estos	 componentes	 son	

liberados	 (Noland	 et	al.	 1994;	 Foster	 et	al.	 1997;	 Buffone	 et	al.	 2009).	 La	 síntesis	 de	

glicoproteínas	y	 su	 transporte	al	 acrosoma	es	muy	activa,	especialmente	durante	 las	

primeras	 etapas	 de	 la	 espermiogénesis,	 lo	 que	 provoca	 cambios	 en	 la	 estructura	

nuclear,	 la	 membrana	 y	 el	 acrosoma.	 El	 acrosoma	 contiene	 una	 gran	 variedad	 de	

glicohidrolasas,	proteinasas,	fosfatasas,	esterasas	y	aril-sulfatasas.		

Es	importante	diferenciar	la	RA	fisiológica	o	verdadera	de	la	RA	falsa,	que	consiste	en	la	

pérdida	del	capuchón	acrosomal	por	muerte	de	los	espermatozoides.	Dentro	de	la	RA	

verdadera,	se	puede	distinguir	una	RA	inducida	por	el	oocito	y	una	RA	espontánea,	que	

se	produce	en	 ausencia	del	 oocito.	La	 reacción	 acrosomal	 desencadena	una	 serie	de	

eventos	 esenciales	 para	 que	 ocurra	 la	 fecundación.	 	En	 primer	 lugar,	 la	 membrana	

acrosomal	 interna	 se	 transforma	en	el	nuevo	dominio	de	membrana	en	 la	 superficie	

celular;	 permitiendo	 que	 las	 moléculas	 que	 se	 encontraban	 dentro	 del	 acrosoma	

queden	 expuestas	 para	 ayudar	 al	 espermatozoide	 a	 atravesar	 la	 zona	 pelúcida	 (ZP).	

También	 se	 adquiere	 la	 capacidad	 fusogénica	 de	 la	 membrana	 plasmática	 del	

segmento	 ecuatorial	 del	 espermatozoide.	 Sólo	 la	 membrana	 plasmática	 de	

espermatozoides	 que	 han	 experimentado	 la	 RA	 es	 capaz	 de	 fusionarse	 con	 la	

membrana	plasmática	del	oocito.	
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Figura	13.	Esquema	de	los	cambios	producidos	en	las	membranas	del	espermatozoide	durante	la	RA.	
A:	 esquema	de	 la	 superficie	 del	 espermatozoide.	 La	 cabeza	 puede	 ser	 subdividida	 en	 cuatro	 regiones:	
apical,	pre-ecuatorial,	ecuatorial	y	post-ecuatorial.	El	acrosoma	se	sitúa	en	la	zona	apical	del	núcleo;	B:	
luego	de	unirse	al	oocito,	la	membrana	plasmática	apical	se	fusiona	con	la	membrana	acrosomal	externa	
en	 múltiples	 sitios.	 C:	 el	 contenido	 del	 acrosoma	 (enzimas	 hidrolíticas)	 se	 secretan,	 permitiendo	 la	
digestión	 de	 la	 matriz	 extracelular	 del	 oocito	 (ZP).	 D:	 una	 vez	 finalizada	 la	 reacciona	 acrosomal,	 la	
membrana	 acrosomal	 interna	 forma	 un	 continuo	 con	 la	 membrana	 plasmática.	 1:	 membrana	
plasmática;	2:	membrana	acrosomal	externa;	3:	contenido	acrosomal;	4:	membrana	acrosomal	interna;	
5:	 envoltura	nuclear;	6:	núcleo	 conteniendo	el	ADN	condensado;	7:	anillo	posterior;	8:	pieza	media;	9:	
mitocondrias;	 10:	 anillo	 anular;	 11:	 flagelo;	 12:	 vesícula	 mixta	 (membrana	 plasmática	 unida	 a	 la	
membrana	acrosomal	externa);	13:	secreción	acrosomal;	14:	Sitio	fusogénico.).	Modificado	de	(Flesch	&	
Gadella	2000).	

	

La	 iniciación	 de	 la	 fusión	 de	 membranas	 en	 el	 espermatozoide	 podría	 ocurrir	 en	

distintos	 puntos,	 pero	 todavía	 no	 se	 conoce	 con	 certeza	 dónde	 comienza	 y	 cómo	

progresa,	dado	que	 la	misma	depende	de	 la	especie	y	del	modo	de	 inducción.	Hasta	

hace	algunos	años,	 se	sostenía	 la	hipótesis	que	 la	RA	ocurría	como	consecuencia	del	

contacto	del	espermatozoide	con	la	ZP	 	y	que	los	espermatozoides	que	reaccionaban	

antes	de	contactar	con	la	zona	pelúcida	del	oocito	eran	incapaces	de	unirse	a	la	misma,		

perdiendo	 la	 capacidad	 de	 fecundar	 (Saling	 et	al.	 1979).	 Sin	 embargo,	 en	 1984	

Yanagimachi	y	Phillips	(Yanagimachi	&	Phillips	1984)	observaron	in	vivo	que	la	mayoría	

de		 los	espermatozoides	de	hámster	 iniciaban	su	RA	mientras	avanzaban	a	través	del	

cumulus.	 Varios	 años	 después,	 Kim	 y	 Gerton	 (Kim	 &	 Gerton	 2003)	 propusieron	 un	

nuevo	modelo,	denominado	“	exocitosis	acrosomal”,	en	el	que	la	RA	sería	un	proceso	

gradual,	espontáneo,	que	sería	acelerado	por	la	ZP,	pero	no	iniciado	por	la	misma.	En	

los	últimos	años,	varios	grupos	demostraron	que	existen	varias	etapas	previas	a	la	RA	

(Figura	 14).	 Tanto	 en	 ratón	 como	 en	 cobayo,	 se	 descubrió	 que	 hay	 una	 relación	

temporal	 entre	 las	 cuatro	 etapas	 de	 la	 exocitosis	 acrosomal	 que	 representan	 los	
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estadios	transicionales	que	conducen	a	la	liberación	completa	de	los	componentes	que	

se	 encuentran	 dentro	 del	 acrosoma	 (Buffone	 et	al.	 2009;	 Kim	 et	al.	 2011).	 Las	

evidencias	previas	 acerca	del	 rol	 de	 la	 ZP	en	 la	exocitosis	 acrosomal	 también	 fueron	

cuestionadas	por	Jin	(Jin	et	al.	2011),	quien	junto	a	su	grupo	de	trabajo	descubrió	que	

la	mayoría	de	los	espermatozoides	que	fecundaban	y	se	encontraban	en	el	cumulus,	ya	

habían	 iniciado	 la	 RA	 y	 que,	 además,	 estos	 espermatozoides	 penetraban	 la	 ZP	 sin	

detenerse	 demasiado	 tiempo	 en	 su	 superficie.	 Otro	 grupo	 afirma	 también	 que	 el	

cumulus	sería	el	sitio	de	exocitosis	acrosomal	y	un	nuevo	concepto	surgió	en	estudios	

recientes	 sosteniendo	 que	 sindecan-1	 (proteoglicano	 de	 heparán	 sulfato	 ubicado,	

generalmente,	 en	 membranas)	 está	 presente	 en	 las	 células	 del	 cumulus	 y	 posee	 la	

habilidad	de	inducir	 la	exocitosis	 in	vivo	(Joshi	et	al.	2014).	Entonces,	actualmente,	se	

cree	que	solamente	algunos	espermatozoides	comienzan	la	RA	en	la	ZP,	pero	éstos	son	

la	 excepción	 en	 lugar	 de	 ser	 la	 regla.	 Varias	 moléculas	 pueden	 inducir	 la	 exocitosis	

acrosomal	pero,	de	todas	maneras,	este	proceso	debe	ser	coordinado	en	el	tiempo	y	el	

espacio	para	que	la	fecundación	sea	exitosa. 

 

 
 

 

Figura	 14.	 ¿Dónde	 se	 inicia	 la	 exocitosis	 acrosomal?	 Los	 escenarios	 1-4	 ilustran	 dónde	 los	
espermatozoides	 podrían	 sufrir	 la	 exocitosis	 acrosomal	 mientras	 viajan	 al	 sitio	 de	 fecundación.	 La	
combinación	 de	 técnicas	 antiguas	 y	 modernas	 de	 imágenes	 in	 vivo,	 muy	 potentes,	 debería	 ayudar	 a	
resolver	este	problema	en	un	futuro	cercano	(Buffone	et	al.	2014).		
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Fecundación	

La	 fecundación,	 definida	 como	 la	 unión	 de	 un	 espermatozoide	 con	 un	 oocito,	 en	 el	

caso	 de	 los	 mamíferos	 es	 un	 proceso	 interno	 que	 ocurre	 en	 el	 oviducto,	 más	

específicamente	en	la	ampulla.	Cuando	la	gameta	masculina	logra	llegar	a	este	sitio	de	

manera	 coordinada	 con	 la	 ovulación	 del	 oocito	 que	 se	 encuentra	 arrestado	 en	

metafase	II,	tendrá	que	atravesar	las	distintas	barreras	que	lo	rodean	antes	de	poder	

ingresar	al	ooplasma	(Figura	15).	

	

 
 

 

Figura	15.	Capas	que	rodean	el	oocito.	En	el	esquema	se	observa:	el	núcleo,	el	citoplasma	rodeado	por	
el	espacio	perivitelino	y	la	zona	pelúcida.	Más	externamente,	la	densa	masa	de	células	del	cumulus	que	
habitualmente	rodean	el	oocito	(corona	radiata).	

	
En	la	mayoría	de	las	especies,	el	espermatozoide,	una	vez	que	atraviesa	la	unión	útero-

tubaria,	 se	 almacena	 en	 el	 istmo	 hasta	 el	 momento	 de	 la	 ovulación.	 El	 epitelio	 del	

istmo	 genera	 un	 microambiente	 que	 estabiliza	 al	 espermatozoide	 por	 un	 período	

determinado	 hasta	 que	 se	 desencadena	 la	 ovulación,	 momento	 en	 el	 cual,	 ciertos	

factores	femeninos	estimulan	la	 liberación	del	espermatozoide.	Este	proceso	ayuda	a	

reducir	el	número	de	espermatozoides	disponibles	en	el	sitio	de	fecundación,	haciendo	

que	 la	proporción	 in	vivo	espermatozoide:	oocito	sea	1:1	o	aún	menor	(Yanagimachi,	

1994).	La	primera	barrera	con	que	se	encuentra	el	espermatozoide	capacitado	al	llegar	

al	 oocito	 es	 la	 corona	 radiata,	 formada	 por	 las	 células	 del	 cumulus	 y	 su	 matriz	

extracelular.	La	matriz	es	secretada	por	las	células	del	cumulus	durante	la	reanudación	

de	 la	 meiosis,	 causando	 una	 rápida	 expansión	 del	 mismo,	 antes	 de	 que	 ocurra	 la	

ovulación.	 El	 componente	 principal	 de	 la	 matriz	 es	 el	 ácido	 hialurónico	 (Russell	 &	

Salustri	 2006),	 que	 se	 encuentra	 asociado	 a	 distintas	 proteínas.	 Actualmente	 se	

encuentra	en	discusión	de	qué	manera	los	espermatozoides	aptos	logran	atravesar	el	

cumulus.	Se	cree	que	el	espermatozoide		se	abre	paso	gracias	a	la	combinación	de	dos	

factores:	 uno	 enzimático,	 en	 el	 cual	 la	 hialuronidasa	 liberada	 durante	 la	 exocitosis	
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acrosomal	 degrada	 la	 matriz	 extracelular	 de	 las	 células	 del cumulus,	 generando	 un	

cambio	en	la	viscoelasticidad	y	por	lo		tanto,	facilitando	el	movimiento	del	flagelo;	y	un	

factor	 mecánico	 que	 consiste	 en	 la	 hiperactivación	 que	 logra	 el	 espermatozoide	

durante	su	pasaje	por	el	oviducto	(Green	1988;	Bedford	1998;	Kim	et	al.	2008).	Una	vez	

que	el	espermatozoide	inicia	la	exocitosis	acrosomal,	continúa	su	trayecto	a	través	de	

la	ZP	que	protege	al	oocito	de	posibles	daños	 físicos	y,	 luego	de	atravesarla,	 transita	

por	el	espacio	perivitelino	 rápidamente	para	 fusionarse	con	 la	membrana	plasmática	

del	oocito,	última	barrera	física	que	el	espermatozoide	deberá	atravesar	antes	de	que	

se	produzca	la	fecundación.	

 

Descondensación	de	la	cromatina	

El	primer	cambio	visible	que	ocurre	en	el	núcleo	del	espermatozoide	luego	de	penetrar	

la	membrana	del	oocito	es	la	ruptura	de	la	envoltura	nuclear	y	la	interacción	de	la		teca	

perinuclear	 con	 el	 ooplasma,	 coincidentemente	 con	 la	 descondensación	 cromatínica	

(Yanagimachi	1994).	Previa	 incorporación,	el	oocito	está	arrestado	en	MII	y	el	núcleo	

del	espermatozoide	está	altamente	condensado	e	 inactivo;	por	 lo	 tanto,	 la	 fusión	de	

ambas	 membranas	 conduce	 a	 la	 descondensación	 y	 el	 remodelamiento	 de	 los	

genomas	parentales	(Figura	16).	 

 
 

Figura	16.	Alteraciones	de	la	cromatina	post-fecundación.	El	panel	de	arriba	ilustra	la	estructura	de	la	

cromatina	 del	 espermatozoide	 maduro	 a	 partir	 del	 momento	 de	 la	 fecundación,	 y	 en	 los	 estadios	

siguientes	en	los	cuales	se	produce	la	transición	protamina-histona,	resultando	en	la	descondensación	de	

la	cromatina	del	espermatozoide.	En	 la	parte	 inferior	se	 ilustra	 la	cronología	de	eventos	asociado	a	 los	

distintos	estadios	del	desarrollo	embrionario	que	se	correlaciona	con	las	modificaciones	en	la	cromatina	

(modificado	de	Jenkins	&	Carrell	2012).	
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Las	primeras	evidencias	acerca	del	mecanismo	de	descondensación	de	la	cromatina	de	

espermatozoides	las	aportaron	Calvin	y	Bedford	en	1973	(Bedford	et	al.	1973)	cuando	

descubrieron	 puentes	 disulfuro	 presentes	 en	 el	 núcleo	 del	 espermatozoide.	 Algunos	

años	después,	surgieron	más	evidencias	acerca	de	la	pérdida	de	proteínas	especificas	

del	núcleo	que	estaban	unidas	de	manera	no	azarosa	al	ADN	espermático	(Ecklund	&	

Levine	 1975).	 Estas	 evidencias	 junto	 con	 hallazgos	 posteriores,	 permitieron	

comprender	 dos	 eventos	 cruciales	 para	 que	 se	 produzca	 la	 descondensación	 de	 la	

cromatina.	Uno	de	estos	eventos	involucra	la	reducción	de	los	puentes	disulfuro	(-S-S-)	

de	 las	 protaminas	 a	 sulfhidrilos	 libres	 (-SH),	 y	 el	 otro	 implica	 el	 intercambio	 de	 las	

protaminas	del	 espermatozoide	por	histonas	del	oocito.	 Tradicionalmente,	 estos	dos	

eventos	 se	 han	 considerado	 como	 dos	 etapas	 secuenciales	 en	 las	 que	 primero	 se	

reducen	los	puentes	disulfuro	por	medio	de	un	agente	reductor	y	luego	se	remueven	

las	 protaminas	 para	 que	 sean	 reemplazadas	 por	 histonas	 maternas	 (Perreault	 et	al.	

1984;	Zirkin	et	al.	1985).	

Si	bien	las	protaminas	son	reemplazadas	por	las	histonas	oocitarias	cuando	se	produce	

la	 descondensación	 de	 la	 cromatina,	 parecería	 ser	 que	 las	 histonas	 que	 ya	 están	

presentes	 en	 el	 ADN	 de	 los	 espermatozoides	 no	 son	 reemplazadas,	 sino	 que	 se	

conservan	(Kopecný	&	Pavlok	1975;	Ajduk	et	al.	2006;	van	der	Heijden	et	al.	2006).	Van	

der	 Heijden	 y	 colaboradores	 (van	 der	 Heijden	 et	al.	 2008)	 demostraron	 que	 las	

histonas	 con	 modificaciones	 específicas	 están	 también	 presentes	 en	 el	 pronúcleo	

paterno,	sugiriendo	que	nunca	fueron	reemplazadas	(Figura	17).		
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Figura	17.	Elementos	estructurales	que	el	embrión	hereda	de	la	cromatina	espermática.	El	ADN	de	las	
espermátidas	 redondas	 está	 empaquetado	 por	 histonas	 (arriba),	 pero	 durante	 la	 espermiogénesis	 la	
mayoría	de	estas	histonas	son	reemplazadas	por	protaminas	(medio,	rojo).	Luego	de	la	fecundación,	las	
protaminas	 se	 remueven	 y	 son	 reemplazadas	 por	 histonas	 del	 oocito	 (abajo,	 verde	 claro).	 De	 todas	
maneras,	 algunas	 de	 estas	 histonas	 que	 fueron	 retenidas	 en	 el	 ADN	 (medio,	 verde	 oscuro)	 formaran	
parte	 del	 pronúcleo	 masculino	 luego	 de	 la	 fecundación.	 Las	 regiones	 de	 anclaje	 a	 la	 matriz	 nuclear	
(MARs)	seguramente	serán	retenidas	también	en	el	pronúcleo	masculino	(Ward	2010).	
	

Teniendo	 en	 cuenta	 que	 el	 núcleo	 de	 los	 espermatozoides	 de	mamíferos	 es	 rico	 en	

uniones	disulfuro	que	se	forman	a	lo	largo	de	su	maduración	en	el	epidídimo		(Calvin	&	

Bedford	1971;	Saowaros	&	Panyim	1979),	es	lógico	pensar	que	sea	necesaria	la	acción	

de	un	agente	reductor	de	estos	puentes	disulfuro	para	que	ocurra	la	descondensación.	

Esta	hipótesis	fue	confirmada	mediante	la	realización	de	experimentos	in	vitro,	en	los	

que	 se	 utilizaron	 distintos	 agentes	 reductores	 no	 fisiológicos	 para	 lograr	 la	

descondensación	 de	 la	 cromatina	 (Marushige	&	Marushige	 1975;	Witkin	 et	al.	 1975;	

Zirkin	&	Chang	1977;	Marushige	&	Marushige	1978;	Wagner	&	Yun	1979;	Young	1979),	

agentes	 tiólicos	 más	 SDS	 (Bedford	 et	al.	 1973;	 Mahi	 &	 Yanagimachi	 1973;	 Gall	 &	

Ohsumi	1976;	Evenson	et	al.	1978).	Sin	embargo,	ya	hay	bastante	evidencia	de	que	in	

vivo,	 la	 tiorreducción	 (reducción	 de	 los	 puentes	 disulfuro)	 la	 lleva	 a	 cabo	 el	 GSH	

presente	 en	 el	 oocito	 maduro	 en	 una	 gran	 variedad	 de	 especies	 de	 mamíferos	

incluyendo	 la	 humana	 (Perreault	 et	al.	 1984;	 Calvin	 et	al.	 1986;	 Liu	 &	 Baker	 1992;	
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Sutovsky	 &	 Schatten	 1997)	 y	 sería	 el	 paso	 limitante	 de	 la	 velocidad	 de	

descondensación	 nuclear	 espermática	 (Zirkin	 et	al.	 1982;	 Perreault	 et	al.	 1987).	 Aún	

más,	 en	 1997	 Sutovsky	 y	 Schatten	 (Sutovsky	 &	 Schatten	 1997)	 demostraron	 que	 la	

depleción	 de	 glutatión	 (GSH)	 en	 oocitos	 de	 bovino	 impedía	 la	 formación	 de	 los	

pronúcleos	 luego	 de	 la	 inyección	 intracitoplasmática	 de	 espermatozoide	 (ICSI).	

Además,	 cuando	 se	 reducían	 los	 puentes	 disulfuro	 con	 DTT	 en	 	 estos	 oocitos	

depletados	 de	 GSH	 se	 observó	 que	 la	 descondensación	 nuclear	 se	 restablecía,	

confirmando	la	necesidad	del	GSH	para	que	la	descondensación	ocurriera	(Sutovsky	&	

Schatten	1997).	Otros	autores	bloquearon	la	síntesis	de	GSH	en	oocitos	de	hámster	y	

obtuvieron	el	mismo	resultado	(Perreault	et	al.	1988).	El	GSH	es	un	tripéptido	(γ-Glu-

Cys-Gly)	que	contiene	un	enlace	peptídico	inusual	entre	el	grupo	amino	de	la	cisteína	y	

el	 grupo	 carboxilo	 de	 la	 cadena	 lateral	 del	 glutamato	 (Figura	 18).	 Además,	 es	

sintetizado	durante	 la	meiosis	 I	 (Perreault	et	al.	1988)	y	es	el	mayor	componente	no	

proteico	sulfatado	del	citoplasma	del	oocito	de	mamíferos	(Abazari-Kia	et	al.	2014).	El	

tripéptido	es	un	agente	reductor	endógeno	que	protege	a	las	células	de	la	oxidación	y	

que	cumple	muchas	otras	funciones	asociadas	al	metabolismos	celular	(Alton	Meister	

&	Anderson	1983).	

 

 
	

 

Figura	 18:	 Estructura	 química	 del	 glutatión.	 A:	 esqueleto	 carbonado	 del	 glutatión	 reducido.	 B:	
estructura	tridimensional	de	la	molécula,	en	la	que	se	pueden	diferenciar	 los	átomos	de	carbono	(gris),	
hidrógeno	(blanco)	oxígeno	(rojo),	nitrógeno	(azul)	y	azufre	(amarillo).		

 

El	 glutatión	 existe	 en	 los	 estados	 reducido	 (GSH)	 y	 oxidado	 (GSSG).	 La	 síntesis	

intracelular	 de	 esta	 molécula	 se	 produce	 por	 la	 acción	 secuencial	 de	 dos	 enzimas,	

primero	mediante	 la	actividad	de	 la	enzima	γ-glutamilcisteinasintetasa	 (GCS),	y	 luego	

por	 la	 actividad	 de	 la	 enzima	 glutatión	 sintetasa.	 Más	 del	 90%	 del	 total	 del	 GSH	

intracelular	se	encuentra	como	glutatión	reducido,	y	el	balance	entre	GSH	y	GSSG	se	

mantiene	 a	 través	 de	 un	 rápido	 reciclado	 de	 GSSG	 a	 GSH	 vía	 la	 enzima	 glutatión	

reductasa	 (GR)	 (A	Meister	&	 Anderson	 1983)	 (Figura	 19).	 Hay	 evidencias	 de	 que	 los	

oocitos	regenerarían	y	mantendrían	el	GSH	en	estado	tiol	de	manera	similar	al	resto	de	

las	células	(Wiesel	&	Schultz	1981).		
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Figura	19.	Hipótesis	de	 la	adquisición	de	 la	 capacidad	 tiorreductora	de	puentes	disulfuro	del	núcleo	
espermático	durante	la	maduración	oocitaria	en	mamíferos.	En	el	momento	de	la	fecundación,	el	GSH	
se	 oxida	 a	 GSSG	 como	 consecuencia	 de	 la	 reducción	 de	 los	 puentes	 disulfuro	 de	 las	 protaminas	 (La	
enzima	responsable	de	esta	reacción	es	la	glutatión	reductasa	(GR)).	Para	que	esto	suceda,	se	requiere	
tanto	 de	 la	 síntesis	 de	 un	 nivel	 relativamente	 alto	 de	 GSH	 intra-oocitario	 en	 oocitos	 arrestados	 en	
metafase	II	 luego	de	 la	ruptura	de	 la	vesícula	germinal;	como	de	un	adecuado	sistema	regenerador	de	
GSH	 en	 el	 momento	 de	 la	 fecundación.	 PS-SP:	 protamina	 con	 puente	 disulfuro.	 PSH:	 protamina	
tiorreducida.	GSSG:	glutatión	oxidado.	GR:	glutatión	reductasa	(Modificado	de	Perreault,	1990).	

	
	

La	importancia	fisiológica	del	incremento	del	GSH	durante	la	maduración	oocitaria	fue	

demostrada	 por	 	 el	 grupo	 de	 Perreault	 (Perreault	 et	al.	 1988)	 cuando	 vieron	 que	 la	

capacidad	 descondensante	 del	 núcleo	 espermático	 que	 posee	 el	 oocito,	 podía	 ser	

bloqueada	 o	 inhibida	 tratando	 los	 oocitos	 inmaduros	 de	 hámster	 (prometafase	 I-

metafase	 I)	 con	 BSO	 (L-buthionina-S,	 R-	 sulfoximina),	 un	 compuesto	 que	 inhibe	

específicamente	a	la	enzima	GCS.	Los	resultados	obtenidos	demostraron	que	la	síntesis	

de	 GSH	 durante	 los	 primeros	 estadios	 de	 la	 maduración	 oocitaria,	 es	 esencial	 para	

adquirir	 la	 capacidad	 descondensante.	 Por	 otro	 lado,	 los	 investigadores	 no	 vieron	

efecto	alguno	del	BSO	sobre	 la	capacidad	descondensante	de	oocitos	en	metafase	 II,	

sugiriendo	que	la	síntesis	y	degradación	del	GSH	es	baja	en	estos	oocitos,	y	que	el	GSH	

presente	 en	 los	 mismos	 procede	 de	 estadios	 previos	 y	 es	 suficiente	 para	 lograr	 la	

descondensación	de	la	cromatina.	Asimismo,	la	capacidad	descondensante	en	oocitos	

que	 ya	 formaron	 sus	 pronúcleos	 disminuye	 o	 se	 hace	 prácticamente	 nula	 (Usui	 &	

Yanagimachi	 1976).	 Teniendo	 en	 cuenta	 toda	 la	 evidencia	 de	 experimentos	 previos,	

parecería	 ser	 que	 la	 capacidad	 descondensante	 es	 máxima	 en	 los	 oocitos	 maduros	

arrestados	en	metafase	II,	y	menor	en	oocitos	inmaduros	que	se	encuentran	en	estadio	

de	vesícula	germinal	(VG)	(Barros	&	Muñoz	1973;	Usui	&	Yanagimachi	1976;	Berrios	&	

Bedford	1979;	Tarkowski	&	Bałakier	1980;	Perreault	et	al.	1988).	Probablemente,	esta	

diferencia	 en	 la	 capacidad	descondensante	 esté	 relacionada	 con	 la	 disponibilidad	de	

GSH	 una	 vez	 que	 ocurre	 el	 proceso	 de	 descondensación,	 dado	 que	 una	 vez	 que	 las	

protaminas	sufren	la	reducción	de	sus	puentes	disulfuro	por	medio	del	glutatión,	esta	

molécula	 se	 oxida	 convirtiéndose	 en	 GSSG.	 Se	 podría	 suponer	 que	 los	 niveles	
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necesarios	de	GSH	para	reducir	 los	puentes	disulfuro	de	las	protaminas	dependen	de	

su	 regeneración	mediante	 la	 actividad	de	 la	 enzima	 glutatión	 reductasa,	 que	 fluctúa	

con	el	estado	de	madurez	de	 los	oocitos	 (Wiesel	&	Schultz	1981).	En	1988	Perreault	

demostró	(Perreault	et	al.	1988)	la	diferencia	que	existe	en	el	contenido	de	GSH	en	los	

distintos	estadios	de	madurez	de	los	oocitos.	El	valor	promedio	de	GSH	encontrado	en	

oocitos	 ovulados	 de	 hámster	 equivale	 a	 una	 concentración	 aproximada	 de	 7,8	mM,	

mientras	que	la	misma	aumenta	a	alrededor	de	9-10	mM	en	oocitos	ovulados	de	ratón	

(Calvin	et	al.	1986).	Por	el	contrario,	 las	concentraciones	de	GSH	en	VG	y	oocitos	con	

pronúcleo	de	hámster	disminuye	a	4-6	mM	(Perreault	et	al.	1988).	Este	cambio	en	las	

concentraciones	en	el	que	GSH	es	alto	cuando	el	oocito	está	arrestado	en	metafase,	y	

bajo	 cuando	 el	 oocito	 está	 en	 interfase	 (VG	 o	 pronúcleo),	 indicaría	 que	 las	

concentraciones	de	GSH	fluctúan	durante	el	ciclo	celular	del	mismo	y,	por	lo	tanto,	la	

síntesis	de	GSH	estaría	regulada	por	factores	que	regulan	el	ciclo	celular	(Zuelke	et	al.	

2003).	Una	vez	maduro	el	oocito,	se	frena	la	síntesis	y	los	valores	elevados	de	GSH	se	

mantienen	por	medio	de	la	glutatión	reductasa	(Luberda	2005).	No	se	conocen	todavía	

las	implicancias	del	rápido	aumento	en	GSH	durante	las	primeras	etapas	de	la	meiosis,	

pero	 evidencias	 aportadas	 por	 el	 grupo	de	 Soltaninassab	 (Soltaninassab	 et	al.	 2000),	

indicarían	que	el	tiempo	intermedio	entre	la	aplicación	de	hCG	y	el	incremento	de	GSH	

sería	 suficiente	para	permitir	 la	 transcripción	y	 traducción	de	 la	enzima	GCS,	enzima	

catalizadora	 de	 la	 reacción	 limitante	 de	 la	 síntesis	 de	 GSH.	 De	 estos	 experimentos,	

también	se	desprende	entonces,	que	el	metabolismo	del	GSH	estaría	regulado	por	 la	

acción	de	las	gonadotrofinas	(Clague	et	al.	1992;	Aten	et	al.	1992)	y	que	las	células	del	

cumulus	contribuirían	al	“pool”	de	GSH	presente	en	el	ovario.		

Teniendo	en	cuenta	toda	la	evidencia	previa,	entonces,	se	pudo	establecer	que	a	pesar	

de	 que	 el	 GSH	 disponible	 en	 el	 oocito	 sería	 el	 factor	 limitante,	 no	 sería	 el	 único	

determinante	para	que	se	produzca	 la	descondensación.	La	reducción	de	 los	puentes	

disulfuro	no	es	 suficiente	para	que	se	produzca	 la	descondensación	 in	vitro.	Una	vez	

que	las	uniones	disulfuro	de	las	protaminas	son	reducidas,	se	cree	que	otros	factores	

deberían	ganar	acceso	al	ADN	para	dispersar	 la	 cromatina	y	 remover	 las	protaminas	

asociadas	 a	 él	 (Perreault	 et	al.	 1988).	 Algunos	 grupos	 sostienen	 que	 la	

descondensación	involucra	la	degradación	enzimática	de	las	protaminas	(Marushige	&	

Marushige	 1975;	 Zirkin	 &	 Chang	 1977;	 Marushige	 &	 Marushige	 1978;	 Zirkin	 et	al.	

1982),	mientras	que	otros	autores	opinan	que	este	evento	ocurriría	por	mecanismos	

no	 enzimáticos	 que	 dependen	 de	 la	 carga	 de	 las	moléculas	 (Calvin	&	 Bedford	 1971;	

Mahi	 &	 Yanagimachi	 1973;	 Rodman	 et	al.	 1981;	 Dean	 1983).	 En	 1985,	 Zirkin	 (Zirkin	

et	al.	 1985)	 realizó	 una	 serie	 de	 experimentos	 en	 los	 que	 eliminaba	 la	 actividad	

proteasa	de	espermatozoides	de	hámster	e	 insertaba	su	núcleo	en	oocitos	ovulados;	

luego,	 determinaba	 si	 ocurría	 la	 descondensación	 y	 formación	 de	 pronúcleos.	 Como	

consecuencia	 de	 los	 resultados	 de	 estos	 experimentos,	 Zirkin	 sostuvo	 que	 la	

descondensación	del	núcleo	espermático	se	inicia	en	la	región	postacrosomal	y	que	la	

misma	 continúa	 a	 lo	 largo	 de	 la	 cabeza	 del	 espermatozoide	 mediante	 un	 proceso	
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enzimático	 que	 involucra	 la	 degradación	 proteolítica	 de	 las	 protaminas;	 y	 que	 la	

reducción	 de	 los	 puentes	 disulfuro	 es	 necesaria	 pero	 no	 suficiente.	 La	 hipótesis	

alternativa,	considera	la	participación	de	una	macromolécula	con	fuerte	carga	negativa	

que	 pueda	 competir	 con	 el	 ADN	 por	 las	 protaminas,	 y	 actuar	 como	 aceptora	 de	 las	

mismas,	 posibilitando	 así	 el	 reemplazo	 de	 las	 protaminas	 espermáticas	 por	 histonas	

oocitarias.	En	1966	Graham	(Graham	1966)	realizó	experimentos	con	el	fin	de	evaluar	

la	 contribución	de	 los	oocitos	de	Xenopus	 laevis	 sobre	 la	 síntesis	de	ADN	 	 y	observó	

que	la	capacidad	del	citoplasma	de	los	oocitos	maduros	de	inducir	la	síntesis	del	ADN	

del	núcleo	del	espermatozoide	 introducido,	 cambia	a	medida	que	el	huevo	atraviesa	

distintos	estadios	del	ciclo	celular.	Por	lo	tanto,	es	el	estado	del	citoplasma	del	oocito	

quien	 estaría	 controlando	 la	 síntesis	 de	 ADN	 y	 la	mitosis.	 Teniendo	 en	 cuenta	 estos	

resultados,	en	1969		Merriam	(Merriam	1969)	y	su	grupo	analizaron	la	relación	entre	la	

entrada	de	las	proteínas	del	ooplasma	al	núcleo	de	espermatozoides	introducidos	en	el	

oocito	 maduro	 y	 la	 capacidad	 de	 inducir	 la	 descondensación	 de	 la	 cromatina	 y	 la	

síntesis	 de	ADN.	 Como	 resultado,	 observaron	 que	 la	 descondensación	 nuclear	 es	 un	

evento	 esencial	 para	 que	 ocurra	 la	 síntesis	 de	 ADN	 y	 que	 depende	 de	 un	 conjunto	

preferencial	 de	proteínas	que	 aparecen	en	el	 citoplasma	de	oocitos	maduros.	 	Unos	

años	 más	 tarde,	 Barry	 (Barry	 &	 Merriam	 1972a)	 demostró	 que	 el	 núcleo	 de	

precursores	eritroides	descondensaba	en	los	oocitos	maduros	de	Xenopus	pero	no	en	

oocitos	 inmaduros	 y	 afirmó	 que	 la	 descondensación	 se	 podía	 reproducir	 in	 vitro	

cuando	se	utilizaba	heparina	debido	a	que	su	naturaleza	polianiónica	probablemente	

le	 conferiría	 la	 capacidad	 de	 desplazar	 las	 proteínas	 básicas	 del	 ADN.	 Si	 bien	 al	

introducir	 espermatozoides	 en	 el	 ooplasma	 de	 oocitos	 se	 observa	 siempre	 la	

descondensación	de	 la	 cromatina,	 cuando	 se	 inyectaron	espermatozoides	en	oocitos	

enucleados	no	se	observó	descondensación.	Sin	embargo,	cuando	el	material	nuclear	

fue	introducido	nuevamente,	los	espermatozoides	sí	fueron	capaces	de	descondensar	

su	 cromatina	 (Lohka	 &	 Masui	 1983).	 De	 la	 misma	 manera,	 cuando	 se	 inyectaron	

espermatozoides	de	ratón	en	oocitos	de	rata	no	hubo	descondensación	hasta	que	 la	

envoltura	nuclear	del	oocito	no	se	hubiese	desintegrado	(Thadani	1979).	Con	toda	esta	

evidencia	 se	 pudo	 inferir	 que	 el	 núcleo	 de	 los	 oocitos	 contiene	 agentes	

descondensantes	que	permanecen	en	una	alta	concentración	en	el	ooplasma	luego	de	

que	ocurra	la	ruptura	de	la	envoltura	nuclear.	Cuando	en	1978,	Laskey	y	colaboradores	

(Laskey	 et	al.	 1978)	 purificaron	 las	 proteínas	 presentes	 en	 los	 nucleosomas	 de	 los	

oocitos	maduros	 de	Xenopus	 laevis,	 se	 identificó	 una	 proteína	 capaz	 de	 unirse	 a	 las	

histonas	 que	 se	 denominó	 nucleoplasmina.	 La	 nucleoplasmina	 es	 una	 proteína	

altamente	ácida, termoestable	y	 la	más	abundante	en	el	núcleo	del	oocito	donde	se	

acumula.	Esta	proteína	permanece	en	el	citoplasma	luego	de	la	ruptura	de	la	vesícula	

germinal.	 En	 1991,	 Philpott,	 demostró	 que	 la	 nucleoplasmina,	 presente	 en	 el	

citoplasma	 de	 huevos	 de	 Xenopus	 (Philpott	 et	al.	 1991;	 Philpott	 &	 Leno	 1992),	 era	

intermediaria	 en	 la	 descondensación	 de	 la	 cromatina	 en	 espermatozoides	 en	 esa	

especie.	 También	 se	 demostró	 esta	 función	 para	 la	 nucleoplasmina	 en	 Drosophila	
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melanogaster	 y	Mytiluscalifornianus	 (Ohsumi	 &	 Katagiri	 1991;	 Kawasaki	 et	al.	 1994;	

Rice	 et	al.	 1995;	 Philpott	 et	al.	 2000).	 Un	 estudio	 reciente	 sugiere	 que	 la	

nucleoplasmina	sufre	modificaciones	post-traduccionales	que	regulan	su	actividad	de	

chaperona	y	que,	además,	secuestra	completamente	a	las	histonas	del	ADN	y	también	

a	las	histonas	unidas	a	otras	chaperonas	(Onikubo	et	al.	2015).	En	mamíferos,	incluido	

el	 hombre,	 la	 nucleoplasmina	 no	 sería	 la	 responsable	 de	 la	 descondensación	 de	 la	

cromatina	de	los	espermatozoides,	ya	que	Burns	y	colaboradores	en	2003	(Burns	et	al.	

2003)	 demostraron	 que	 en	 hembras	 de	 ratones	 knock-out	 para	 nucleoplasmina,	 los	

espermatozoides	 pueden	 descondensar	 su	 cromatina	 sin	 problemas.	 Tal	 como	

demostraron	Barry	y	Merrian	(Barry	&	Merriam	1972b)	que	la	descondensación	de	la	

cromatina	podía	inducirse	en	oocitos	de	hámster,	también	fue	posible	demostrarlo	 in	

vitro	 con	 espermatozoides	 humanos	 en	 presencia	 de	 concentraciones	 fisiológicas	 de	

heparina	y	GSH	(Carranco	et	al.	1983;	Jager	et	al.	1990).	Además,	la	heparina	tiene	una	

fuerte	 afinidad	 por	 las	 protaminas	 y	 puede	 combinarse	 con	 ellas	 para	 formar	

complejos	 insolubles	 (Chargaff	 and	Olson,	 1938).	 Según	experimentos	 realizados	por	

Delgado	 en	 1982,	 en	 los	 que	 evaluó	 la	 capacidad	 descondensante	 de	 distintos	

glicosaminoglicanos	(GAGs),	las	diferencias	en	la	capacidad	descondensante	dependían	

del	 grado	de	 sulfatación	 de	 la	molécula.	 Varios	 autores	 describieron	 la	 presencia	 de	

receptores	 de	 heparina	 en	 la	 membrana	 del	 espermatozoide	 (Delgado	 et	al.	 1982;	

Carrell	&	Liu	2002).	Aunque	la	heparina	actúe	como	descondensante	de	 la	cromatina	

de	 los	 espermatozoides	 (Delgado	 et	al.	 1980),	 primero	 es	 necesario	 que	 atraviese	 la	

membrana	plasmática.	Teniendo	en	cuenta	esto,	la	unión	del	polisacárido	a	las	células	

sería	 un	 requisito	 para	 la	 internalización	 del	 mismo.	 La	 unión	 a	 la	 membrana	 y	 la	

descondensación	estarían	relacionadas	y,	por	lo	tanto,	sería	necesario	primero	que	la	

heparina	se	una	a	su	receptor	para	desestabilizar	 la	membrana.	Luego	de	la	apertura	

de	la	membrana	y	penetración	del	espermatozoide,	entonces	las	moléculas	presentes	

en	 el	 ooplasma	 tendrían	 acceso	 al	 núcleo	 del	 espermatozoide.	 Observaciones	

mediante	microscopía	electrónica	mostraron	que	solamente	aquellos	espermatozoides	

que	 habían	 sufrido	 la	 descondensación,	 fueron	 los	 que	 tenían	 heparina	 unida	 a	 sus	

membranas	(Delgado	et	al.	1982).	

	

Los	espermatozoides	de	mamíferos	están	revestidos	por	una	delgada	cubierta	llamada	

glicocálix	que	se	ensambla	durante	su	desarrollo,	maduración	y	contacto	con	el	fluido	

seminal	 (Figura	 20).	 El	 glicocálix	 es	 crítico	 para	 la	 supervivencia	 del	 espermatozoide	

durante	 su	 paso	 por	 el	 tracto	 reproductor	 femenino	 y	 su	 capacitación.	 Toda	 la	

membrana	 de	 la	 célula	 tiene	 glicolípidos	 que	 tienen	 asociados	 varias	 estructuras	 de	

disacáridos,	 estos	 glicoconjugados	 interactúan	 generando	 numerosos	 motivos	 de	

señalización	 que	 regulan	 la	 función	 espermática	 y,	 como	 resultado,	 la	 fertilidad.	 Los	

proteoglicanos	que	albergan	largas	cadenas	de	GAGs	tales	como	el	heparán	sulfato	o	el	

condroitín	 sulfato,	 se	 superponen	 y	 extienden	 hacia	 el	 exterior.	 Como	 resultado	 de	

distintas	 investigaciones	 realizadas	 durante	 varios	 años,	 los	 glicosaminoglicanos	 se	
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consideraron	moléculas	muy	 importantes	en	 la	regulación	de	 la	 función	reproductiva	

(Delgado	et	al.	 1980;	Reyes	et	al.	 1984;	Meizel	&	Turner	1986).	 El	 glicocálix	 contiene	

moléculas	que	participan	en	actividades	específicas	relacionadas	con	la	fecundación.	El	

oocito	también	está	rodeado	de	un	glicocálix,	que	consiste	en	una	malla	compleja	de	

glicoproteínas	 de	 la	 zona	 pelúcida	 rodeada	 de	 una	 matriz	 extracelular	 de	 ácido	

hialurónico	que	contiene	a	las	células	del	cumulus	y	sus	conjugados	específicos.	

Los	GAGs	son	componentes	ubicuos	de	los	tejidos	humanos	con	valores	detectables	en	

el	 tracto	 genital	masculino	 (Sampaio	et	al.	 1985),	 femenino	 (Lee	&	Ax	1984)	 y	 fluido	

folicular	 (Yanagishita	 et	al.	 1979;	 Grimek	 et	al.	 1984).	 Sin	 embargo,	 los	 GAGs	

fisiológicamente	activos	son	los	que	están	hidrolizados	en	el	fluido	folicular	antes	de	la	

ovulación	(Delgado	&	Zoller	1987;	Gosden	et	al.	1988).	

 

 

 
Figura	20.	Las	principales	clases	de	glicanos	y	glicoconjugados	del	glicocálix	del	espermatozoide.	Los	
monosacáridos	están	coloreados	con	símbolos	explicados	en	 la	 leyenda.	Las	proteínas	y	 los	 lípidos	son	
grises,	excepto	el	colesterol	que	está	en	color	amarillo,	y	 los	 lípidos	de	los	esfingolípidos	están	en	color	
naranja.	 Los	mamíferos	 sintetizan	 glicanos	 ensamblados	 con	 una	 docena	 de	 distintos	monosacáridos;	
algunos	 de	 los	 cuales	 pueden	 sufrir	modificaciones	 tales	 como	 la	 sulfatación	 o	 la	 acetilación	 (Tecle	&	
Gagneux	2015).	En	esta	figura	puede	observarse	la	variedad	de	compuestos	glicosilados	y	lo	complejo	de	
la	estructura,	otorgando	especificidad	a	la	interacción	entre	el	espermatozoide	y	el	oocito.	
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Los	 GAGs	 son	 polisacáridos	 cargados	 negativamente,	 compuestos	 por	 unidades	

repetidas	de	disacáridos	con	o	sin	grupos	sulfhidrilo	asociados	al	esqueleto	carbonado.	

En	los	tejidos,	los	GAGs	se	encuentran	en	su	forma	de	proteoglicanos,	a	excepción	del	

ácido	 hialurónico.	 Algunos	 GAGs	 son	 el	 ácido	 hialurónico	 (AH),	 el	 condroitín	 sulfato	

(CS),	el	dermatán	sulfato	(DS),	el	heparán	sulfato	(HS)	y	la	heparina	(H).	Considerando	

los	resultados	obtenidos	a	lo	largo	de	la	historia	en	relación	a	la	descondensación,	en	

un	principio	nos	enfocaremos	en	los	dos	últimos.	Los	polisacáridos	de	heparán	sulfato	

son	una	familia	de	polisacáridos	lineales,	heterogéneos	y	sulfatados	que	se	encuentran	

en	la	membrana	y	en	la	matriz	extracelular	como	parte	de	proteoglicanos.	La	heparina	

es	un	polisacárido	estructuralmente	similar	que	se	encuentra	en	los	mastocitos	como	

un	componente	del	proteoglicano	serglicina	y	que	difiere	en	composición	con	el	HS	de	

varias	 especies	 de	 mamíferos	 (Gallagher	 &	 Walker	 1985).	 Teniendo	 en	 cuenta	 la	

definición	convencional,	el	HS	y	 la	H	pueden	ser	comparadas	de	 la	siguiente	manera:	

primero,	en	la	heparina,	predomina	el	L-iduronato	mientras	que	en	el	HS	predomina	el	

D-glucuronato.	 Segundo,	 en	 la	 H	 la	 D-glucosamina	 está	 predominantemente	 N-

sulfatada,	 mientras	 que	 en	 el	 HS	 la	 D-glucosamina	 está	 predominantemente	 N-

acetilada.	 Las	 diferencias	 en	 sus	 características	 estructurales	 hacen	 que	 la	 heparina	

esté	más	sulfatada	y,	por	 lo	tanto,	más	cargada	que	el	heparán	sulfato	(Rosenberg	&	

Lam	1979;	Gallagher	&	Walker	1985).	Además,	el	HS	tiene	un	peso	molecular	(cercano	

a	50	kDa)	mucho	mayor	que	la	H	(cercano	a	20	kDa)	(Figura	21)(Mulloy	et	al.	2000).		

 

 

 
Figura	21.	Características	estructurales	del	HS	y	la	H.	(a)	Posibles	patrones	de	sustitución	entre	la	H	y	el	
HS.	(b)	la	mayor	unidad	de	disacárido	de	la	heparina,	que	corresponde	al	70-80%	de	la	molécula.	(c)	La	
mayor	unidad	disacarídica	de	HS.	La	gran	variación	en	 la	composición	de	HS	también	se	observa	entre	
especies	y	tejidos.	f(phi)	y	(psi)	representan	los	ángulos	de	torsión	en	las	uniones	glicosídicas	(Meneghetti	
et	al.	2015).	

 

A	 pesar	 de	 estas	 diferencias,	 se	 encontró	 HS	 con	 características	 similares	 a	 la	 H	 en	

varios	 tejidos	 y	 tipos	 celulares	 (Dietrich	 et	al.	 1987;	 Stringer	 et	al.	 1999;	 Shao	 et	al.	

2013).	Sería	posible,	entonces,	considerar	a	la	heparina	como	una	forma	específica	de	

tejido	del	HS.	De	hecho,	debido	a	su	similitud	estructural	con	el	heparán	sulfato,	a	que	

posee	actividad	biológica	semejante	en	diversos	sistemas	experimentales	y	a	su	mayor	

accesibilidad	y	menor	costo,	la	heparina	es	elegida	generalmente	para	ser	utilizada	en	

muchos	experimentos	como	reemplazo	del	HS.	El	HS	y	sindecan-1	 (proteoglicano	del	

HS)	fueron	identificados	en	espermatozoides	humanos	provenientes	de	eyaculados,	y	
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se	 cree,	 que	 participan	 en	 la	 asociación	 del	 espermatozoide	 	 al	 virus	 de	

inmunodeficiencia	 humano	 1	 (HIV-1)	 y	 el	 virus	 del	 papiloma	 humano	 16	 (HPV-16)	

(Ceballos	et	al.	2009;	Foresta	et	al.	2011).	

La	biosíntesis	de	la	H	y	el	HS	comienza	en	el	retículo	(Multhaupt	&	Couchman	2012)	y	

continúa	 en	 el	 aparato	 de	 Golgi,	 donde	 varias	 polimerasas	 y	 enzimas	modifican	 los	

distintos	 sustratos,	 dotando	 a	 cada	 molécula	 de	 una	 serie	 de	 características	 que	 le	

conferirán	su	acción	biológica	particular.	La	H	y	el	HS	pueden	interactuar	con	un	gran	

número	 de	 proteínas	 (Mulloy	 et	al.	 2000;	 Meneghetti	 et	al.	 2015)	 	 La	 unión	 de	 los	

polisacáridos	 de	 H/HS	 a	 las	 proteínas,	 involucra	 la	 unión	 de	 estos	 GAGs	 cargados	 a	

residuos	de	 lisina	y	arginina,	así	 como	 también	 interacciones	con	otros	aminoácidos.	

Esta	característica,	es	la	que	hace	pensar	en	una	posible	interacción	entre	estos	GAGs	y	

las	 protaminas	 que	 se	 encuentran	 unidas	 al	 ADN	 del	 espermatozoide,	 dado	 la	

abundancia	 de	 arginina	 y	 lisina	 que	 presentan	 las	 mismas.	 La	 heparina	 y	 el	 GSH	

inducirían	la	descondensación	de	núcleos	espermáticos	a	través	de	un	mecanismo	de	

neutralización	 de	 cargas	 iónicas	 de	 la	 cromatina	 (Delgado	 et	al.	 2001),	 es	 decir	

mediante	una	interacción	directa	de	la	heparina	sobre	la	cromatina,	sugiriendo	que	se	

trataría	 de	 un	 fenómeno	 meramente	 electrostático.	 Sin	 embargo,	 en	 nuestro	

laboratorio	se	demostró,	utilizando	heparinas	químicamente	modificadas,	que	si	bien	

la	 actividad	 descondensante	 in	 vitro	 de	 la	 heparina	 era	 independiente	 del	 peso	

molecular	de	la	misma	en	el	rango	de	3	a	18	kDa,	se	veía	fuertemente	afectada	por	la	

sulfatación	 de	 la	 molécula,	 no	 sólo	 porque	 se	 altera	 la	 carga	 neta,	 sino	 porque	 se	

modifica	la	ubicación	de	las	cargas	en	la	unidad	disacarídica	(Romanato	et	al.	2003).	La	

localización	 de	 estas	 cargas	 determina	 las	 interacciones	 electrostáticas	 entre	 grupos	

cargados	 a	 lo	 largo	de	 la	 cadena	 sulfatada	 y,	 en	 consecuencia,	 la	modificación	de	 la	

sulfatación	de	la	molécula	genera	cambios	conformacionales	que,	a	su	vez,	modifican	

su	actividad	biológica.	Se	propuso	entonces	que	 la	actividad	descondensante	 in	vitro	

de	la	heparina	estaría	relacionada	con	las	características	estructurales	de	la	molécula	y	

no	solamente	con	la	carga	neta	de	la	misma	(aniónica,)	que	le	permite	competir	con	el	

ADN	por	las	protaminas.		

Por	 otro	 lado,	 comparando	 las	 cinéticas	 de	 descondensación	 de	 núcleos	 aislados	 y	

espermatozoides	 enteros,	 en	 nuestro	 laboratorio	 demostramos	 que	 la	 membrana	

plasmática	 del	 espermatozoide	 funcionaría	 como	 una	 barrera	 importante	 para	 que	

ocurra	 la	 descondensación	 nuclear.	 Estos	 resultados	 revelaron	 que	 sólo	 aquellos	

espermatozoides	 cuya	 membrana	 plasmática	 fue	 alterada	 durante	 el	 proceso	 de	

capacitación	serían	capaces	de	descondensar	en	presencia	de	heparina	y	GSH.	Una	vez	

que	 la	membrana	plasmática	se	 remueve	al	aislar	 los	núcleos,	 se	alcanza	el	100%	de	

descondensación	gracias	al	acceso	total	de	los	agentes	descondensantes	al	interior	del	

núcleo	espermático	(Romanato	et	al.	2005).		

Estudios	 de	 inmunocitoquímica,	 también	 llevados	 a	 cabo	 en	 nuestro	 laboratorio,	

utilizando	un	anticuerpo	anti	heparán	sulfato,	permitieron	demostrar	la	presencia	del	

GAG	en	el	ooplasma	de	oocitos	maduros	de	ratón	y	humanos,	como	así	también	en	el	
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espacio	 perivitelino	 y	 en	 células	 del	 cumulus	 (Julianelli	 et	al.	 2012a;	 Romanato	 et	al.	

2005).	Se	pudo	demostrar	que	este	HS	sería	responsable,	por	lo	menos	en	parte,	de	la	

actividad	 descondensante	 de	 oocitos	murinos	 frescos	 in	 vitro,	a	 través	 de	 un	micro-

ensayo	de	descondensación	de	espermatozoides	humanos.	El	agregado	de	heparinasa,	

pero	no	de	otras	glicosidasas	a	este	sistema,	redujo	significativamente	la	capacidad	de	

los	oocitos	murinos	de	descondensar	los	espermatozoides	humanos.	(Romanato	et	al.	

2008).	

Posteriormente,	se	quiso	evaluar	el	efecto	del	uso	simultáneo	o	secuencial	de	agente	

tiorreductor	 (GSH	 o	 DTT)	 y	 aceptor	 de	 protaminas	 (heparina/	 HS)	 	 sobre	 la	

descondensación	de	espermatozoides	humanos	y	núcleos	aislados.	Julianelli	(Julianelli	

et	al.	2012a)	observó	que	la	adición	en	primer	lugar	de	H	sola	provocaba	una	reducción	

significativa	de	la	descondensación	a	pesar	de	que	el	agente	reductor	fuera	agregado	a	

continuación	 de	 la	misma,	 lo	 cual	 sugería	 que	 la	 cromatina	 compacta	 no	 permite	 la	

remoción	 total	 de	 las	 protaminas.	 Lo	mismo	 observó	 al	 utilizar	 el	 GSH	 y	 la	 H	 en	 el	

orden	 inverso,	 indicando	 que	 el	 reductor	 requiere	 de	 la	 remoción	 parcial	 de	 las	

protaminas	mediante	la	acción	de	la	H.	Al	analizar	si	el	efecto	cooperativo	dependía	de	

la	 reducción	 de	 los	 puentes	 disulfuro	 de	 las	 protaminas	 por	 acción	 del	 GSH,	 los	

resultados	 revelaron	 que	 la	 H	 fomenta	 la	 actividad	 del	 GSH,	 confirmando	 así,	 la	

existencia	de	un	efecto	cooperativo	entre	ambas	moléculas.	

En	 conjunto,	 todos	 los	 resultados	 obtenidos	 durante	 estos	 años	 en	 nuestro	

laboratorio,	 indican	 que	 durante	 la	 descondensación	 in	 vivo	 de	 espermatozoides	

humanos,	 el	 HS	 presente	 	 en	 oocitos	 humanos	 maduros,	 no	 sólo	 estaría	 actuando	

como	 “aceptor”	 de	 protaminas,	 sino	 que	 también	 colaboraría	 con	 el	 GSH	 en	 la	

reducción	de	los	puentes	disulfuro	presentes	en	las	mismas	(Julianelli	et	al.	2012b).		

Teniendo	en	cuenta	todos	estos	antecedentes,	creímos	importante	estudiar	el	proceso	

de	descondensación	espermática	en	espermatozoides	de	 ratón	 con	miras	a	utilizarlo	

como	 posible	 herramienta	 indicadora	 del	 efecto	 de	 tóxicos	 ambientales	 o	 ingeridos	

sobre	la	función	reproductiva.		

	

Agentes	tóxicos	ambientales	o	ingeridos		

Actualmente,	hay	mucha	evidencia	que	sostiene	que	la	función	reproductiva	masculina	

está	disminuyendo,	 tanto	en	humanos	 como	en	 las	poblaciones	 salvajes.	 Los	 riesgos	

asociados	 a	 la	 calidad	 de	 vida	 de	 las	 personas,	 tales	 como	 el	 consumo	de	 alcohol	 o	

tabaco,	el	estrés	y	la	exposición	a	tóxicos	ambientales	en	relación	a	la	infertilidad,	han	

sido	 informados	 hace	 mucho	 tiempo	 (Figura	 22).	 Los	 posibles	 efectos	 sobre	 la	

reproducción,	luego	de	la	exposición	a	los	contaminantes	ambientales,	fueron	puestos	

en	evidencia	en	muchos	estudios	pero	también	se	encontraron	resultados	conflictivos	

(Wigle	et	al.	2008;	Toft	et	al.	2004).	Este	detrimento	en	la	reproducción,	coincide	con	

el	incremento	y	prevalencia	de	productos	químicos	en	el	ambiente	durante	los	últimos	

cincuenta	 años.	 	 Algunas	 sustancias	 químicas,	 alteran	 el	 desarrollo	 del	 sistema	
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endocrino	 fetal	 en	 animales	 cuando	 están	 en	 el	 útero.	 De	 hecho,	 los	 tratamientos	

realizados	en	animales	de	laboratorio	generaron	los	mismos	efectos	que	se	observaron	

en	 humanos	 o	 en	 animales	 salvajes.	 	 Además,	 se	 sabe	 que	 hay	 ventanas	 de	 tiempo	

específicas	 durante	 la	 gestación,	 en	 las	 que	 se	 produce	 el	 desarrollo	 fetal	 de	 las	

gónadas,	que	son	altamente	sensibles	a	pequeños	cambios	endocrinos	 (Murray	et	al.	

2001).	

La	 patología	 de	 la	 infertilidad	 masculina	 puede	 ser	 explicada	 como	 una	 cascada	 de	

eventos	moleculares,	 bioquímicos	 y	 fisiológicos,	 que	 por	 lo	 general	 es	 representada	

por	 parámetros	 espermáticos	 anormales.	 Una	 de	 las	 posibles	 causas	 por	 las	 que	 la	

fertilidad	se	ve	reducida	es	que	 los	espermatozoides	dañados	o	defectuosos	generan	

grandes	cantidades	de	especies	reactivas	de	oxígeno	(ROS,	del	inglés	“reactive	oxygen	

species”)	 y	éstas	 son	 responsables	del	daño	oxidativo	 (Ball	 et	al.	 2001).	 Los	 radicales	

libres	(RL)	son	especies	químicas	que	tienen	un	electrón	no	apareado,	comportándose	

de	 esta	 manera,	 como	moléculas	 altamente	 reactivas	 (Hicks	 2001).	 Son	 capaces	 de	

causar	 daño	 por	 reaccionar	 con	 diversas	 biomoléculas,	 sustrayendo	 electrones	 para	

lograr	 su	estabilidad.	 Los	 sustratos	moleculares	más	 frecuentes	 incluyen	a	 los	ácidos	

grasos	poliinsaturados	de	las	membranas	celulares,	nucleótidos	en	el	ADN,	proteínas	y	

carbohidratos	 (Machlin	 &	 Bendich	 1987;	 Vilar-Rojas	 et	al.	 1996;	 Beckman	 &	 Ames	

1998).	 Entre	 las	 especies	 reactivas	 de	 oxígeno,	 se	 destacan	 fundamentalmente	 	 el	

anión	superóxido	(.O2
-),	el	radical	hidroxilo	(.OH),	el	anión	hidroxilo	(OH-)	y	el	peróxido	

de	 hidrógeno	 (H2O2)	 (Beckman	 &	 Ames	 1998;	 Sommer	 et	al.	 2000).	 Los	

espermatozoides	son	altamente	sensibles	a	los	daños	causados	por	las	ROS,	pudiendo	

resultar	en	daño	en	 la	membrana	 celular	 y	en	el	ADN,	 y	 conducir	 al	 deterioro	de	 su	

motilidad	y	función	(Kumar	et	al.	2014).	 	Su	sensibilidad	se	debe,	probablemente	a	 la	

ausencia	 de	 enzimas	 antioxidantes	 citosólicas	 y	 a	 la	 relativa	 abundancia	 de	 ácidos	

grasos	insaturados.	Dada	esta	susceptibilidad,	es	asombroso	que	los	espermatozoides	

sean	al	mismo	tiempo,	células	con	una	intensa	actividad	redox	y	altos	generadores	de	

especies	reactivas	del	oxígeno	(Baker	&	Aitken	2004).	

Los	 antioxidantes	 son	 aquellas	 sustancias	 que,	 estando	 presentes	 en	 bajas	

concentraciones	con	respecto	a	 las	de	un	sustrato	oxidable	(biomolécula),	retardan	o	

previenen	la	oxidación	de	dicho	sustrato	(Gutteridge	&	Halliwell	1989).	Estas	móleculas	

funcionan	 colisionando	 con	 los	 RL	 y	 cediéndoles	 un	 electrón,	 reacción	 en	 la	 cual	 se	

oxidan	y	convierten	en	RL	débiles	no	tóxicos.		La	evidencia	sugiere	que	la	alteración	en	

el	 balance	 entre	 las	 sustancias	 peroxidantes	 y	 antioxidantes	 del	 semen	 conduce	 a	

desórdenes	metabólicos	y	funcionales	de	las	células	germinales	masculinas,	y	sería	una	

de	 las	 principales	 causas	 de	 algunos	 tipos	 de	 infertilidad	 masculina.	 Con	 el	 fin	 de	

superar	estas	deficiencias,	el	espermatozoide	cuenta	con	sistemas	celulares	“electron-

scavengers”	 (“basureros”)	que	 contienen	antioxidantes	no	enzimáticos	 tales	 como	el	

GSH	 (Hsu	 et	al.	 1964),	 el	 ácido	 ascórbico	 (Sharma	 et	al.	 1964)	 el	 alfa-tocoferol	

(vitamina	E),	etc.;		y	una	variedad	de	enzimas	sensibles	al	estado	redox	de	la	célula	que	
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catalizan	reacciones	químicas	en	las	que	participan	sustratos	que	interaccionan	con	RL.	

Las	más	importantes	son	la	enzima	superóxido	dismutasa	(SOD)	(McCord	JM	1969),	la	

catalasa	 (CAT)	 (Aebi	 et	al.	 1964)	 y	 la	 glutatión	 peroxidasa	 (GSH-PX).	 La	 enzima	 SOD	

actúa	previniendo	 la	peroxidación	de	 la	membrana	plasmática	 causada	por	 radicales	

superóxido,	 tanto	 intracelulares	 como	 extracelulares.	 Esta	 actividad	 debe	 ser	

conjugada	con	 la	actividad	CAT	o	GSH-PX	para	prevenir	 la	acción	de	 los	peróxidos	de	

hidrógeno.	 La	 catalasa	 detoxifica	 a	 la	 célula	 del	 H2O2	 intracelular	 y	 extracelular	

convirtiéndolos	en	agua	y	oxígeno	(Kumar	et	al.	2014).	La	GSH-PX	cataliza	la	reducción	

del	 peróxido	 a	 agua	 utilizando	 al	 NADPH.	 En	 el	 sentido	 bioquímico,	 todos	 	 estos	

sistemas	 contribuyen	al	 estado	 redox	de	 la	 célula	 y,	 sorprendentemente,	 tendrían	 la	

llave	de	la	regulación	homeostática	de	los	caminos	de	señales	de	transducción	(Baker	

&	 Aitken	 2004).	 El	 GSH	 es	 necesario	 como	 coenzima	 por	 una	 variedad	 de	 enzimas,	

incluyendo	 la	 GSH-PX,	 glutatión	 S	 Transferasa	 (GST),	 y	 tioltransferasa.	 El	 sistema	

antioxidante	 está	 compuesto	 por	 GSH	 en	 conjunto	 con	 dos	 enzimas	 GPx	 y	 GR.	 Este	

sistema	 cataliza	 la	 disminución	 de	 peróxido	 de	 hidrógeno	 y	 el	 GSH	 opera	 en	 ciclos	

alternando	entre	 su	 forma	oxidada	 (GSSG)	o	 reducida.	El	GSH	 reduce	el	peróxido	de	

hidrogeno	a	agua	en	presencia	de	GSH-PX	formando	un	puente	disulfuro	y,	en	seguida,	

el	 GSH	 es	 regenerado.	 El	 GSH	 mantiene	 el	 estado	 redox	 crítico	 de	 las	 proteínas	

sulfhidrílicas,	 que	 son	 necesarias	 en	 la	 reparación	 y	 expresión	 del	 ADN.	 El	 GSSG	 se	

acumula	 y	 por	 lo	 tanto,	 la	 relación	 GSSG/GSH	 es	 una	 buena	 medición	 del	 estrés	

oxidativo	 de	 un	 organismo.	 Tal	 como	 se	mencionó	 anteriormente,	 los	 RL	 inducen	 la	

peroxidación	de	 lípidos,	debido	a	 la	abundante	presencia	de	fosfolípidos	en	 los	sitios	

donde	 se	 forman	 los	 RL	 y	 específicamente	 los	 ROS	 (de	 Zwart	 et	al.	 1999).	 El	

malondialdehído	 (MDA)	es	uno	de	 los	productos	más	abundantes	de	 la	peroxidación	

lipídica	 y	 puede	 reaccionar	 con	 el	 ADN	 formando	 aductos	 que	 son	mutagénicos	 en	

células	 bacterianas	 y	 de	 mamíferos.	 La	 sensibilidad	 de	 la	 detección	 del	 mismo	

mediante	su	reacción	con	el	ácido	tiobarbitúrico	(TBARs),	lo	convirtió	en	el	ensayo	de	

elección	para	el	screening	y	monitoreo	de	la	peroxidación	lipídica	y,	a	pesar	de	que	en	

la	 literatura	 la	especificidad	del	ensayo	respecto	a	 los	distintos	compuestos	del	MDA	

ha	 sido	 ampliamente	 discutida,	 aún	 sigue	 siendo	 comúnmente	 utilizado	 para	

determinar	la	peroxidación	lipídica.	Con	toda	la	evidencia	previa	acerca	del	daño	que	

las	ROS	son	capaces	de	producir,	es	importante	evaluar	el	posible	efecto	de	los	tóxicos	

sobre	el	estado	redox	de	las	células,	en	nuestro	caso	particular,	 los	espermatozoides,	

para	tratar	de	comprender	el	mecanismo	de	acción	de	los	mismos.	

 

 



Introducción	

53 

 

 
 

 

Figura	 22.	 Causas	 que	 conducen	 al	 estrés	 oxidativo.	 En	 el	 esquema	 se	 representan	 los	 principales	
mecanismos	por	los	cuales	se	producen	las	ROS	de	manera	natural	o	en	condiciones	adversas.	NADPH:	

nicotinamida	 adenina	 dinucleótido	 fosfato	 en	 su	 forma	 reducida;	 G6PD:	 glucosa‑6‑fosfato	
deshidrogenasa	(D.	R.	P.	Tulsiani	et	al.	1998)	
	

Muchos	estudios	han	indicado	la	existencia	de	una	conexión	entre	el	estrés	oxidativo	y	

el	 daño	 en	 el	 ADN	 (Cummings	 &	 Thorgaard	 1994;	 Twigg	 et	al.	 1998;	 Donnelly	 et	al.	

1999).	De	hecho,	el	estrés	oxidativo	parece	ser	la	mayor	causa	de	daño	del	ADN	en	la	

línea	germinal	masculina	(Saleh	et	al.	2003;	Aitken	&	Sawyer	2003;	Aitken	et	al.	2003).	

El	daño	podría	ocurrir	a	nivel	del	testículo,	del	epidídimo	o	post-eyaculación.	Algunos	

cortes	en	el	ADN	podrían	ser	necesarios	para	reducir	el	estrés	debido	a	la	torsión	que	

ocurre	 cuando	 se	 producen	 los	 cambios	 en	 la	 estructura	 terciaria	 del	 ADN,	 al	

reemplazar	 las	 histonas	 por	 las	 protaminas	 en	 las	 espermátidas	 elongadas	 (Balhorn	

1982;	McPherson	&	Longo	1992;	Sakkas	et	al.	1995)	De	todas	maneras,	si	estos	cortes	

temporarios	 no	 se	 reparan	 por	 una	 excesiva	 actividad	 de	 la	 topoisomerasa	 II	 o	 una	

deficiencia	 de	 los	 inhibidores	 de	 esta	 enzima	 (Morse-Gaudio	 &	 Risley	 1994;	 Bizzaro	

et	al.	 2000)	 se	 incrementa	 la	 susceptibilidad	de	 los	 espermatozoides	 eyaculados	 a	 la	

desnaturalización	y	 la	fragmentación	del	ADN.	De	la	misma	manera,	si	no	se	produce	
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una	 correcta	 oxidación	 de	 los	 tioles	 a	 puentes	 disulfuro	 durante	 el	 transito	

epididimario,	el	ADN	se	torna	más	vulnerable	al	daño.	En	un	estudio	reciente	en	el	que	

se	 investigó	 la	 relación	de	mecanismos	hipotéticos	 responsables	de	 la	 fragmentación	

del	 ADN	 espermático,	 se	 descubrió	 que	 la	 mayor	 causa	 de	 rupturas	 de	 ADN	 es	 un	

proceso	de	apoptosis,	probablemente	disparado	por	la	deficiencia	en	la	maduración	de	

la	cromatina	en	el	testículo	y	el	estrés	oxidativo	durante	el	tránsito	por	el	tracto	genital	

masculino	 (Muratori	 et	al.	 2015).	 Las	 enzimas	 que	 generan	 ROS	 en	 los	

espermatozoides	todavía	no	fueron	caracterizadas,	pero	se	sabe	que	son	varias	(Baker	

&	Aitken	2004).	Por	ejemplo,	en	 los	espermatozoides	de	rata,	 las	mitocondrias	dejan	

escapar	 electrones	que	 son	 responsables	de	 la	 generación	de	una	proporción	de	 los	

ROS	detectados	en	 los	mismos	 (Vernet	et	al.	2001).	Por	otra	parte,	 la	 línea	germinal	

masculina	posee	sistemas	de	NADPH	oxidasa	(NOX5)	que	es	potencialmente	capaz	de	

generar	 ROS	 en	 presencia	 de	 calcio	 y	NADPH	 (Aitken	 1997;	 Bánfi	 et	al.	 2001).	Otros	

posibles	sistemas	de	ROS	en	espermatozoides	de	mamíferos	incluyen	la	lipooxigenasa	

(Oliw	&	Sprecher	1989)	tNOX	(Aitken	et	al.	2003)	y	la	citocromo	p450	reductasa	(Baker	

et	al.	2004).	Asimismo,	los	espermatozoides	poseen	óxidorreductasas,	que	son	capaces	

de	generar	compuestos	xenobióticos	 involucrados	en	la	formación	de	ROS	durante	el	

ciclo	redox	(Aitken	et	al.	2003).	Esta	actividad	podría	ser	inducida	por	una	variedad	de	

sustancias	 químicas,	 incluyendo	 tóxicos	 ambientales	 de	 varias	 clases,	 que	 podrían	

contribuir	así	a	la	generación	de	ROS	y	al	daño	del	ADN	in	vivo	(Anderson	et	al.	2003).	

Los	 componentes	 con	 características	 de	 disrupción	 endocrina	 que	 pueden	 producir	

efectos	adversos	en	la	reproducción	humana	son	de	especial	preocupación,	dado	que	

interfieren	 con	 el	 desarrollo	 y	 el	 funcionamiento	 de	 las	 hormonas	 sexuales	 y	 los	

procesos	tales	como	la	producción	de	espermatozoides	y	la	ovulación	(Varghese	et	al.	

2008;	Bretveld	et	al.	2006).	La	Organización	Mundial	de	la	Salud	(OMS)	establece	que	

un	 desorganizador	 endocrino	 es	 una	 mezcla	 o	 una	 sustancia	 exógena	 que	 altera	 la	

función	del	sistema	endocrino	y	en	consecuencia	causa	efectos	adversos	sobre	la	salud	

de	un	organismo	intacto,	o	su	progenie	o	(Sub)	poblaciones.	Los	sistemas	fisiológicos	

afectados	 por	 un	 desorganizador	 incluyen	 a	 todos	 los	 sistemas	 hormonales	

relacionados	 con	 el	 desarrollo	 y	 la	 función	 de	 los	 órganos	 reproductivos,	 y	 también	

enfermedades	de	los	adultos,	tales	como	la	diabetes	o	enfermedades	cardiovasculares	

(Maqbool	 et	al.	 2016).	 Antecedentes	 en	 la	 literatura	 sostienen	 que	 los	

desorganizadores	 endocrinos,	 especialmente	 los	 contaminantes	 sintéticos	

estrogénicos	 (xenoestrógenos),	 son	 factores	 que	 tienen	 cierta	 responsabilidad	 en	 la	

reducción	de	los	parámetros	espermáticos,	así	como	también	de	otras	afecciones	tales	

como	 la	 criptorquidia,	 las	 hipospadias	 y	 el	 cáncer	 testicular	 (Campion	 et	al.	 2012;	

Rouiller-Fabre	et	al.	2014;	Svechnikov	et	al.).	 	Los	químicos	son	una	parte	 importante	

de	 la	vida	moderna	y	 las	poblaciones	silvestres	y	humanas	no	pueden	evitar	estar	en	

contacto	 con	 algunos	 productos	 químicos,	 tales	 como	 aquellos	 empleados	 en	 la	

producción	 de	 alimentos,	 el	 control	 de	 patógenos	 y	 la	 generación	 de	 productos	

modernos.	 Se	 manejan	 diversas	 hipótesis	 relativas	 al	 mecanismo	 de	 acción	 de	 los	
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desorganizadores	endocrinos,	pero	todavía	es	difícil	llegar	a	un	consenso	acerca	de	sus	

formas	 de	 acción	 y	 efectos.	 Sumado	 a	 que	 los	 estudios	 realizados	 en	 animales	 de	

laboratorio	 no	 pudieron	 aportar	 información	 adecuada	 relacionada	 con	 al	 rango	 de	

efectos	que	se	le	pueden	atribuir	a	la	exposición	a	los	desorganizadores	endocrinos	in	

útero,	 la	 variedad	 de	 concentraciones	 utilizadas	 en	 los	 ensayos	 experimentales	 por	

distintos	 grupos,	 hace	 difícil	 relacionar	 los	 resultados	 con	 las	 observaciones	 en	

humanos.	 No	 se	 conocen	 con	 certeza	 las	 concentraciones	 de	 desorganizadores	

endocrinos	 representativas	 de	 la	 exposición	 fetal.	 Existen	 varios	 factores	 que	 hacen	

compleja	 la	 evaluación	 de	 estos	 tóxicos,	 tales	 como	 la	 gran	 cantidad	 de	 agentes	

químicos	 que	 son	 desorganizadores	 endocrinos,	 la	 capacidad	 de	 estos	 compuestos	

químicos	de	bioacumularse	en	los	 lípidos	del	cuerpo	y	el	metabolismo	de	los	mismos	

en	 el	 organismo.	A	 pesar	 de	 los	 esfuerzos	 realizados	 para	 conocer	 el	mecanismo	de	

acción	de	los	desorganizadores,	sus	efectos	todavía	son	desconocidos.	Estas	preguntas	

sólo	podrán	resolverse	combinando	estudios	in	vitro	en	humanos	con	estudios	in	vivo	

en	 animales	 experimentales.	 	 Asimismo,	 no	 hay	 suficiente	 información	 obtenida	 en	

animales	que	pruebe	el	efecto	de	los	desorganizadores	hormonales	sobre	el	desarrollo	

y	 la	 función	masculina.	 Es	 necesario	 desarrollar	 estrategias	 que	 permitan,	 al	menos,	

prevenir	 la	 decadencia	 del	 sistema	 reproductor	 femenino	 y	 masculino	 ante	 la	

exposición	a	estos	tóxicos	(Murray	et	al.	2001).		

	

Endosulfán	

La	 exposición	 de	 hombres	 o	 mujeres	 a	 ciertos	 plaguicidas	 en	 determinadas	 dosis	

podría	incrementar	el	riesgo	de	anormalidades	reproductivas	tales	como,	disminución	

de	la	fertilidad,	un	déficit	en	niños	de	sexo	masculino,	abortos	espontáneos,	defectos	

de	nacimiento	o	retardo	en	el	crecimiento.	Los	plaguicidas	utilizados	en	los	lugares	de	

trabajo	 o	 por	 exposición	 ambiental	 se	 incorporan	 a	 la	 leche	 materna.	 Algunos	

plaguicidas	 se	 relacionaron	 con	 problemas	 en	 el	 desarrollo	 neurológico	 o	 con	

alteraciones	de	la	función	de	células	del	sistema	inmune	y	posiblemente	también	con	

la	 leucemia	 infantil.	 En	 ensayos	 epidemiológicos	 se	 observó	 que	 la	 exposición	 a	

mezclas	 de	 plaguicidas	 utilizados	 en	 lugares	 de	 trabajo,	 se	 relaciona	 con	 efectos	

nocivos	para	la	reproducción	y	el	desarrollo,	sobre	todo	cuando	no	se	usa	la	protección	

adecuada.	 Cada	 clase	 de	 plaguicida	 tiene	 al	 menos	 un	 agente	 capaz	 de	 afectar	 la	

reproducción	 o	 el	 desarrollo	 en	 animales	 de	 laboratorio	 o	 personas,	 incluyendo	 los	

organofosforados,	 carbamatos,	 piretroides,	 herbicidas,	 fungicidas,	 fumigantes	 y	

especialmente	 los	 organoclorados.	Muchos	 de	 los	 plaguicidas	más	 peligrosos	 fueron	

prohibidos	o	 restringidos	en	 los	países	desarrollados,	pero	 todavía	 se	producen	altas	

exposiciones	a	estos	plaguicidas	en	los	países	más	pobres	del	mundo,	o	por	los	efectos	

residuales,	o	por	la	continuada	utilización	hasta	terminar	los	productos	ya	acumulados	

en	 los	 depósitos.	 Los	 equipos	 requeridos	 para	 utilizar	 estas	 sustancias	 tales	 como	 la	
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ropa	 protectora,	 máscaras	 y	 guantes	 son	 difíciles	 de	 tolerar	 en	 climas	 cálidos	 o	

húmedos	 y	 puede	 ser	 que	 no	 estén	 disponibles	 o	 que	 no	 puedan	 ser	 costeados.	

Aquellos	pacientes	que	fueron	orientados	acerca	de	los	efectos	de	los	plaguicidas	en	la	

reproducción	 y	 el	 desarrollo,	 a	 menudo	 son	 asesorados	 en	 cuanto	 a	 los	 niveles	 de	

exposición,	balance	de	costos	y	beneficios,	así	como	también	a	adoptar	prácticas	para	

reducir	o	eliminar	las	dosis	absorbidas.	Los	pacientes	pueden	no	darse	cuenta	que,	una	

vez	que	acuden	a	la	primera	visita	prenatal,	la	mayoría	de	los	efectos	deletéreos	sobre	

la	 organogénesis	 ya	 han	 ocurrido.	 Los	 planes	 a	 futuro	 son	mejorar	 la	 posibilidad	 de	

disminuir	el	riesgo	a	los	plaguicidas	y	de	remediar	estos	efectos	antes	de	la	concepción	

(Frazier	2007).		

El	 endosulfán	 (6,	 7,	 8,	 9,	 10,	 10–hexachloro–1,	 5,	 5a,	 6,	 9,9a–hexahydro–6,	 9–

methano–2,	 4,	 3–benzodioxathiepin–	 3–oxido),	 es	 un	 plaguicida	 perteneciente	 a	 la	

familia	 de	 los	 organoclorados,	 patentado	 en	 1956	 (Ware,	 1994)	 (Figura	 23).	 El	

endosulfán	es	un	insecticida	de	amplio	espectro	que	fue	usado	extensivamente	en	una	

variedad	de	cereales,	por	más	de	30	años.	La	forma	pura	del	endosulfán	es	una	mezcla	

de	dos	estereoisómeros,	endosulfán-	α	y	β,	en	una	proporción	7:3.	Este	plaguicida	es	

extremadamente	 tóxico	 en	 peces	 e	 invertebrados	 y	 se	 lo	 responsabiliza	 de	 	 causar	

toxicidad	en	las	gónadas,	genotoxicidad	y	neurotoxicidad	así	como	también	disrupción	

endocrina	 (US	EPA2002).	 	 Es	 liberado	a	 la	atmósfera	a	 través	de	deriva	de	aerosoles	

(“spray	drift”),	volatilización	posterior	a	 la	aplicación	y	erosión	de	partículas	de	suelo	

por	 el	 viento.	 En	 la	 naturaleza,	 es	 transformado	 en	 endosulfán	 sulfato,	 que	 es	 un	

metabolito	tóxico	y	persistente	(Kataoka	&	Takagi	2013),	pero	puede	ser	eliminado	de	

la	 tierra	 contaminada	 por	 medio	 de	 la	 biodegradación.	 Algunos	 microorganismos	

pueden	degradar	endosulfán	sin	producir	endosulfán	sulfato,	y	otros	pueden	degradar	

este	último	metabolito	una	vez	que	ha	 sido	producido.	Tanto	el	 endosulfán	 como	el	

endosulfán	sulfato	fueron	incluidos	en	la	lista	de	contaminantes	orgánicos	persistentes	

en	 la	 Convención	 de	 Estocolmo	 que	 se	 realizó	 en	 abril	 del	 2011.	 Todavía	 se	 puede	

encontrar	endosulfán	presente	en	el	 campo	porque	 fue	utilizado	ampliamente	hasta	

hace	relativamente	poco,	y	tiene	una	vida	media	de	60	días	en	el	caso	del	endosulfán-

α	 y	 de	 unos	 800	 días	 en	 el	 caso	 del	 endosulfán	 –β	 (Stewart	 &	 Cairns).	 Es	 un	

contaminante	 capaz	 de	 causar	 muchos	 problemas	 ambientales;	 a	 pesar	 de	 que	 sus	

componentes	 fueron	 prohibidos	 en	 muchos	 países,	 los	 residuos	 todavía	 son	

detectados	en	campos	de	soja	luego	de	mucho	tiempo	de	haber	sido	aplicado.		En	un	

estudio	se	reportó	que	la	vida	media	de	los	residuos	tóxicos	combinados	(endosulfán	

plus	y	endosulfán	sulfato)	se	encuentra	entre	los	9	meses	y	los	6	años	(US	EPA	2002).	El	

endosulfán	 está	 sujeto	 a	 transporte	 atmosférico	 de	 largo	 alcance.	 Por	 ejemplo,	 un	

reporte	 de	 2008	 del	Servicio	 Nacional	 de	 Parques,	 señaló	 que	 el	 endosulfán	

comúnmente	contamina	aire,	agua,	plantas	y	peces	de	Parques	Nacionales	en	 los	EE.	

UU;	 la	mayoría	de	estos	parques	están	 lejos	de	 las	áreas	donde	se	usa	el	endosulfán	

(Western		Airborne	Contaminants	Assessment	Project,	National	Parks	Service).	
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Figura	23.	Estructura	molecular	del	plaguicida	endosulfán.	Esqueleto	carbonado	de	la	molécula	6,	7,	8,	
9,	10,	10–hexachloro–1,	5,	5a,	6,	9,9a–hexahydro–6,	9–methano–2,	4,	3–benzodioxathiepin–	3–oxido.		

	

Uno	 de	 los	 principales	 	 y	 más	 conocidos	 efectos	 del	 endosulfán	 es	 su	 acción	

bloqueadora	del	 canal	de	Cl-	 asociado	al	 receptor	GABA	en	 las	neuronas	del	 sistema	

nervioso	central,	actuando	como	un	antagonista	del	mismo	(Lawrence	&	Casida	1984).	

Como	 consecuencia	 de	 la	 entrada	 de	 Cl-	 a	 la	 célula,	 GABA	 no	 puede	 unirse	 a	 su	

receptor	 y	 entonces	 se	 dispara	 una	 respuesta	 descontrolada	 de	 excitación	 en	 las	

células	 (Silva	&	Gammon	2009).	 Se	 han	 estudiado	 ampliamente	 sus	 efectos	 sobre	 el	

sistema	 nervioso	 central	 y	 su	 relación	 con	 el	 déficit	 neurofisiológico	 observado	 en	

niños,	 adolescentes	 y	 adultos.	 Hay	 evidencia	 que	 sostiene	 que	 la	 exposición	 a	 este	

plaguicida	altera	la	expresión	de	proteínas	asociadas	a	neurotransmisión	en	la	corteza	

frontal	 (Cabaleiro	 et	al.	 2008).	 Por	 otro	 lado,	 se	 conoce	 que	 las	 sustancias	 químicas,	

como	 es	 el	 caso	 de	 los	 plaguicidas,	 pueden	 afectar	 el	 eje	 hipotálamo-hipofisario-

gonadal	que	a	su	vez	regula	el	sistema	reproductor	en	animales	vertebrados	(Coskun	

et	al.	2012;	Ozen	et	al.	2012).	En	el	caso	particular	del	endosulfán,	se	ha	descubierto	

que	produce	problemas	reproductivos	en	diversos	modelos	animales.	Varios	estudios	

realizados	 utilizando	 ratas	 como	modelo	 experimental,	 sostienen	 que	 el	 endosulfán	

afecta	 a	 las	 células	 de	 Sertoli,	 disminuye	 el	 peso	 de	 los	 testículos,	 e	 inhibe	 la	

espermatogénesis	y	la	esteroidogénesis	(Aly	&	Khafagy	2014;	Choudhary	&	Joshi	2003;	

Jaiswal	et	al.	2005;	Rao	et	al.	2005;	Rastogi	et	al.	2014).	Cuando	se	utilizaron	ratones	

como	 modelo	 experimental	 se	 encontraron	 los	 mismos	 desórdenes	 frente	 a	 la	

exposición	 al	 endosulfán,	 confirmando	 los	 efectos	 vistos	 en	 rata	 (Popov	 et	al.	 1998;	

Ren	et	al.	2008;	Wilson	&	LeBlanc	1998;	Xu	et	al.	2015).	También,	estudios	realizados	

por	Sinha	y	colaboradores	(Sinha	et	al.	2001)	demostraron	que	el	plaguicida	conduce	a	

una	 disminución	 en	 la	 producción	 espermática	 diaria	 y	 a	 un	 incremento	 de	 los	

espermatozoides	anormales	y	a	actividad	anormal	de	enzimas	marcadores	de	testículo,	

tanto	en	ratas	inmaduras	como	en	ratas	maduras.	Se	han	utilizado	células	testiculares,	

principalmente	co-cultivos	de	células	de	Sertoli,	para	investigar	los	mecanismos	por	los	

cuales	los	tóxicos	ejercían	su	efecto.	Si	la	cooperación	metabólica	que	existe	entre	las	

células	de	Sertoli	 y	 las	células	germinales	 se	ve	afectada	por	alguna	perturbación,	es	

posible	 que	 conduzca	 a	 disfunción	 testicular.	 Los	 cambios	 citotóxicos	 inducidos	 por	
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endosulfán	 (0,	 2,	 20,	 40,	 y	 80	mM)	en	 cultivos	mixtos	de	 células	de	 Sertoli	 y	 células	

madre	 luego	 de	 24	 y	 48	 h	 de	 tratamiento,	 produjeron	 una	mayor	 separación	 de	 las	

células	 madre	 de	 las	 células	 de	 Sertoli,	 en	 una	 forma	 dependiente	 de	 la	 dosis	 y	

también	una	disminución	en	la	viabilidad	de	ambos	tipos	celulares	(Sinha	et	al.	1999).		

Por	otro	lado,	estudios	realizados	con	el	fin	de	analizar	el	efecto	del	endosulfán	sobre	

la	 reacción	acrosomal,	demostraron	que	el	plaguicida	 inhibe	 fuertemente	 la	 reacción	

acrosomal	 iniciada	 por	 progesterona	 o	 glicina	 en	 espermatozoides	 humanos	 (Turner	

et	al.	1997).	

El	endosulfán	actúa	uniéndose	a	 los	 receptores	de	estrógenos	 (Wozniak	et	al.	 2005),	

como	muchos	otros	xenoestrógenos	que	ejercen	sus	efectos	a	través	del	receptor	de	

estrógenos	 unido	 a	membrana	 e	 induciendo	 un	 ingreso	 de	 calcio	 que	 termina	 en	 la	

malformación	de	tejidos,	cáncer	y	otros	disturbios.	También	demostró	tener	efectos	en	

chicos	en	edad	puberal,	disminuyendo	su	tiempo	de	madurez	y	afectando	sus	genitales	

y	 caracteres	 sexuales	 secundarios	 (Fernandez	 et	al.	 2007;	 Roy	 et	al.	 2009).	 Estudios	

poblacionales	en	diversas	partes	del	mundo	demostraron	una	tendencia	al	desarrollo	

temprano	de	la	pubertad.	Además,	estudios	epidemiológicos	en	los	que	se	investigó	la	

relación	 entre	 el	 desarrollo	 puberal	 y	 la	 exposición	 al	 endosulfán,	 revelaron	

asociaciones	entre	la	exposición	perinatal	y	postnatal,	también	observadas	en	estudios	

realizados	 en	 animales	 de	 laboratorio	 (Milesi	 et	al.	 2012;	 Milesi	 et	al.	 2015).	 Los	

estudios	en	animales	de	experimentación	apoyan	estos	descubrimientos	y	apuntan	a	

distintos	mecanismos	 endocrinos	 regulatorios	 asociados	 al	 desarrollo	 puberal,	 en	 el	

periodo	perinatal	y	en	el	pre-puberal	(Soto	et	al.	1994;	Schoeters	et	al.	2008;	Alyea	&	

Watson	 2009).	 En	 experimentos	 en	 los	 que	 se	 utilizaron	 ratas	 como	 modelo	

experimental,	el	plaguicida	 redujo	 los	niveles	 circulantes	en	plasma	de	 las	hormonas	

FSH,	LH	y	testosterona	(Singh	&	Pandey	1990;	Wade	et	al.	1997).	

Debido	a	la	solubilidad	lipídica	y		la	resistencia	a	ser	metabolizados,	algunos	plaguicidas	

organoclorados	 se	 acumulan	 en	 tejidos	 humanos.	 La	 exposición	 ambiental	 a	 un	 solo	

químico	durante	un	largo	periodo	es	rara.	Sin	embargo,	un	grupo	de	autores	fue	capaz	

de	evaluar	una	población	de	Kerala,	 India,	que	estuvo	expuesta	durante	20	años	a	 la	

fumigación	 aérea	 de	 endosulfán	 solamente.	 Cuando	 se	 estudió	 esta	 población,	 se	

encontró	un	retraso	en	la	pubertad	de	varones	indios	asociado	a	una	alta	exposición	al	

plaguicida,	 en	 comparación	 con	 chicos	 que	 vivían	 en	 zonas	 no	 contaminadas.	 Los	

valores	 séricos	de	endosulfán	encontrados	en	niños	de	un	pueblo	contaminado	eran	

de	alrededor	de	7,6	ng/g	comparado	con	1,4	ng/g	en	niños	control	(Saiyed	et	al.	2003).	

La	región	más	grande	de	España	destinada	a	la	agricultura	es	la	costa	del	Mediterráneo	

en	el	sur	del	país.	Allí	se	detectaron	concentraciones	considerables	de	endosulfán	I	o	II,	

o	 de	 sus	 metabolitos	 endosulfán-diol	 o	 endosulfán	 sulfato,	 en	 muestras	 de	 tejido	

adiposos	 o	 sangre	 de	mujeres	 que	 vivían	 en	 zonas	 expuestas	 al	 endosulfán	 (Botella	

et	al.	 2004).	 De	 la	 misma	 manera,	 Carreño	 reportó	 que	 el	 endosulfán-diol	 fue	 el	

metabolito	detectado	con	mayor	frecuencia	en	mujeres	(92%)	y	en	hombres	(70%)	del	
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sur	 de	 España,	 seguido	 por	 el	 endosulfán-sulfato	 (Carrenõ	 et	al.	 2007).	 Además,	

cuando	se	evaluaron	muestras	de	placenta	de	mujeres	de	la	misma	zona,	también	se	

encontraron	 residuos	 de	 endosulfán	 o	 sus	 metabolitos	 en	 las	 muestras	 (Lopez-

Espinosa	et	al.	 2007).	Varios	estudios	 recientes	 indicaron	 la	existencia	de	endosulfán	

en	distintas	zonas	del	planeta	(M.	Y.	Y.	Chen	et	al.	2015;	Fang	et	al.	2015;	Huang	et	al.	

2014;	Papadakis	et	al.	2015)	tales	como	África	(Sun	et	al.	2016),	el	Himalaya	(Devi	et	al.	

2015)	e	inclusive	Argentina	(Astoviza	et	al.	2016;	Butinof	et	al.	2015),	así	como	también		

de	sus	 	 residuos	en	 la	población	de	Europa	(Ulutaş	et	al.	2015)	e	 India	 (Sharma	et	al.	

2015).		

Durante	los	últimos	años,	varios	grupos	investigaron	el	efecto	del	endosulfán	sobre	el	

estado	redox	de	las	células.	Algunos	reportes	sugieren	que	el	plaguicida	induce	estrés	

oxidativo	y	apoptosis	en	 las	células	espermáticas	mediante	 las	vías	mitocondrial	y	no	

mitocondrial	(Wang	et	al.	2012a;	Xu	et	al.	2015).	Otros	autores	también	demostraron	

que	el	endosulfán	produce	peroxidación	de	los	lípidos	y	daño	oxidativo	en	testículo	de	

rata	 (Sinha	 et	al.	 2001;	 Pal	 et	al.	 2009),	 afectando	 la	 función	 reproductiva.	 Como	

mencionamos	antes,	las	enzimas	antioxidantes	SOD,	CAT	y	GSH-PX	de	testículo	actúan	

como	“scavengers”	(basureros)	de	las	especies	reactivas	del	oxígeno	y	juegan	un	papel	

muy	importante	en	mantener	“normales”	a	las	células	espermatogénicas.	Es	por	esto	

que,	dado	que	es	 sabido	que	 la	vitamina	E	 incrementa	 la	actividad	de	estas	enzimas	

antioxidantes	y	reduce	la	acumulación	de	radicales	libres	producida	por	el	plaguicida,	

se	la	ha	utilizado	en	varios	estudios	con	el	fin	de	revertir	su	efecto	(Wang	et	al.	2012a;	

Takhshid	et	al.	2012).	Lo	mismo	ha	sucedido	con	la	vitamina	C,	que	ha	sido	utilizada	en	

varios	estudios	con	el	fin	de	evaluar	si	es	capaz	de	mitigar	 los	efectos	del	endosulfán	

(Takhshid	et	al.	2012;	Ozmen	&	Mor	2012;	Ozmen	&	Mor	2015).	

Queda	 claro,	 entonces,	 que	 el	 endosulfán	 es	 un	 Contaminante	Orgánico	 Persistente	

(COP),	que	tiene	alta	capacidad	de	bioacumulación	y	alta	persistencia	en	el	ambiente,	

generando	 graves	 desórdenes	 mentales	 y	 fisicos.	 En	 nuestro	 país,	 el	 Ministerio	 de	

Salud	 de	 la	 Nación	 ha	 manifestado	 que	 “…el	 Endosulfán,	 tiene	 propiedades	

carcinogénicas	 para	 los	 seres	 humanos,	 especialmente	 en	 los	 casos	 de	 exposición	

crónica…”,	 que	 “…además,	 provoca	 alteraciones	 neurológicas	 que	 pueden	 asociarse	

con	 daños	 cerebrales	 permanentes,	 manifestándose	 con	 deterioro	 cognitivo	 y	

emocional,	 daños	 en	 la	 memoria	 y	 afección	 visual.	 También	 afecta	 el	 sistema	

inmunológico;	 tiene	 efectos	 adversos	 sobre	 el	 sistema	 reproductivo	 masculino,	 los	

riñones	 y	 el	 hígado;	 puede	 provocar	 hipotiroidismo	 y	 daña	 los	 glóbulos	 rojos	

sanguíneos…”	Como	consecuencia	de	sus	efectos	y	de	lo	establecido	en	el	Convenio	de	

Rotterdam,	el	SENASA	por	medio	de	la	Resolución	511/	2011,	en	su	Artículo	I	resolvió	

prohibir,	a	partir	del	1	de	julio	de	2012,	la	importación	del	principio	activo	Endosulfán	y	

de	sus	productos	formulados;	asimismo	en	el	Artículo	II	resolvió	prohibir	a	partir	del	1°	

de	julio	de	2013	la	elaboración,	formulación,	comercialización	y	el	uso	de	los	productos	

que	 contengan	 el	 principio	 activo	 Endosulfán.	 Sin	 embargo,	 dada	 la	 eficiencia	 de	 la	
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acción	de	este	plaguicida	y	su	efectividad	contra	una	amplia	gama	de	insectos	así	como	

también	a	la	persistencia	del	endosulfán	en	el	ambiente,	es	probable	que	su	uso	haya	

sido	 y	 sea	 mantenido	 en	 el	 tiempo	 hasta	 encontrar	 un	 reemplazo	 efectivo.	 Como	

consecuencia	de	esto,	y	de	todos	los	efectos	perjudiciales	reportados	sobre	el	sistema	

reproductor	 de	 los	 vertebrados,	 consideramos	 de	 extrema	 importancia	 evaluar	 el	

mecanismo	 de	 acción	 del	 endosulfán	 y	 su	 efecto	 sobre	 la	 cromatina	 de	 los	

espermatozoides,	que	aún	es	desconocido.	

	

Etanol	

Así	como	sucede	con	el	endosulfán,	los	mecanismos	de	daño	que	se	asocian	a	los	efectos	

reproductivos	 por	 consumo	 de	 etanol	 en	 el	 macho,	 tampoco	 están	 del	 todo	

comprendidos.	 El	 abuso	 en	 el	 consumo	 de	 alcohol	 puede	 producir	 una	 variedad	 de	

disturbios	 médicos,	 psicológicos	 o	 físicos	 que	 identifican	 al	 alcohol	 como	 uno	 de	 los	

mayores	 problemas	 de	 la	 sociedad	 moderna.	 El	 etanol,	 puede	 afectar	 el	 sistema	

reproductivo	 en	 tres	 niveles:	 sistema	 hipotálamo-hipofisario-gonadal,	 glándulas	

endocrinas	 y	 hormonas	 (Anderson	 1981;	 Gabriel	 et	al.	 1998;	 Zhang	 et	al.	 2005;	 Lan	

et	al.	 2006).	 Perturba	 los	 sistemas	 de	 transducción	 de	 señales,	 el	 control	 de	 la	

proliferación	 celular,	 la	 concentración	 de	 calcio	 intracelular,	 la	 expresión	 proteica	 e	

interfiere	con	los	eventos	de	diferenciación.		

El	equilibrio	en	la	concentración	de	etanol	en	un	tejido	depende	del	contenido	relativo	

de	agua	en	ese	tejido,	es	decir	del	contenido	de	agua,	la	velocidad	de	flujo	sanguíneo	y	

la	masa	de	tejido.	El	etanol	es	prácticamente	insoluble	en	grasas	y	aceites,	aunque	al	

igual	 que	 el	 agua,	 puede	 atravesar	 las	membranas	biológicas.	 Se	 distribuye	desde	 la	

sangre	hacia	todos	los	tejidos	y	fluidos	en	proporción	a	su	contenido	de	agua	relativo.	

La	 concentración	 de	 etanol	 en	 un	 tejido	 depende	 del	 tejido	 y	 alcanza	 el	 equilibrio	

rápidamente	con	 la	concentración	de	etanol	en	plasma.	No	hay	proteínas	del	plasma	

que	se	unan	al	alcohol	(Cederbaum	2012).		

La	 concentración	 de	 alcohol	 en	 sangre	 está	 determinada	 por	 la	 cantidad	 de	 alcohol	

consumida	y	por	la	presencia	o	ausencia	de	comida	en	el	estómago;	estos	dos	factores	

afectan	el	vaciado	gástrico	y	la	tasa	de	oxidación	del	alcohol.			

Una	 parte	 del	 etanol	 que	 es	 ingerido	 no	 ingresa	 a	 la	 circulación	 sistémica,	 pero	 es	

oxidada	 en	 el	 estómago	 por	 isoformas	 de	 la	 enzima	 alcohol	 deshidrogenasa	 (ADH)	

como	 la	σADH	y	 la	ADH	clase	 I	 y	 clase	 II.	 La	ADH	es	una	enzima	que	contiene	 zinc	y	

consiste	en	dos	subunidades	de	40	KDa	cada	una.	Se	encuentra	en	altas	cantidades	en	

el	 hígado,	 seguido	 por	 el	 tracto	 gastrointestinal,	 los	 riñones,	 la	 mucosa	 nasal,	 los	

testículos	y	el	útero.	Existen	múltiples	formas	de	ADH	en	el	hígado.	Este	primer	paso	

metabólico	podría	modular	la	toxicidad	del	etanol,	dado	que	su	eficiencia	determina	la	

biodisponibilidad	 del	 mismo.	 El	 etanol	 pasa	 rápidamente	 del	 estómago	 al	 duodeno	

cuando	 el	 estómago	 está	 vacío.	 Esto	 minimiza	 el	 primer	 paso	 metabólico,	
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contribuyendo	al	aumento	de	la	concentración	del	etanol	en	sangre	que	se	observa	en	

el	estado	de	ayuno,	comparado	con	el	estado	de	alimentación.		

La	principal	enzima	responsable	de	la	oxidación	del	alcohol,	la	ADH,	está	presente	en	el	

hígado,	 al	 igual	 que	 (aunque	 en	 menor	 medida)	 el	 sistema	 oxidante	 de	 etanol	

citocromo	 P450.	 El	 etanol	 es	 un	 nutriente	 que	 tiene	 valor	 calórico.	 Sin	 embargo,	 a	

diferencia	de	los	carbohidratos	y	las	grasas,	que	pueden	ser	almacenados	y	utilizados	

cuando	son	necesarios,	el	etanol	no	es	almacenado	y	permanece	en	el	agua	del	cuerpo	

hasta	que	es	eliminado.	

Mientras	que	el	metabolismo	de	la	mayoría	de	los	nutrientes	se	encuentra	bajo	control	

hormonal,	generalmente	hay	poca	regulación	hormonal	que	pueda	marcar	el	ritmo	de	

la	 eliminación	del	 etanol.	 Teniendo	en	 cuenta	estas	 consideraciones,	 el	 hígado	 tiene	

una	mayor	responsabilidad	para	oxidar	el	alcohol	y	removerlo	del	cuerpo.	

Los	animales	con	pequeño	peso	corporal	metabolizan	el	etanol	a	velocidades	mayores	

que	 los	 animales	más	 grandes,	 la	 velocidad	 de	 eliminación	 del	 etanol	 en	 ratón	 es	 5	

veces	mayor	que	la	velocidad	en	humanos.	Estas	tasas	de	metabolización	de	etanol	se	

correlacionan	con	la	tasa	metabólica	basal	de	esa	especie,	indicando	que	la	capacidad	

de	oxidar	el	etanol	es	paralela	a	la	capacidad	de	oxidar	los	nutrientes	típicos.	De	todas	

maneras,	 es	 importante	 resaltar	 que	 las	 calorías	 derivadas	 del	 etanol	 se	 producen	 a	

expensas	 del	 metabolismo	 normal	 de	 los	 nutrientes,	 ya	 que	 se	 oxida	

preferencialmente	 antes	 que	 otros	 nutrientes	 (Salaspuro	 &	 Lieber	 1978;	 Morgan	 &	

Levine	 1988;	 Lieber	 1991;	 Addolorato	 et	al.	 1997).	 Los	 animales	muy	 jóvenes	 tienen	

velocidades	de	eliminación	de	etanol	muy	bajas	porque	la	ADH	(y	la	CYP2E1)	no	están	

expresadas	 completamente.	 El	 hígado	 fetal	 elimina	 etanol	muy	 pobremente,	 lo	 que	

podría	estar	 involucrado	con	el	 síndrome	de	alcoholismo	 fetal	 (FAS,	del	 inglés	 “Fetal	

Alcohol	 Syndrome”).	 Hay	 cierta	 disminución	 en	 la	 eliminación	 del	 etanol	 con	 el	

envejecimiento,	probablemente	debido	a	una	menor	masa	en	el	hígado	o	contenido	de	

agua.	La	velocidad	de	eliminación	del	etanol	es	mayor	en	las	mujeres	cuando	la	misma	

se	 correlaciona	 con	 la	 masa	 corporal.	 Debido	 a	 que	 las	 mujeres	 tienen	 pequeño	

tamaño	corporal	y	como	consecuencia,	poca	masa	corporal	magra;	 la	eliminación	de	

etanol	 por	 unidad	 de	 masa	 corporal	 es	 mayor	 en	 las	 mujeres.	 Los	 hombres	 y	 las	

mujeres	 generalmente	 tienen	 tasas	 de	 eliminación	 de	 etanol	 similares	 cuando	 se	

expresan	 los	 resultados	 como	 g/hr	 o	 g/l	 de	 volumen	del	 hígado.	A	 causa	 del	 primer	

paso	del	metabolismo	en	el	estómago,	es	posible	que	una	dosis	dada	de	etanol	pueda	

producir	una	mayor	concentración	en	hembras	que	en	machos	(Cole-Harding	&	Wilson	

1987;	Norberg	et	al.	2003;	Baraona	et	al.	2001).		

Como	se	mencionó	antes,	el	primer	paso	del	metabolismo	del	etanol	es	catalizado	por	

la	enzima	ADH	(Figura	23),	que	está	ampliamente	presente	en	el	hígado,	y	forma	parte	

de	 una	 familia	 de	 isoformas.	 Se	 requiere	 un	 cofactor,	 NAD+,	 para	 aceptar	 los	

equivalentes	reducidos	del	etanol.	Como	resultado,	el	etanol	es	oxidado	a	su	producto	

acetaldehído	 y	 el	 cofactor	 NAD+	 es	 reducido	 a	 NADH+H+.	 La	 reacción	 de	 la	 ADH	 es	

reversible.	 El	 segundo	 paso	 es	 catalizado	 por	 la	 enzima	 aldehído	 deshidrogenasa	
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(ALDH).	El	acetaldehído	es	oxidado	a	acetato;	el	cofactor	NAD+	es	reducido	a	NADH.	La	

reacción	 mediada	 por	 la	 ALDH	 es	 esencialmente	 irreversible.	 La	 mayoría	 del	

acetaldehído	 producido	 por	 la	 oxidación	 del	 etanol	 es	 reoxidado	 a	 acetato	 en	 el	

hígado;	los	valores	circulantes	de	acetaldehído	son	bajos	en	condiciones	normales.	La	

mayoría	 del	 acetato	 producido	 abandona	 el	 hígado	 y	 circula	 hacia	 los	 tejidos	

periféricos	 donde	 es	 activado	 a	 acetilCoA,	 que	 es	 también	 un	 metabolito	 clave	

producido	 por	 la	 mayoría	 de	 los	 nutrientes,	 carbohidratos,	 grasas	 y	 proteínas	 en	

exceso.	 Debido	 a	 que	 las	 reacciones	 de	 las	 enzimas	 ADH	 y	 ALDH	 reducen	 NAD+	 a	

NADH,	 la	 proporción	 redox	 NAD+/NADH+	 disminuye	 en	 el	 citosol.	 Esto	 tiene	 efectos	

importantes	en	otras	vías	metabólicas	que	requieren	NAD+	o	son	inhibidas	por	NADH.		

Como	 la	 reacción	 catalizada	 por	 la	 enzima	 ALDH	 se	 produce	 en	 las	mitocondrias,	 la	

proporción	NAD+/	NADH	también	disminuye	allí.			

El	 citocromo	 P450	 es	 una	 familia	 de	 enzimas	 hemo	 que	 están	 involucradas	 en	 la	

oxidación	 de	 esteroides,	 ácidos	 grasos	 y	 numerosos	 xenobióticos	 ingeridos	 desde	 el	

medio	ambiente.		CYP2E1	es	miembro	del	citocromo	P450	y	tiene	la	actividad	máxima	

de	oxidación	de	etanol	a	acetaldehído.	Además	del	etanol,	CYP2E1	puede	oxidar	otros	

componentes	 incluyendo	 la	 acetona,	 el	 benceno	 y	 otros	 alcoholes.	 La	 catalasa,	 una	

enzima	que	utiliza	el	grupo	hemo	como	cofactor,	se	encuentra	en	los	peroxisomas	y	es	

un	importante	antioxidante,	ya	que	cataliza	la	remoción	del	H2O2,	pero	también	puede	

oxidar	 al	 etanol.	 Esta	 vía	 está	 limitada	 por	 las	 bajas	 concentraciones	 de	 H2O2	

producidas	 en	 condiciones	 fisiológicas	 y	 parece	 tener	 un	 rol	 insignificante	 en	 la	

oxidación	del	etanol	en	el	hígado.		
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Figura	24.	Representación	esquemática	de	 las	vías	de	metabolización	celular	del	etanol.	El	Etanol	es	
metabolizado	a	acetaldehído	por	medio	de	la	enzima	alcohol	deshidrogenasa	(ADH),	el	citocromo	P450	
2E1	 (CYP2E1)	 y	 la	 catalasa	 en	 una	 menor	 medida.	 El	 acetaldehído,	 a	 su	 vez,	 es	 oxidado	 a	 acetato	
mediante	 la	 actividad	 de	 la	 enzima	 acetaldehído	 deshidrogenasa	 (ALDH).	 El	 metabolismo	 del	 alcohol	
mediado	por	la	ADH	resulta	en	la	generación	de	los	equivalentes	reducidos	en	la	forma	de	nicotinamida	
adenina	 dinucleótido	 (NADH)	 y	 acetaldehído,	 mientras	 que	 la	 oxidación	 por	 CYP2E1	 conduce	 a	 la	
producción	 de	 acetaldehído,	 pero	 también	 a	 la	 generación	 de	 ROS.	 	 El	 consumo	 crónico	 de	 alcohol	
incrementa	la	actividad	de	CYP2E1	y	como	consecuencia	aumenta	aún	más	la	producción	de	ROS.	NADH	
es	 reoxidado	a	NAD

+	
en	 la	mitocondria,	 lo	 que	 también	 incrementa	 la	 producción	 de	ROS.	 Además,	 el	

acetaldehído	puede	unirse	al	ADN,	formando	aductos	estables	con	éste;	las	ROS	resultan	en	productos	de	
la	peroxidación	y	peroxidación	 lipídica	tales	como	el	MDA	que	también	puede	unirse	al	ADN	formando	
aductos.	 La	 oxidación	 del	 etanol	 por	 acción	 de	 la	 catalasa	 parece	 ser	 de	 importancia	 secundaria.		
Modificado	de	(Seitz	&	Stickel	2007).	

	

Existen	cerca	de	4000	trabajos	publicados	que	confirman	la	teratogenicidad	del	etanol	

y	no	hay	evidencia	de	que	el	etanol	sea	benéfico	para	el	desarrollo	embrionario	o	fetal.	

La	 teratogenicidad	fue	demostrada	de	manera	 indiscutida	en	 la	clínica,	y	en	estudios	

epidemiológicos	y	comportamentales.	Los	efectos	teratogénicos	indiscutibles	incluyen	

retardo	mental	y	un	espectro	de	anormalidades		en	el	desarrollo	y	el	comportamiento,	

así	 como	 también,	 bajo	peso	 al	 nacer	 (Streissguth	 et	al.	 1980).	 La	más	 severa	de	 las	

manifestaciones	 teratogénicas	 de	 la	 exposición	 fetal	 al	 etanol	 causa	 un	 conjunto	 de	

alteraciones	 fisiológicas	 y	 neurofisiológicas	 permanentes	 en	 la	 descendencia,	 y	 se	

denomina	 síndrome	de	 alcoholismo	 fetal	 (FAS,	 del	 inglés	 “Fetal	 Alcohol	 Syndrome”),	

cuadro	patológico	descripto	en	1973	por	Jones	y	Smith	(1973)	y	observado	por	primera	

vez	 por	 Lemoine	 y	 colaboradores	 en	 1968,	 a	 partir	 un	 patrón	 común	de	 defectos	 al	
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nacimiento	hallados	en	127	niños	nacidos	de	madres	alcohólicas	en	Francia	(Hill	et	al.	

1989).	 Estimaciones	 realizadas	en	 todo	el	mundo	 indican	que	al	menos	el	 1%	de	 los	

nacimientos	son	afectados	por	el	consumo	de	alcohol	prenatal,	y	el	alcohol	es	una	de	

las	 principales	 causas	 evitables	 de	 defectos	 en	 el	 nacimiento	 y	 el	 desarrollo	 (May	&	

Gossage	2001).	El	tiempo	y	la	cantidad	de	exposición	no	pueden	explicar	la	variabilidad	

entre	 los	 distintos	 individuos	 afectados,	 lo	 que	 sugiere	 que	 la	 vulnerabilidad	 fetal	

estaría	relacionada	a	la	variabilidad	genética.	De	todas	maneras,	no	se	conoce	todavía	

si	los	aspectos	de	la	vulnerabilidad	del	feto	dependen	de	la	madre,	el	padre	o	ambos.	

Mientras	 que	 los	 posibles	 efectos	 del	 consumo	 de	 alcohol	 en	 hembras	 durante	 la	

gestación	 están	 ampliamente	 documentados	 	 y	 comprendidos	 (Larkby	 &	 Day	 1997;	

Marjonen	et	al.	2015),	los	efectos	potenciales	del	consumo	de	alcohol	paterno	previo	a	

la	concepción	sobre	el	feto	en	desarrollo	están	muy	poco	aclarados	en	la	literatura.		Si	

bien	no	se	conocen	aún	los	mecanismos	por	los	cuales	la	exposición	paterna	al	alcohol	

puede	teóricamente	afectar	al	feto,	se	cree	que	podrían	producirse	a	nivel	del	ADN.	La	

literatura	 reciente	 sugiere	 que	 estarían	 relacionados	 con	 mecanismos	 epigenéticos	

heredables,	 sobre	 los	 que	 podrían	 actuar	 los	 factores	 ambientales.	 Los	 cambios	

epigenéticos	 en	 el	 ADN	 inducidos	 por	 el	 alcohol	 podrían	 ser	 responsables	 de	 los	

efectos	transgeneracionales	como	consecuencia	del	abuso	de	alcohol	(Knezovich	et	al.	

2012).	Experimentos	realizados	en	ratones,	demostraron	que	 la	exposición	crónica	al	

etanol	 afecta	 la	 metilación	 de	 genes	 con	 impronta	 genética	 (“imprinting”)	 en	 sus	

espermatozoides,	alteración	que	será	transmitida	a	sus	crías,	provocando	desórdenes	

mentales	 (Liang	 et	al.	 2014).	 Estos	 cambios	 en	 la	 impronta	 genética	 a	 través	 de	 la	

metilación	de	genes	estarían	relacionados	con	los	efectos	teratogénicos	causados	por	

el	 alcohol	 (Stouder	 et	al.	 2011).	 Aún	 concentraciones	 de	 etanol	 que	 no	 inhiben	 el	

crecimiento	 embrionario	 pueden	 producir	 anomalías	 genético-cromosómicas	

(Kaufman,	 1997)	 en	 las	 gametas,	 posibilitando	 efectos	 genotóxicos	 de	 línea	 somática,	

como	 fue	 demostrado	 recientemente	 por	 el	 incremento	 de	 la	 frecuencia	 de	

micronúcleos	 en	 médula	 ósea	 de	 ratón	 luego	 de	 la	 exposición	 paterna	 y	 materna	

prolongada	 a	 etanol	 (Cebral	 et	al.	 2011).	 Es	 difícil	 comparar	 entre	 estudios,	 ya	 que	

tanto	 las	 poblaciones	 estudiadas	 como	 el	 consumo	 de	 etanol	 varían	

considerablemente	entre	 los	mismos	(Jensen	et	al.	2014).	Así	 también	es	 la	variación	

que	 existe	 en	 el	 grado	 de	 sensibilidad	 de	 los	 distintos	 órganos	 a	 los	 efectos	

teratogénicos	del	etanol.	Los	factores	críticos	son	el	 tiempo	de	exposición	durante	el	

periodo	prenatal	y	 la	dosis	y	frecuencia	de	exposición	(Cook	et	al.	1987;	Zajac	&	Abel	

1992;	 Zhang	 et	al.	 2005).	 Estudios	 recientes	 sobre	 el	 efecto	 del	 alcohol	 sobre	 la	

condensación	 de	 la	 cromatina	 y	 la	 integridad	 del	 ADN	 de	 espermatozoides	 de	 rata,	

demostraron	el	efecto	nocivo	del	alcohol	sobre	los	parámetros	espermáticos,	así	como	

también	 efectos	 negativos	 sobre	 la	 integridad	 del	 ADN	 y	 el	 remodelamiento	 de	 la	

cromatina,	 sugiriendo	 que	 el	 etanol	 podría	 inducir	 la	 apoptosis	 de	 los	

espermatozoides.	Por	lo	tanto,	según	estos	autores,	el	abuso	de	alcohol	resultaría	en	la	

producción	de	espermatozoides	con	una	cromatina	menos	compacta,	lo	cual	sería	una	
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de	las	posibles	causas	de	infertilidad	asociada	al	consumo	de	alcohol	(Rahimipour	et	al.	

2013;	 A.	 R.	 Talebi	 et	al.	 2011).	 Además,	 distintos	 estudios	 sugieren	 que	 el	 alcohol	

aumenta	 el	 estrés	 oxidativo	 en	 los	 espermatozoides	 de	 animales	 intoxicados	

(Harikrishnan	et	al.	2013;	Maneesh	et	al.).		

Cuando	se	analizaron	los	parámetros	espermáticos	de	hombre	consumidores	crónicos	

de	 alcohol	 que	 presentaban	 oligozoospermia,	 se	 observó	 un	 deterioro	 en	 la	

concentración	espermática,	en	 la	motilidad	progresiva	y	en	 la	morfología	normal.	De	

todas	 maneras,	 estas	 alteraciones	 no	 resultaron	 ser	 significativas	 cuando	 se	 las	

comparó	 con	 los	 controles	 (Kumar	et	al.	 2014).	 El	 consumo	moderado	de	alcohol	no	

parece	ejercer	mayores	perturbaciones;	pero	contrariamente,	los	alcohólicos	crónicos	

sufren	 los	 efectos	 en	 la	 reducción	de	 la	 concentración	de	 sus	 espermatozoides	 y	 los	

niveles	de	testosterona	(Shayakhmetova	et	al.	2014).	El	etanol	afecta	a	los	testículos	y	

a	 los	espermatozoides	mediante	un	mecanismo	de	peroxidación	 lipídica	 (Siervo	et	al.	

2015).	 Se	 encontró	 que	 consumidores	 de	 alcohol	 crónicos	 poseen	 los	 túbulos	

seminíferos	con	espermátidas	degeneradas	y	presentan	consecuente	azoospermia.	En	

un	 estudio	 reciente	 en	 el	 que	 se	 compararon	 los	 efectos	 del	 consumo	 ocasional	 de	

alcohol	 con	 respecto	 a	 un	 consumo	 agudo	 de	 alcohol	 durante	 la	 semana	 previa	 al	

estudio,	 se	 descubrió	 que	 los	 pacientes	 infértiles	 que	 tomaban	 alcohol	 diariamente	

presentaban	 un	 semen	 de	 peor	 calidad,	 	 así	 como	 características	 hormonales	

significativamente	 peores	 que	 los	 grupos	 que	 consumían	 alcohol	 ocasionalmente	

(Jensen	et	al.	2014).		

Los	 efectos	 del	 consumo	 de	 alcohol	 sobre	 la	 función	 reproductiva	 masculina	

permanecen	 bajo	 discusión	 a	 pesar	 de	 todos	 los	 estudios	 que	 sostienen	 el	 efecto	

perjudicial	del	alcohol	sobre	 la	 línea	germinal,	el	desarrollo	testicular,	 los	parámetros	

seminales,	y	la	fecundación	(Anderson	et	al.	1989;	Caires	et	al.	2012;	Cebral	et	al.;	Hirai	

1988;	 Jang	 et	al.	 2011;	 Liang	 et	al.	 2015).	 Dadas	 las	 similitudes	 entre	 los	

espermatozoides	humanos	y	los	de	ratón	y	la	ausencia	de	información	relacionada	con	

los	 efectos	 del	 	 etanol	 sobre	 la	 estructura	 de	 la	 cromatina	 del	 espermatozoide,	

elegimos	 como	 modelo	 experimental	 espermatozoides	 de	 ratón	 para	 evaluar	 los	

mismos.	
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Hipótesis	

La	 descondensación	 de	 la	 cromatina	 del	 espermatozoide,	 una	 vez	 producida	 la	

penetración	 del	 oocito,	 es	 fundamental	 para	 una	 correcta	 singamia.	 Las	 técnicas	 de	

reproducción	 asistida	 han	 demostrado	 que	muchas	 anomalías	 espermáticas	 pueden	

ser	solucionadas,	o	pasadas	por	alto,	pero	no	así	 los	defectos	en	 la	descondensación	

cromatínica.	De	 este	modo,	 el	 proceso	 de	 descondensación	 representa	 un	 punto	 de	

regulación	muy	 importante	 para	 una	 fecundación	 eficaz.	 Por	 lo	 tanto,	 consideramos	

que	 el	mismo	 constituye	 un	 buen	 indicador	 de	 los	 efectos	 de	 tóxicos	 ambientales	 o	

desorganizadores	endocrinos	sobre	la	reproducción.	

	

Objetivo	principal	

	

Estudiar	 los	 mecanismos	 moleculares	 involucrados	 en	 la	 descondensación	 de	 la	

cromatina	 del	 núcleo	 del	 espermatozoide	 de	 ratón,	 relacionando	 los	 agentes	

tiorreductores	y	“aceptores”	de	protaminas	y	evaluar	el	impacto	de	tóxicos	sobre	este	

evento.	

	

Objetivos	específicos	

	

1- Capítulo	 1:	 Estudiar	 el	 detalle	 molecular	 del	 proceso	 de	 descondensación	
cromatínica	en	espermatozoides	de	ratón.	
	

2- Capítulo	 2:	 Analizar	 el	 efecto	 del	 etanol	 y	 del	 plaguicida	 endosulfán	 (puro	 y	
formulado)	sobre	la	descondensación	de	espermatozoides	de	mamíferos.	
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1.	ANIMALES		

Se	 utilizaron	 ratones	 de	 la	 cepa	 CF-1	 endocriados	 y	 sexualmente	 maduros,	

provenientes	 del	 Bioterio	 de	 la	 Facultad	 de	 Ciencias	 Exactas	 y	 Naturales	 de	 la	

Universidad	 de	 Buenos	 Aires,	 Argentina.	 Los	 experimentos	 fueron	 llevados	 a	 cabo	

respetando	 el	 Reglamento	 para	 el	 cuidado	 y	 uso	 de	 animales	 de	 laboratorio	 de	 la	

Facultad	 de	 Ciencias	 Exactas	 y	 Naturales	 de	 la	 Universidad	 de	 Buenos	 Aires	 (Res	

CD141/00).	Además,	se	utilizaron	ratones	híbridos	de	la	generación	F1	resultantes	del	

apareo	 entre	machos	 BALB/C	 y	 hembras	 C57,	 criados	 en	 el	 Bioterio	 del	 Instituto	 de	

Biología	 y	 Medicina	 Experimental	 (IByME-CONICET).	 Los	 procedimientos	

experimentales	 fueron	 revisados	 y	 aprobados	 por	 el	 Comité	 de	 Ética	 del	 IByME.	 Los	

animales	fueron	hospedados	en	jaulas,	agrupados	de	a	3	ó	4	animales	del	mismo	sexo,	

recibieron	 alimento	 “Balanceado	 Cooperación	 Rata-Ratón”	 (Asociación	 Cooperativas	

de	 Alimentos	 S.A.,	 Buenos	 Aires,	 Argentina)	 y	 agua	 ad	 libitum;	 y	 se	 criaron	 a	 una	

temperatura	de	20°C	±	2°C	con	períodos	de	12	h	de	luz	y	12	h	de	oscuridad.	El	cuidado	

y	la	manipulación	de	los	animales	se	realizaron	respetando	las	Guías	Institucionales	y	

las	Guías	 de	 Principios	 Sobre	 Cuidado	 y	Uso	 de	Animales	 de	 Laboratorio,	 auspiciada	

por	el	NIH	(última	edición	publicada	por	National	Academy	Press,	USA,	1996).	

	
	
2.		RECUPERACIÓN	DE	ESPERMATOZOIDES	Y	CAPACITACIÓN	

Para	recuperar	espermatozoides	del	cauda	epididimario,	se	sacrificaron	ratones	macho	

por	tracción	cervical,	se	extrajeron	rápidamente	ambos	epidídimos	y	se	transfirieron	a	

una	 placa	 de	 Petri	 conteniendo	 300	 µL	 de	 medio	 de	 cultivo	 A+B	 (ver	 Anexo)	

suplementado	 con	 0,3%	 de	 BSA.	 Posteriormente,	 se	 realizaron	 uno	 o	 dos	 pequeños	

cortes	en	cada	cauda	epididimario	para	permitir	la	liberación	al	medio	de	cultivo	de	los	

espermatozoides	mótiles	(técnica	de	“swim	out”),	durante	10	minutos	en	estufa	a	37°C	

(Figura	 1).	 Al	 cabo	 de	 este	 tiempo,	 se	 retiraron	 los	 fragmentos	 de	 tejido;	 y	 la	

suspensión	 de	 espermatozoides	 se	 incubó	 en	 condiciones	 capacitantes	 (37°C	 bajo	

atmósfera	de	5%	de	CO2	en	aire,	90	minutos)	luego	de	ajustar	su	concentración	a	5	x	

106	espermatozoides/mL.		
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Figura	 25.	 Esquema	 de	 la	 técnica	 empleada	 para	 obtener	 los	 espermatozoides	 de	 ratón.	 A:	 se	
sacrificaron	ratones	macho	y	se	les	realizó	una	incisión	transversal	en	el	abdomen	para	tener	acceso	al	
epidídimo.	B:	usando	pinzas	se	tiró	suavemente	una	de	las	almohadillas	de	grasa	testicular;	los	testículos	
asociados,	 conductos	deferentes	y	epidídimo	salieron	con	 la	misma.	Sujetando	una	parte	del	 conducto	
deferente	fue	posible	cortar	el	cauda	epididimario.	C:	finalmente,	sosteniendo	el	tejido	con	una	pinza,	se	
realizaron	dos	o	tres	cortes	pequeños	en	el	mismo	y	se	introdujo	en	una	gota	de	medio	A+B	para	que	se	
produzca	el	“swim	out”.		
	

	

3.	PARÁMETROS	EVALUADOS	EN	LA	MUESTRA	DE	ESPERMATOZOIDES	

	

3.1	Concentración		

La	 concentración	 de	 espermatozoides	 (spz)	 murinos	 se	 determinó	 utilizando	 una	

cámara	 de	 Neubauer	 (Figura	 26).	 Para	 ello	 se	 realizó	 la	 dilución	 (D)	 adecuada	 de	 la	

muestra	para	el	conteo	y	se	colocaron	10	μL	de	la	misma	en	la	cámara.	El	número	de	

espermatozoides	 se	 determinó	 contando	 los	 espermatozoides	 contenidos	 en	 los	

cuatro	 cuadrantes	grandes	 (figura	2	B,	 celeste)	mediante	observación	al	microscopio	

de	contraste	de	fase	(Nikon	Eclipse	E200).	La	fórmula	empleada	para	recuento	es:	

	

	[	�	 ��� ��	] =
���	���	��������	�	�56	�	109
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Figura	 26.	 Esquema	 de	 la	 grilla	 de	 la	 cámara	 de	 Neubauer.	 Se	 utilizó	 la	 cámara	 de	 Neubauer	 para	
evaluar	la	concentración	de	espermatozoides.	A:	cámara	de	Neubauer,	B:	detalle	del	recuadro	celeste	en	
cámara	 de	 Neubauer	 o	 su	 equivalente	 en	 cámara	 de	 Makler	 y	 C:	 detalle	 que	 se	 observa	 a	 400X	 de	
aumento.	
 

	
3.2	Motilidad		

Con	 el	 fin	 de	 determinar	 el	 porcentaje	 de	 espermatozoides	 mótiles,	 se	 colocó	 una	

alícuota	de	la	suspensión	de	espermatozoides	(10	μL)	entre	porta	y	cubreobjetos	y	se	

observó	al	microscopio	de	contraste	de	fase	(Nikon	Eclipse	E200)	a	400X.	Se	determinó	

el	 porcentaje	 de	 espermatozoides	 mótiles	 sobre	 un	 total	 de	 100	 a	 200	 células	

evaluadas.	

	
	
4.	DESCONDENSACIÓN	DE	LA	CROMATINA	ESPERMÁTICA	

	

4.1	Descondensación	en	presencia	de	heparina	y	GSH		

De	 acuerdo	 con	 nuestra	 experiencia	 previa	 en	 espermatozoides	 humanos	 y	 con	 el	

objetivo	de	caracterizar	la	descondensación	en	espermatozoides	de	ratón,	evaluamos	

el	 efecto	 de	 la	 heparina	 sobre	 dicho	 proceso.	 Para	 esto,	 se	 descondensaron	

espermatozoides,	previamente	 capacitados,	 siguiendo	 la	 técnica	de	descondensación	

in	vitro	de	espermatozoides	humanos	ya	puesta	a	punto	por	nuestro	grupo	de	trabajo	

(Romanato	et	al.	 2003;	Romanato	et	al.	 2005).	 Los	espermatozoides	 se	 incubaron	en	

presencia	de	GSH	10	mM	y	heparina	46	µM	durante	distintos	tiempos	(15,	30,	45	y	60	

minutos).	Pasado	el	tiempo	de	incubación,	se	fijó	una	alícuota	de	30	µL	en	un	volumen	

igual	 de	 glutaraldehído	 al	 2,5%	 en	 buffer	 fosfato	 salino	 (PBS).	 Se	 observaron	 dos	

alícuotas	de	10	µL	de	cada	condición	en	microscopio	con	contraste	de	fase	usando	un	

aumento	 de	 400X	 y	 se	 determinaron	 los	 diferentes	 estadios	 de	 descondensación	 tal	

como	lo	describiera	Bedford	en	el	año	1973.	Ellos	son:	espermatozoides	sin	cambios	en	

su	 cromatina	 (S),	 moderadamente	 descondensados	 (M)	 o	 groseramente	

descondensados	 (G).	 Se	 contaron	 al	 menos	 200	 células	 en	 cada	 alícuota.	 La	

descondensación	 total	 alcanzada	 fue	 determinada	 como	 la	 suma	 del	 %	 de	
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espermatozoides	 moderadamente	 y	 groseramente	 descondensados	 (%(M+G)).	 Los	

resultados	 se	 graficaron	 utilizando	 el	 programa	 estadístico	 GraphPad	 Prism	 5	

(GraphPad	 Software,	 Inc.).	 Previamente	 se	 demostró	 que	 la	 heparina,	 análogo	

estructural	 del	 heparán	 sulfato,	 tiene	 la	 misma	 actividad	 biológica	 en	 la	

descondensación	 in	 vitro	 de	 la	 cromatina	 espermática	 (Romanato	 et	al.	 2003)	 y,	 en	

virtud	 de	 su	 accesibilidad	 y	 menor	 costo,	 será	 utilizada	 en	 los	 experimentos	 como	

sustituto	del	heparán	sulfato.		

	

4.2	Evaluación	del	efecto	de	diferentes	GAGs	sobre	la	cromatina	espermática	

Luego	de	observar	la	capacidad	descondensante	de	la	H	sobre	los	espermatozoides	de	

ratón,	se	procedió	a	evaluar	la	capacidad	descondensante	in	vitro	de	diferentes	GAGs.	

Se	 realizó	 la	descondensación	de	espermatozoides	murinos	capacitados	en	presencia	

de	 GSH	 10mM,	 condroitín	 sulfato	 (CS),	 dermatán	 sulfato	 (DS)	 46	 µM	 o	 ácido	

hialurónico	 (AH)	 2	 mg/	 mL	 en	 medio	 de	 cultivo	 A+B	 a	 37°C	 durante	 60	 minutos.	

Transcurrido	este	tiempo,	se	determinó	el	porcentaje	de	descondensación	tal	como	se	

describió	 en	 la	 sección	 4.1	 y	 los	 resultados	 se	 graficaron	 utilizando	 el	 programa	

estadístico	GraphPad	Prism	5	(GraphPad	Software,	Inc.).	

	
	
	
4.3	Evaluación	del	uso	 secuencial	del	agente	 reductor	de	puentes	disulfuro	 (GSH)	y	

del	 agente	 descondensante	 (GAG)	 en	 la	 descondensación	 de	 espermatozoides	

murinos	capacitados	

Para	 ahondar	 en	 el	 mecanismo	 del	 proceso	 de	 descondensación	 nuclear	 en	

espermatozoides	murinos,	quisimos	ver	(siguiendo	el	protocolo	utilizado	por	Julianelli	

(Julianelli	 et	al.	 2012a)	 en	 nuestro	 laboratorio,	 para	 espermatozoides	 humanos),	 si	

existía	 un	 efecto	 cooperativo	 entre	 el	 agente	 descondensante	 y	 el	 agente	 reductor.	

Para	 ello,	 se	 incubaron	 espermatozoides	 murinos	 capacitados	 en	 presencia	 de	 la	

mezcla	 descondensante	 (H	 2,3	 µM	 o	 DS	 46	 µM	 y	 GSH	 10	 mM)	 a	 37°C	 durante	 45	

minutos	 (control	 positivo	 de	 descondensación).	 Simultáneamente,	 para	 evaluar	 la	

existencia	del	efecto	sinérgico,	el	tiorreductor	(GSH)	y	el	agente	descondensante	(H	o	

DS)	se	agregaron	en	forma	secuencial:	primero	H,	DS	o	GSH	solo	durante	15	minutos	y,	

al	 cabo	 de	 dicho	 tiempo	 y	 previo	 lavado	 por	 centrifugación,	 se	 agregó	 el	 reactivo	

complementario	 durante	 30	 minutos	 más,	 tal	 como	 se	 detalla	 en	 la	 Tabla	 1.	 Los	

lavados	 entre	 incubaciones	 se	 realizaron	 por	 centrifugación	 a	 2000	 xg	 durante	 3	

minutos	con	medio	A+B	suplementado	con	0,3%	BSA.	Para	descartar	cualquier	efecto	

que	 pudiera	 provocar	 el	 lavado	 entre	 las	 incubaciones,	 los	 controles	 de	

descondensación	 (H/GSH	o	DS/GSH)	 también	 se	 lavaron	 luego	de	 los	 15	minutos	 de	

incubación	 y	 se	 incubaron	 en	 la	 misma	 mezcla	 descondensante	 durante	 30	 min	
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(controles	de	lavado:	GSH+Hlav	y	GSH+DSlav).	Cumplido	el	tiempo	final	de	incubación,	se	

detuvo	 la	 reacción	 por	 fijación	 con	 glutaraldehído	 y	 se	 determinó	 el	 porcentaje	 de	

descondensación	de	la	forma	habitual.				

	

	
	

Tabla	1.	Esquema	experimental	utilizado	para	evaluar	el	efecto	cooperativo	entre	H	o	DS	y	GSH	sobre	
la	 descondensación	 in	 vitro	 de	 espermatozoides	 murinos.	 C:	 controles	 en	 los	 que	 se	 incubaron	
espermatozoides	 con	 los	 distintos	 reactivos	 durante	 45	 minutos	 sin	 interrupciones;	 GSH+Hlav	 y	
GSH+DSlav:	 controles	 de	 espermatozoides	 incubados	 en	 presencia	 de	 GSH	 y	 uno	 de	 los	 GAGs,	 cuya	
descondensación	 fue	 interrumpida	 para	 ser	 lavados	 y	 de	 nuevo	 incubados	 con	 la	 misma	 mezcla	
descondensante;	1	y	3:	espermatozoides	incubados	primero	con	GSH	y	luego	del	lavado,	con	heparina	o	
con	 dermatán	 sulfato;	2	 y	 4:	 espermatozoides	 incubados	 primero	 con	 heparina	 o	 dermatán	 sulfato,	 y	
luego	del	lavado	con	GSH	solamente.		

	
	
4.4	Cinética	de	la	descondensación	de	la	cromatina	en	presencia	de	heparina	y	GSH			

Con	el	fin	de	evaluar	el	progreso	de	la	descondensación	in	vitro	a	lo	largo	del	tiempo,	

se	 incubaron	espermatozoides	no	 capacitados	 y	 capacitados	en	presencia	de	H	o	DS	

(46	µM)	 y	GSH	 (10	mM).	 Luego	de	15,	 30,	 45	 y	 60	minutos	de	 incubación	 se	 fijaron	

alícuotas	 en	 un	 volumen	 igual	 de	 glutaraldehído	 al	 2,5%	 en	 PBS	 y	 se	 determinó	 el	

porcentaje	de	descondensación	total	como	se	describiera	previamente.	Las	curvas	de	

descondensación	en	función	del	tiempo	obtenidas	se	graficaron	con	el	programa	Sigma	

Plot	(Systat	Software,	Inc).			

	
4.5	Curvas	dosis	–	respuesta	de	los	glicosaminoglicanos	heparina	y	dermatán	sulfato	

Para	 analizar	 el	 efecto	 de	 distintas	 concentraciones	 de	 heparina	 o	 dermatán	 sulfato	

sobre	 la	 descondensación,	 se	 incubaron	 espermatozoides	 no	 capacitados	 (NC)	

recuperados	en	medio	A+B	sin	BSA	o	capacitados	(C)	en	medio	A+B	suplementado	con	

BSA	al	0,3%	durante	15	minutos	a	37°C,	en	presencia	de	distintas	concentraciones	de	

estos	GAGs.	Los	espermatozoides	de	ambas	condiciones	se	incubaron	con	GSH	10	mM	

y	concentraciones	crecientes	de	estos	GAGs	(0,46-1,2-2,3-4,6-9,2	y	46	µM).	Finalizada	

la	incubación,	los	espermatozoides	se	fijaron	y	observaron	al	microscopio	tal	como	se	

detalló	en	la	sección	4.1.	

	

	

C C C C C GSH+Hlav GSH+DSlav 1 2 3 4

GSH ü ü ü ü ü ü ü

H ü ü ü ü

DS ü ü ü ü

GSH ü ü ü ü

H ü ü

DS ü ü

Centrifugado	y	lavado
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4.6	Análisis	in	silico	de	las	protaminas	murinas	P1	y	P2	y	de	los	glicosaminoglicanos	

dermatán	sulfato	y	heparina	

Con	el	objeto	de	explicar	las	diferencias	encontradas	entre	los	dos	glicosaminoglicanos,	

dermatán	 sulfato	 y	 heparina,	 frente	 a	 la	 descondensación	 cromatínica,	 se	 inició	 un	

estudio	in	silico	de	estas	moléculas,	conjuntamente	con	las	protaminas	P1	y	P2.	

A	 tal	 fin,	 se	 obtuvieron	 las	 secuencias	 proteicas	 de	 ambas	 protaminas	 de	 ratón,	

utilizando	 la	 base	 de	 datos	 RCSB	 Protein	 Data	 Bank	

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).	 Para	 la	 protamina	 P2	 se	 utilizó	 la	

secuencia	de	la	forma	más	corta	que	es	la	que	permanece	unida	al	ADN	luego	de	sufrir	

un	procesamiento	posterior	a	su	incorporación	a	la	cromatina	(Balhorn	2007).	Una	vez	

obtenidas	 las	 secuencias,	 se	 modeló	 la	 posible	 conformación	 espacial	 utilizando	 el	

Swiss-Model	 (es	 un	 servidor	 para	 realizar	modelado	 por	 homología,	 completamente	

automatizado,	 accesible	 a	 través	 del	 servidor	 Web	 http://Expasy.org).	 En	 el	 mismo	

servidor	 Expasy.org	 se	 utilizaron	 herramientas	 de	 análisis	 proteico	 para	 calcular	 el	

punto	isoeléctrico	(pI)	de	ambas	proteínas.	

Una	 vez	 obtenidos	 los	 templados	 posibles	 y	 la	 conformación	 espacial	 resultante,	 el	

archivo	 pdb	 correspondiente	 fue	 utilizado	 con	 el	 programa	HyperChem	 (HyperChem	

8.08,	HyperCube	Inc.)	que	permite	realizar	cálculos	cuánticos	y	electrónicos.	

Para	 los	 GAGs	 se	 utilizó	 la	 base	 de	 datos	 Poly	 Sac	 3DB	

(http://polysac3db.cermav.cnrs.fr/home.html)	 de	 donde	 se	 obtuvo	 el	 archivo	 para	

heparina	 (heparin-dp12-NMR-1HPN.pdb)	 y	 para	 dermatán	 sulfato	 (dermatan83-

allo1_expanded.pdb).	 Ambos	 archivos	 fueron	 depurados	 para	mostrar	 solamente	 un	

modelo	y	liberarlos	de	moléculas	de	agua	y/o	sodio.	

De	la	misma	forma	en	que	se	procedió	con	las	protaminas,	para	los	GAGs	se	utilizó	el	

programa	HyperChem	8.0.8	(Hypercube,	Inc.)	para	realizar	los	cálculos	electrónicos.	

	

	

4.7	 Evaluación	 del	 efecto	 sinérgico	 entre	 heparina	 y	 dermatán	 sulfato	 en	 la	

descondensación	nuclear	espermática	

Para	 evaluar	 la	 existencia	 de	 un	 posible	 efecto	 sinérgico	 entre	 la	 heparina	 y	 el	

dermatán	 sulfato,	 primero	 fue	 necesario	 determinar	 las	 concentraciones	 óptimas	 de	

dichas	moléculas,	para	lo	cual	se	utilizaron	las	curvas	dosis	respuesta	realizadas	según	

se	indicara	en	la	sección	anterior.	Estas	concentraciones	resultaron	ser	46	µM	para	el	

dermatán	 sulfato	 y	 0,46	 µM	 para	 la	 heparina,	 tal	 como	 se	 podrá	 observar	 en	

Resultados	 (Sección	 1.6).	 A	 continuación,	 se	 evaluó	 el	 posible	 efecto	 cooperativo	 de	

ambos	 GAGs	 sobre	 espermatozoides	 murinos	 capacitados	 y	 no	 capacitados,	 en	

presencia	 de	 GSH	 10	 mM	 y	 heparina	 0,46	 µM,	 dermatán	 sulfato	 46	 µM	 o	 la	

combinación	de	ambos	GAGs,	durante	15,	 30,	 45	 y	60	minutos	de	 incubación	en	 las	

condiciones	 habituales.	 Se	 detuvo	 la	 reacción	 con	 glutaraldehído	 y	 se	 observó	 al	

microscopio	de	contraste	de	fase	tal	como	se	describiera	previamente.		
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4.8	 Evaluación	 de	 la	 ultraestructura	 de	 espermatozoides	 mediante	 microscopía	

electrónica	de	transmisión.	

Para	ver	el	estado	de	las	membranas	plasmática	y	acrosomal	externa	e	interna	luego		

del	 proceso	 de	 descondensación	 nuclear,	 se	 incubaron	 espermatozoides	murinos	 en	

presencia	 de	 GSH	 (control	 negativo),	 H	 0,46	 µM/GSH,	 DS	 46	 µM/GSH	 o	 H+DS/GSH	

durante	60	min	a	37°C.	Las	cuatro	muestras	fueron	diluidas	1:4	en	PBS	0,1	M	(pH	7,4)	a	

temperatura	 ambiente	 y	 se	 centrifugaron	 a	 380	 xg	 durante	 10	 minutos.	 Los	

precipitados,	 ajustados	 a	 una	 cantidad	 de	 5	 x	 106	 espermatozoides,	 se	 fijaron	 con	

glutaraldehído	 al	 3%	 en	 PBS	 a	 4°C.	 Luego	 de	 18	 horas,	 las	 muestras	 fijadas	 fueron	

tratadas	con	tetróxido	de	osmio	al	1,3%,	deshidratadas	con	concentraciones	crecientes	

de	etanol	 frio	 y	 lavadas	 con	óxido	de	propileno	a	 temperatura	ambiente.	 Los	pellets	

fueron	sumergidos	en	Eponate	12	 -	Araldite	 (Pelco,	Redding,	CA,	USA)	y	 cortados	en	

ultramicrótomo	 con	 una	 cuchilla	 de	 diamante.	 Luego	 de	 una	 coloración	 doble	 con	

acetato	de	uracilo	y	citrato	de	plomo,	los	cortes	fueron	analizados	con	un	microscopio	

electrónico	 Zeiss	 EM	 109T	 (Laboratorio	 Nacional	 de	 Investigación	 y	 Servicios	 de	

Microscopía	Electrónica,	LANAIS-MIE,	Buenos	Aires,	Argentina)	(Figura	27).	

	

	
 

	
Figura	 27.	Microscopio	electrónico	Zeiss	 EM	109T	utilizado	para	 realizar	 la	microscopia	electrónica	de	
transmisión.		
	
 
 

5.	EVALUACIÓN	DEL	EFECTO	DEL	ENDOSULFÁN	

	
Para	 analizar	 los	 efectos	 del	 endosulfán	 se	 utilizó	 el	 principio	 activo	 (AI,	 del	 inglés	

active	ingredient)	y	dos	formulaciones	distintas	del	mismo.	El	endosulfán	puro	es	una	

mezcla	de	dos	isómeros:	el	alfa	(α)	y	el	beta	(β).	Se	comercializa	como	un	concentrado	
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emulsionable	 y	 debe	 contener	 al	 menos	 un	 94%	 de	 endosulfán	 de	 acuerdo	 con	 las	

especificaciones	 de	 la	 Organización	 de	 las	 Naciones	 Unidas	 para	 la	 Alimentación	 y	

Agricultura	 (FAO).	 Las	 formulaciones	 del	 endosulfán	 incluyen	 el	 ingrediente	 activo,	

ingredientes	 inertes,	 aditivos	 y	 coadyuvantes.	 Los	 experimentos	 que	 se	 muestran	 a	

continuación	 se	 realizaron	 con	endosulfán	marca	Master®	y	endosulfán	marca	Zebra	

Ciagro®.	Ambas	marcas	contienen	un	35%	del	principio	activo,	el	primero	es	producido	

por	la	empresa	CHEMIPLANT	S.A.	y	el	segundo	por	la	empresa	Ciagro	SRL.	La	Agencia	

de	 Protección	 Ambiental	 de	 Estados	 Unidos	 (EPA)	 clasifica	 al	 endosulfán	 como	

Categoría	 Ib	 –Altamente	 Peligroso.	 La	 Unión	 Europea	 también	 lo	 califica	 como	

Altamente	Peligroso.	La	Organización	Mundial	de	la	Salud	(OMS)	clasifica	al	endosulfán	

en	Categoría	II	–Moderadamente	Peligroso.	Se	ha	considerado	que	la	clasificación	de	la	

OMS	 es	 inapropiada,	 considerando	 la	 clasificación	 aceptada	 en	 países	 de	 todo	 el	

mundo	y	la	información	disponible	sobre	su	toxicidad.	

Se	evaluará	el	efecto	de	Endosulfán	en	espermatozoides	murinos	y	humanos	como	se	

detalla	a	continuación:	

	

	

Evaluación	del	efecto	in	vitro	del	endosulfán	en	espermatozoides	murinos	

	
	

5.1	Evaluación	del	endosulfán	sobre	la	motilidad		

Para	evaluar	el	efecto	del	plaguicida	sobre	la	motilidad,	se	incubaron	espermatozoides	

murinos	capacitados	en	presencia	del	principio	activo	(de	aquí	en	adelante	endosulfán	

puro)	y	sus	dos	formulaciones	distintas,	en	una	concentración	igual	a	100	µM,	durante	

15	 minutos	 a	 37°C.	 Luego,	 la	 motilidad	 se	 determinó	 tal	 como	 se	 describió	 en	 la	

sección	3.2.		

	

	
5.2	Curva	dosis	–	respuesta	de	endosulfán	sobre	la	descondensación	in	vitro	

Con	 el	 objetivo	 de	 evaluar	 el	 efecto	 del	 endosulfán	 sobre	 la	 descondensación	 de	 la	

cromatina	 espermática,	 se	 preincubaron	 espermatozoides	 murinos	 capacitados	

durante	 15	minutos	 en	 presencia	 de	 concentraciones	 crecientes	 (100	 pM,	 10	 nM,	 1	

µM,	100	µM)		de	cada	una	las	dos	formulaciones	comerciales	antes	descriptas,	o	con	

endosulfán	 puro.	 Dado	 que	 las	 diluciones	 seriadas	 del	 plaguicida	 se	 realizaron	 en	

DMSO	 (dimetilsulfóxido).	 Como	 control	 negativo	 se	 incubó	 una	 alícuota	 de	

espermatozoides	 en	 presencia	 de	 DMSO	 sólo	 (1	 ul	 de	 DMSO	 puro	 en	 99	 ul	 de	 la	

suspensión	de	espermatozoides,	para	obtener	la	misma	concentración	de	DMSO	que	la	

utilizada	 para	 la	mayor	 concentración	 del	 plaguicida).	 Luego	 de	 la	 preincubación	 en	

presencia	del	tóxico,	se	realizó	el	ensayo	de	descondensación	en	presencia	de	H/GSH	

(H	 4,6	 µM	 /	 GSH	 10	 mM)	 durante	 30	 minutos	 a	 37°C,	 se	 fijaron	 alícuotas	 de	 cada	
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condición	 con	 glutaraldehído,	 se	 observó	 al	 microscopio	 de	 contraste	 de	 fase	 y	 se	

construyó	una	curva	dosis-respuesta	con	el	programa	Sigma	Plot	(Systat	Software,	Inc).			

	

	

5.3	Evaluación	de	la	fragmentación	del	ADN	mediante	la	técnica	de	TUNEL		

El	ensayo	de	TUNEL	es	una	cuantificación	directa	de	 la	fragmentación	en	el	ADN	que	

consiste	 en	 la	 incorporación	 de	 dUTP	 fluorescente	 en	 las	 rupturas	 simple	 y	 doble	

cadena	del	mismo,	mediante	una	 reacción	catalizada	por	 la	enzima	desoxinucleotidil	

transferasa	terminal	(TdT).	Estas	rupturas	a	las	que	se	les	incorpora	el	dUTP	marcado,	

son	 luego	 cuantificadas	 con	 la	 ayuda	 de	 un	 microscopio	 de	 fluorescencia	 o	 un	

citómetro.	 Los	 espermatozoides	 se	 clasifican	 como	 positivos	 (espermatozoides	 con	

marca	 intensa	 fluorescente)	 o	 negativos	 (ausencia	 de	 marca	 fluorescente)	 y	 el	

resultado	se	expresa	como	porcentaje	de	espermatozoides	positivos	en	 	 la	población	

total	(Schulte	et	al.	2010).		

	

	
	
Figura	 28.	 Ensayo	 de	 TUNEL.	 Esquema	 en	 el	 que	 se	 explica	 el	 fundamento	 de	 la	 técnica.	 	 El	 ADN	
fragmentado	en	 simple	o	doble	 cadena	 se	marca	 con	un	nucleótido	acoplado	a	biotina-estreptavidina	
mediante	la	acción	de	la	enzima	desoxinucleotidil	transferasa	terminal	(TdT).		
 

	

Se	preincubaron	espermatozoides	capacitados	en	presencia	de	endosulfán	puro	o	sus	

dos	 formulaciones	 comerciales	 durante	 15	 minutos,	 se	 descondensaron	 luego	 en	

presencia	de	H	(2,3	µM)	y	GSH	(10	mM)	durante	30	minutos	de	la	forma	habitual	(MM	

Sección	5.4).	Para	los	controles,	se	incubaron	espermatozoides	en	medio	A+B,	o	DMSO	

y	 luego	se	descondensaron	de	 la	misma	 forma	que	 los	espermatozoides	expuestos	a	

endosulfán.	 Se	 fijaron	 alícuotas	 de	 espermatozoides	 provenientes	 de	 cada	 condición	

de	 descondensación	 y	 previamente	 preincubados	 o	 no	 en	 plaguicida,	 en	
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paraformaldehído	al	2%	en	PBS	(pH	7,4	Gibco)	durante	una	hora	como	mínimo	a	4°C.	

Cada	 muestra	 se	 colocó	 en	 un	 pocillo	 (4	 mm	 de	 diámetro)	 de	 un	 portaobjetos	

multipocillo	 (“multiwell”)	 y	 se	 dejó	 secar	 y	 fijar	 al	 vidrio.	 Luego	 de	 una	 hora,	 cada	

pocillo	 se	 lavó	 3	 veces	 con	 PBS	 durante	 5	 minutos	 cada	 vez,	 las	 células	 se	

permeabilizaron	 con	metanol	 frio	 y	previo	a	un	nuevo	 lavado	 con	PBS,	 se	 incubaron	

con	el	reactivo	de	TUNEL.	Para	cada	muestra,	se	realizó	un	control	positivo	incubando	

un	 pocillo	 adicional	 con	 DNAsa	 (1	 UI/mL)	 durante	 30	minutos,	 y	 en	 otro	 pocillo,	 se	

omitió	la	enzima	de	TUNEL	para	ser	utilizado	como	control	negativo.	Luego	de	incubar	

todas	 las	muestras	con	el	reactivo	de	TUNEL	durante	una	hora	a	37°C,	 las	mismas	se	

lavaron	con	PBS	(3	veces,	durante	cinco	minutos	cada	vez)	y	se	montaron	con	medio	

Vectashield	H-1000.	Para	cada	condición,	se	evaluó	un	total	de	500	espermatozoides	

mediante	 microscopia	 de	 fluorescencia	 utilizando	 un	 filtro	 verde	 (Isotiocianato	 de	

fluoresceína,	488	nm)	(Rougier	et	al.	2013).	

	

5.4	Evaluación	del	estado	de	tiorreducción	de	los	espermatozoides	

Con	el	objeto	de	evaluar	la	cantidad	de	tioles	libres	en	general	en	los	espermatozoides	

como	una	 indicación	global	de	 la	 tiorreducción,	 se	 tiñeron	espermatozoides	murinos	

con	el	 reactivo	 tiólico	monobromobimane	 (Shalgi	 et	al.	 1989).	 El	monobromobimane	

es	una	 sonda	 fluorescente	que	 se	une	a	 tioles	 libres,	utilizada	para	 la	determinación	

del	 estado	 redox	 de	 tioles	 proteicos	 en	 sistemas	 biológicos.	 La	 derivatización	 in	 situ	

utilizando	 monobromobimane	 resulta	 en	 la	 detección	 total	 de	 los	 tioles	 libres,	

emitiendo	fluorescencia	de	color	azul	(Figura	29).		

	

	
	
Figura	29.	Fundamento	del	ensayo.	Los	tioles	 libres	se	unen	a	 la	molécula	de	monobromobimane	y	 la	
convierten	en	una	molécula	fluorescente.	
	
 

Dado	 que	 se	 deseaba	 evaluar	 en	 particular	 el	 efecto	 del	 plaguicida	 sobre	 el	 estado	

tiólico	 en	 general,	 debido	 a	 la	 importancia	 que	 los	 puentes	 disulfuro	 tienen	 no	

solamente	 en	 la	 condensación	 de	 la	 cromatina	 sino	 también	 en	 la	 motilidad,		

espermatozoides	 murinos	 capacitados	 se	 preincubaron	 en	 presencia	 de	 endosulfán	

puro	 durante	 15	 minutos	 a	 37°C.	 Posteriormente,	 se	 realizó	 el	 ensayo	 estándar	 de	

descondensación	 en	 presencia	 de	 H/GSH,	 durante	 5	 y	 30	 min	 a	 37°C	 (el	 control	

negativo	se	realizó	en	presencia	de	GSH	sólo).	Al	cabo	de	cada	tiempo	de	incubación,	
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se	 fijó	 una	 alícuota	 de	 30	 µl	 de	 cada	 condición	 en	 glutaraldehído	 y	 se	 observó	 al	

microscopio	de	contraste	de	fase.	Las	suspensiones	de	espermatozoides	incubados	en	

condiciones	descondensantes	durante	5	minutos	se	lavaron	2	veces	por	centrifugación	

a	 800	 xg	 durante	 10	 min	 y	 cada	 pellet	 se	 resuspendió	 en	 PBS,	 ajustando	 la	

concentración	final	a	4-8	x	106	células/mL.	Se	colocaron	10	µL	de	cada	condición	sobre	

portaobjetos,	 se	 secaron	 al	 aire	 y	 se	 incubaron	 con	 el	 reactivo	 tiólico	

monobromobimane.	 Se	 preparó	 en	 el	 día	 una	 solución	 de	mBBr	 0,5	mM	 en	 PBS,	 a	

partir	 de	 un	 stock	 50	 mM	 en	 acetonitrilo	 (Shalgi	 et	al.	 1989),	 que	 se	 agregó	 a	 los	

preparados	 durante	 10	minutos	 a	 temperatura	 ambiente	 y	 en	 oscuridad.	 Luego,	 los	

preparados	 se	 lavaron	 dos	 veces	 con	 PBS,	 se	 montaron	 también	 en	 PBS	 y	 se	

examinaron	 al	 microscopio	 de	 fluorescencia	 (Zeiss	 426126),	 utilizando	 un	 filtro	 de	

excitación	 de	 340-380	 nm	 y	 un	 filtro	 de	 emisión	mayor	 a	 450	 nm.	 La	 intensidad	 de	

fluorescencia	de	cada	célula	fue	cuantificada	en	unidades	arbitrarias	(UA)	utilizando	la	

función	RGB	del	software	 ImageJ	 (NIH,	Bethesda,	MD,	USA).	Se	realizaron	duplicados	

de	 los	 tratamientos	 y	 se	 cuantificaron	 al	 menos	 200	 espermatozoides	 en	 cada	

condición	experimental.	

	
	
5.5	 Evaluación	 del	 efecto	 in	 vitro	 del	 endosulfán	 sobre	 el	 estado	 redox	 de	 los	

espermatozoides.	

	

5.5.1	Preparación	de	las	muestras	

	
Para	determinar	la	actividad	de	las	enzimas	GST	y	SOD,	y	medir	el	contenido	de	GSH	y	

la	 peroxidación	 lipídica;	 se	 incubaron	 7,5	 x	 106	 espermatozoides/mL	 previamente	

capacitados	en	presencia	de	endosulfán	puro	o	las	formulaciones	(100	µM)	durante	15	

minutos	 a	 37°C.	 	 En	 el	 caso	 de	 los	 controles	 los	 espermatozoides	 se	 incubaron	 en	

medio	 A+B	 o	 DMSO.	 Luego,	 los	 espermatozoides	 se	 conservaron	 a	 0°C	 hasta	 ser	

sonicados	 tres	 veces	 durante	 5	 segundos	 a	 40V	 (para	 generar	 la	 ruptura	 de	 sus	

membranas	sin	que	pierdan	contenido	de	su	citoplasma)	y	se	centrifugó	a	12000	rpm	

por	15	min.		

	

5.5.2	Actividad	de	GST	

	
La	actividad	de	 la	enzima	Glutatión	S	Transferasa	fue	medida	por	 la	técnica	de	Habig	

(Habig	 et	al.	 1976).	 Brevemente,	 la	mezcla	 estándar	 del	 ensayo	 contenía	 la	muestra	

enzimática,	una	solución	de	GSH	100	mM	y	1-cloro-2,4	dinitrobenceno	(CDNB)	100	mM	

en	etanol,	 en	un	 volumen	 final	 de	0,8	ml	de	una	 solución	100	mM	de	PBS	 (pH	6.5).		

Luego	de	agregar	 el	 CDNB,	 el	 cambio	en	 la	 absorbancia	 se	 siguió	por	 120	 segundos.	

Una	unidad	de	GST	fue	definida	como	la	cantidad	de	enzima	que	cataliza	la	formación	
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de	1	mmol	de	GS-DNB	por	minuto	a		25°C	y	los	resultados	fueron	expresados	como	un	

porcentaje	del	control	(Chaufan	et	al.	2014).		

	
	

5.5.3	Actividad	de	SOD	

	
El	 ensayo	 consiste	en	utilizar	eventos	 fotoquímicos	para	generar	 aniones	 superóxido	

(.O2
-)	a	partir	de	la	oxidación	de	riboflavina.	Éste	anión	se	puede	detectar	por	medio	de	

una	 reacción	 colorimétrica	 con	 el	 compuesto	 nitroazul	 de	tetrazolio	 (NBT),	 que	 da	

como	producto	azul	de	formazán.	Cuando	está	presente	en	la	muestra,	la	enzima	SOD	

inhibe	la	formación	de	azul	de	formazán,	por	disminución	de	la	concentración	del	 .O2
-	

del	medio.	Al	aumentar	el	volumen	de	extracto	enzimático,	disminuye	la	concentración	

de	este	producto	y	determinando	la	disminución	de	la	velocidad	de	reacción,	se	puede	

calcular	 la	 actividad	 enzimática.	 La	 actividad	 de	 la	 enzima	 superóxido	 dismutasa	 se	

midió	usando	el	procedimiento	modificado	de	Beauchamp	y	Fridovich	(Beauchamp	&	

Fridovich	1971)	en	una	microplaca.	La	mezcla	estándar	del	ensayo	contenía	la	muestra	

enzimática,	 EDTA	 0,1	 mM,	 DL-metionina	 13	 mM,	 nitroazul	 de	tetrazolio	 75	 mM	 y	

riboflavina	2	mM	en	un	volumen	final	de	0,3	ml	de	buffer	 fosfato	de	potasio	50	mM	

(pH	 7.9).	 Las	 muestras	 fueron	 expuestas	 a	 luz	 fría	 intensa	 durante	 5	 minutos.	

Definimos	 una	 unidad	 enzimática	 SOD	 (USOD)	 como	 la	 cantidad	 de	 enzima	 necesaria	

para	inhibir	en	un	50%	la	formación	de	azul	de	formazán	en	el	tiempo	del	ensayo.	Las	

muestras	 fueron	 medidas	 en	 un	 lector	 de	 microplacas	 Benchmark	 (BIO-RAD	

Laboratories)	 a	 560	 nm	 y	 los	 resultados	 fueron	 expresados	 como	 un	 porcentaje	 del	

control	(Chaufan	et	al.	2014).		

	

5.5.4	Contenido	de	equivalentes	de	GSH	

	
La	técnica	se	basa	en	la	oxidación	del	glutatión	reducido	(GSH)	por	acción	del	ácido	5,	

5’	 ditiobis	 2-nitrobenzoico	 (DTNB).	 Esta	 reacción	 da	 como	 producto	 ácido	 5	 tio	 2-

nitrobenzoico	 (TNB),	 cuyo	 pico	 de	 absorbancia	 está	 en	 412	 nm.	 Esta	 absorbancia	

resulta	 proporcional	 a	 la	 cantidad	 de	 GSH	 presente	 en	 la	 muestra.	 Los	 niveles	 de	

glutatión	 fueron	 medidos	 siguiendo	 el	 procedimiento	 de	 Anderson	 modificado	

(Anderson	 1985).	 Brevemente,	 se	 desproteinizó	 la	 muestra	 (sobrenadante	 de	

homogeneizado	celular)	con	ácido	sulfosalicílico	al	10%	en	una	relación	2:1.	Se	usaron	

80	 µL	 de	 muestra	 +	 40	 µL	 de	 ácido	 sulfosalicílico	 al	 10%.	 Luego,	 las	 muestras	 se	

centrifugaron	durante	10	minutos	a	7000-10000	rpm	y	se	usó	el	sobrenadante	como	

muestra	a	determinar.	Las	muestras	desproteinizadas	se	incubaron	con	DTNB	6	mM	en	

buffer	fosfato	de	sodio	0,143	M	(pH	7,5	conteniendo	EDTA	6,3	mM)	durante	30	min	a	

temperatura	 ambiente.	 Paralelamente	 se	 realizó	 una	 curva	 de	 calibración	 de	 GSH	

colocando	0,	5,	10,	15,	20	µL	de	solución	estándar	de		GSH	1	µM	(preparada	en	ácido	

sulfosalicílico)	y	se	incuba	igual	que	las	muestras	a	un	volumen	final	de	250	µL.	Tanto	
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las	muestras	como	la	curva	de	calibración	fueron	medidas	en	un	lector	de	microplacas	

Benchmark	(BIO-RAD	Laboratories)	a	412	nm.	Los	resultados	fueron	expresados	como	

porcentaje	del	control	(Chaufan	et	al.	2014).		

5.5.5	Peroxidación	lipídica	
	

La	 técnica	de	peroxidación	 lipídica	 se	determina	midiendo	 las	 sustancias	 reactivas	 al	

ácido	tiobarbitúrico	(TBARs).	Esta	técnica	se	basa	en	la	reacción	del	MDA	(uno	de	los	

productos	 finales	 de	 la	 oxidación	 de	 ácidos	 grasos	 poliinsaturados)	 con	 el	 ácido	

tiobarbitúrico	 (TBA)	 en	medio	 ácido,	 en	 caliente,	 para	 dar	 un	 compuesto	 coloreado.	

Para	 realizar	 la	medición	 se	 colocan	 175	 µL	 de	 cada	muestra	 con	 1	mL	 de	 reactivo	

MDA.	El	 reactivo	de	TBA	se	prepara	disolviendo	0,375	%	p/v	de	TBA	en	una	solución	

ácida	de	TCA	al	15%	y	ácido	clorhídrico	0,25	N	en	agitación	a	no	más	de	60	ºC.	Una	vez	

que	 la	 solución	 está	 homogénea	 y	 esté	 a	 temperatura	 ambiente	 se	 agrega	 BHT	 en	

etanol	a	concentración	final	de	0,68	mM.		Para	preparar	el	reactivo	de	MDA	se	agregó	

0,37	g	de	TBA,	2	mL	de	HCl,	30	mL	de	TCA	50%		y	680	mL	de	BHT	100	mM,	se	llevó	a	

volumen	 final	 con	agua	destilada.	 Las	muestras	 se	 calentaron	durante	45	minutos	 y,	

luego	 de	 centrifugarlas,	 se	 determinó	 la	 absorbancia	 del	 sobrenadante	 a	 535	 nm.	

Luego,	se	calcularon	los	moles	de	MDA	por	mL	de	muestra.			

	

Evaluación	del	efecto	in	vitro	del	endosulfán	en	espermatozoides	humanos	

	
5.6	Obtención	de	muestras	de	espermatozoides	humanos		

Los	 experimentos	 con	 espermatozoides	 humanos	 se	 llevaron	 a	 cabo	 utilizando	

muestras	 de	 semen	 de	 donantes	 voluntarios	 normospérmicos	 (OMS,	 2010).	 Los	

donantes	 firmaron	un	consentimiento	 informado	y	 se	aseguró	 la	 confidencialidad	de	

datos	y	el	uso	de	las	muestras	exclusivamente	para	los	experimentos	aquí	detallados,	

con	 aprobación	 del	 Comité	 de	 Ética	 del	 IBYME.	 Las	 muestras	 fueron	 obtenidas	 por	

masturbación	 luego	de	36-48	horas	de	abstinencia	sexual;	 se	permitió	 la	 licuefacción	

del	semen	y	se	procesaron	dentro	de	la	hora	de	obtención.	

	
5.7	Procesamiento	de	las	muestras	de	semen,	obtención	de	fracción	altamente	mótil	

y	capacitación	espermática	

Luego	de	transcurrido	el	tiempo	necesario	para	que	ocurra	la	licuefacción	del	semen,	

se	 obtuvo	 la	 fracción	 de	 espermatozoides	 altamente	mótiles	mediante	 la	 técnica	 de	

“swim-up”.	Para	ello,	se	fraccionó	la	muestra	en	alícuotas	de	500	µL	en	tubos	cónicos	

de	 15	mL	 (Falcon)	 y	 se	 agregó,	 gota	 a	 gota,	 1	mL	de	medio	 fresco	HTF-26B	 (Human	

Tubal	Fluid,	suplementado	con	2,6%	de	BSA.	Los	tubos	se	colocaron	en	una	gradilla	en	

ángulo	 de	 45°	 durante	 90	 minutos	 a	 37°C	 y	 bajo	 atmósfera	 de	 5%	 de	 CO2	 en	 aire	
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permitiendo,	de	esta	manera,	que	 los	espermatozoides	de	mejor	motilidad	pudieran	

nadar	 hacia	 el	 medio	 fresco.	 Posteriormente,	 se	 recuperó	 cuidadosamente	 el	

sobrenadante	y	se	determinó	la	concentración	de	espermatozoides	como	se	detallará	

a	 continuación	 y	 el	 porcentaje	 de	 espermatozoides	 mótiles,	 según	 la	 metodología	

descripta	previamente	para	espermatozoides	murinos	en	la	sección	3.2.	La	fracción	de	

espermatozoides	 mótiles,	 así	 obtenida,	 se	 incubó	 en	 condiciones	 capacitantes:	 18	

horas	 en	medio	 HTF-26B,	 a	 37°C	 en	 una	 atmósfera	 de	 5%	 de	 CO2	 en	 aire	 y	 en	 una	

concentración	de	5-10	x	106	espermatozoides/ml.	

	

La	 concentración	 de	 espermatozoides	 humanos	 se	 determinó	 utilizando	 una	 cámara	

de	 Neubauer	 (Figura	 26).	 Para	 ello	 se	 realizó	 una	 dilución	 1:20	 de	 la	 muestra	 y	 se	

colocaron	 10	 μL	 de	 la	 misma	 en	 la	 cámara.	 El	 número	 de	 espermatozoides	 se	

determinó	contando	los	espermatozoides	contenidos	en	5	cuadrados	pequeños	(rojo)	

mediante	observación	al	microscopio	de	contraste	de	fase	(Nikon	Eclipse	E200).		

	

Solo	se	utilizaron	las	muestras	consideradas	normales	de	acuerdo	con	los	criterios	de	la	

Organización	Mundial	de	la	Salud	(OMS,	2010):	

	

Volumen	≥	1,5	mL	

Viabilidad	>	58%	

Motilidad	>	40%	

Concentración	>	15	x	106	espermatozoides/	mL	

Cantidad	total	>	39	x	106	espermatozoides/eyaculado	

	
	

5.8	 Evaluación	 del	 efecto	 del	 endosulfán	 sobre	 la	 viabilidad	 y	 la	 motilidad	

espermática.	

Con	el	fin	de	analizar	si	el	endosulfán	afecta	los	parámetros	generales	de	funcionalidad	

de	espermatozoides	humanos	 se	 realizó	una	curva	de	dosis-respuesta	de	endosulfán	

formulado	Zebra	Ciagro®,	 se	eligió	este	endosulfán	porque	demostró	 tener	 la	mayor	

toxicidad	 sobre	espermatozoides	murinos.	 Espermatozoides	humanos	 capacitados	 se	

incubaron	en	presencia	de	endosulfán	(1-	12,5-	25-	50	y	100	µM)	durante	30	minutos	a	

37°C,	 y	 se	 evaluó	 en	 primera	 instancia	 la	motilidad	 y	 concentración	 espermática	 tal	

como	 se	 detallara	 en	 la	 sección	 3.	 Además,	 se	 determinó	 el	 porcentaje	 de	

espermatozoides	vivos	utilizando	Eosina	Y	(colorante	de	exclusión).	Una	alícuota	de	5	

μL	de	semen	se	mezcló	con	una	alícuota	de	5	μL	de	colorante	(0,5	mg/mL	en	PBS)	y	se	

homogeneizó	cuidadosamente.	Luego	de	30	segundos	se	observó	al	microscopio	(400	

X)	y	se	determinó	el	porcentaje	de	espermatozoides	vivos	(no	teñidos)	sobre	un	total	

de	200	espermatozoides.		
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	5.9	 Evaluación	 del	 efecto	 in	 vitro	 del	 endosulfán	 sobre	 la	 descondensación	 de	 la	

cromatina	de	espermatozoides	humanos.	

Los	espermatozoides	humanos	incubados	en	condiciones	capacitantes	se	expusieron	a	

endosulfán	 puro,	 Master®	 o	 Zebra	 Ciagro®	 en	 una	 concentración	 igual	 a	 100	 µM	

durante	30	minutos	a	37°C.	Luego	se	descondensaron		siguiendo	el	protocolo	descrito	

por	 Romanato	 (Romanato	 et	al.	 2003)	 Brevemente,	 espermatozoides	 capacitados	 se	

descondensaron	en	presencia	de	GSH		(10	mM)	y	heparina	46	µM	en	HTF-26B	a	37°C	

durante	30	minutos.	 Los	 controles	 consistieron	en	 incubaciones	paralelas	 con	GSH	o	

heparina	 solos.	 Finalizado	 el	 tiempo	 de	 incubación,	 se	 fijaron	 las	 alícuotas	 con	

glutaraldehído	y	se	determinó	el	porcentaje	de	espermatozoides	descondensados	 tal	

como	se	describió	en	la	sección		4.1.	

	

	

6.	 EVALUACIÓN	DEL	EFECTO	DEL	CONSUMO	DE	ETANOL	SOBRE	ESPERMATOZOIDES	

MURINOS.	

	

6.1	Intoxicación	de	los	ratones	con	etanol	(in	vivo)	

Para	 realizar	 los	experimentos	 in	vivo	 se	utilizaron	 ratones	macho	CF1	de	60	días	de	

edad,	mantenidos	en	 las	condiciones	 indicadas	previamente	en	 la	sección	1.	El	grupo	

de	 ratones	 intoxicados,	 recibió	agua	de	bebida	 conteniendo	un	15%	 (v/v)	de	alcohol	

etílico	 (graduación	 96°	 PUROCOL)	 durante	 15	 días,	mientras	 que	 los	 ratones	 control	

recibieron	 agua	 filtrada.	 Ambos	 grupos	 de	 animales	 tuvieron	 acceso	 ad	 libitum	 a	 la	

comida.	 El	 día	 15,	 luego	 de	 la	 administración	 de	 etanol,	 los	 machos	 se	 sacrificaron	

mediante	 dislocación	 cervical	 y	 se	 obtuvieron	 los	 espermatozoides	 del	 cauda	

epididimario	tal	como	se	describiera	anteriormente	en	la	sección	2.			

	

6.2	Evaluación	del	efecto	del	etanol	sobre	la	morfología	de	espermatozoides	murinos.	

Para	 evaluar	 la	 morfología	 de	 los	 espermatozoides	 se	 utilizó	 un	 test	 para	 detectar	

anormalidades.	 Los	 espermatozoides	 se	 recuperaron	 en	 medio	 buffer	 bicarbonato	

Krebs-Ringer,	y	una	alícuota	de	10	µL	de	los	mismos	fue	colocada	en	un	portaobjetos	

donde	 se	 dejó	 secar.	 Inmediatamente	 después,	 los	 espermatozoides	 se	 fijaron	 con	

formaldehído	al	5%	en	PBS	(v/v),	se	lavaron	con	agua	destilada,	se	tiñeron	con	el	kit	de	

Spermac	 y	 se	 dejaron	 secar	 nuevamente.	 La	 tinción	 de	 Spermac	 es	 un	 kit	 de	 tres	

tinciones	 (A,	 B	 y	 C)	 y	 una	 solución	 fijadora	 (formaldehído).	 La	 tinción	 "C"	 (verde)	 es	

específica	para	acrosoma.	La	tinción	"A"	(roja)	lo	es	para	los	contenidos	nucleares.	



Materiales	y	Métodos	

 

85 

 

Las	preparaciones	fueron	observadas	sin	medio	de	montaje	en	un	microscopio	Zeiss	de	

campo	claro	a	1000X.	Se	examinó	la	morfología	de	la	cabeza,	las	regiones	acrosomal	y	

post-acrosomal,	 la	 presencia	 de	 gota	 citoplasmática,	 la	 pieza	 media,	 y	 el	 flagelo.	 El	

criterio	 para	 considerar	 la	morfología	 anormal	 (con	 o	 sin	 acrosoma)	 fue:	 (1)	 cabeza	

anormal:	 tamaño	 mayor	 o	 menor	 a	 lo	 normal,	 cabeza	 plana,	 formas	 parcial	 o	

completamente	 anormales	 (redondas,	 pequeñas,	 grandes,	 dobles)	 y/o	 presencia	 de	

acrosoma	 anormal	 (más	 pequeño,	 30%,	 o	 más	 grande,	 70%,	 que	 la	 cabeza	 del	

espermatozoide);	(2)	defectos	en	el	cuello	y	la	pieza	media:	debris	alrededor	del	cuello,	

cuello	 delgado,	 pieza	 media	 que	 sea	 más	 del	 30%	 del	 espermatozoide;	 (3)	 flagelo	

anormal:	 flagelo	 doble,	 flagelo	 enroscado,	 o	 flagelo	 roto,	 inserción	 incorrecta	 del	

flagelo,	 gotas	 citoplasmática.	 Para	 el	 control	 y	 el	 grupo	 intoxicado	 con	 etanol,	 se	

calculó	el	porcentaje	medio	(del	 total	de	espermatozoides/ratón,	cerca	de	1000)	±	 la	

desviación	estándar	,	de	cabezas	anormales,	cuello-pieza	media,	y	flagelo	(Cebral	et	al.	

2011).	

	

	

6.3	 Evaluación	 del	 efecto	 del	 etanol	 sobre	 la	 motilidad	 y	 la	 hiperactivación	 de	

espermatozoides	murinos.		

Se	evaluó	el	efecto	del	etanol	sobre	 la	motilidad	de	 los	espermatozoides	tal	como	se	

describió	 previamente	 en	 la	 sección	 3.2	 y	 también	 sobre	 la	 hiperactivación	 de	 los	

mismos.	 El	 patrón	 de	 hiperactivación	 fue	 identificado	 cuando	 se	 presentó	 un	 gran	

movimiento	 del	 flagelo	 en	 forma	 de	 "látigo"	 siendo	 la	 motilidad	 no	 progresiva,	

intercalada	con	pequeños	episodios	de	motilidad	lineal	progresiva	(Yanagimachi	et	al.	

1994).	 	Con	el	 fin	de	estudiar	 la	evolución	de	 la	motilidad	de	 la	muestra	espermática	

durante	el	tiempo	de	incubación	o	de	capacitación	in	vitro,	el	cauda	del	epidídimo	de	

cada	 ratón	 fue	 cortado	 dentro	 de	 una	 gota	 de	 200	 mL	 de	 medio	 A+B	 cubierta	 de	

aceite,	y	luego	de	su	dispersión	por	5	min,	se	colocó	en	la	estufa	gaseada	durante	2	h,	

ya	que	el	tiempo	de	capacitación	en	el	ratón	oscila	entre	los	90	y	120	min.	

	

	
6.4	Evaluación	del	efecto	del	etanol	sobre	la	reacción	acrosomal	de	espermatozoides	

murinos.	

Para	 analizar	 la	 reacción	 acrosomal	 se	 llevó	 a	 cabo	 la	 técnica	 de	 estudio	 de	 HOS-

Spermac	 (Viggiano	 et	al.	 1996),	 que	 permitió	 detectar	 simultáneamente	 la	 presencia	

del	capuchón	acrosomal	y	la	viabilidad	espermática.	Brevemente,	desde	los	0	hasta	los	

240	min	cada	60	min,	se	tomaron	alícuotas	de	20	µL	de	la	suspensión	espermática,	y	se	

colocaron	 en	 tubos	 tipo	 Eppendorf	 con	 200	 µL	 de	medio	 hipoosmótico	 (MHOS,	 ver	

Anexo).	 Se	 incubaron	 durante	 1	 h	 a	 37oC.	 Finalizada	 la	 incubación,	 las	 muestras	 se	

centrifugaron	a	500	x	g	durante	5	min	y	el	pellet	se	resuspendió	en	20	µL	de	MHOS.	Las	

suspensiones	 se	 extendieron	 en	 portaobjetos	 y	 se	 dejaron	 secar,	 inmediatamente	
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después	se	fijaron	con	5%	de	formaldehido	(v/v)	durante	1	h.	Luego	de	la	fijación,	los	

extendidos	se	lavaron	tres	veces	en	agua	destilada,	se	sumergieron	1	min	en	la	tinción	

"A",	 y	 2	 min	 en	 la	 "B'	 y	 "C".	 Entre	 cada	 tinción,	 los	 preparados	 fueron	 lavados	

nuevamente	con	agua	destilada;	 se	dejaron	secar	y	 se	examinaron	 (sin	montar)	bajo	

microscopio	de	campo	claro	a	1000X	con	aceite	de	inmersión.	Con	la	tinción	Spermac,	

la	presencia	del	capuchón	acrosomal	murino	se	revela	como	una	banda	verde	sobre	la	

cabeza,	y	el	núcleo	se	tiñe	de	rojo	(Herrero	et	al.	1995).	Se	determinó	el	porcentaje	de	

espermatozoides	 viables	 con	 presencia	 del	 capuchón	 acrosomal,	 contabilizando	 al	

menos	 100	 células.	 Finalmente,	 se	 calculó	 el	 porcentaje	 de	 espermatozoides	

reaccionados	 espontáneamente	 (en	 ausencia	 de	 inductor	 fisiológico)	 (sin	 capuchón)	

para	los	diferentes	tiempos	de	incubación	y	se	excluyeron	los	no	viables.	

	

	

6.5	 Descondensación	 in	 vitro	 de	 espermatozoides	 provenientes	 de	 ratones	

intoxicados	con	etanol.		

Espermatozoides	murinos,	 provenientes	 tanto	 de	 animales	 control	 como	 de	 ratones	

intoxicados	con	etanol,	e	incubados	en	condiciones	capacitantes:	se	descondensaron	in	

vitro	 aplicando	 la	metodología	estándar	en	presencia	de	heparina	4,6	µM	 	y	GSH	10	

mM,	 durante	 30	 y	 60	minutos	 a	 37°C.	 Luego,	 se	 fijaron	 alícuotas	 de	 30	 µL	 de	 cada	

condición	 con	 glutaraldehído	 y	 se	 observó	 al	 microscopio	 de	 contraste	 de	 fase	 tal	

como	se	describiera	previamente	(Sección	4.1).				

	

6.6		Fertilización	in	vitro	(FIV)	

	

6.6.1	Recuperación	de	espermatozoides	murinos	para	realizar	la	FIV	

	
Se	 obtuvieron	 espermatozoides	 de	 cauda	 epididimario	 de	 animales	 control	 e	

intoxicados	con	etanol,	tal	como	se	describiera	previamente	en	la	Sección	2.	Luego	de	

determinar	 los	 parámetros	 seminales,	 los	 espermatozoides	 se	 incubaron	 en	

condiciones	 capacitantes	 en	 una	 gota	 de	 300	 µL	 de	medio	 A+B	 cubierta	 con	 aceite	

mineral,	a	una	concentración	de	1-5	x	106	espermatozoides/mL,	durante	90	minutos	a	

37°C	y	bajo	atmósfera	de	5%	de	CO2.		

	

6.6.2	Superovulación	y	recuperación	de	oocitos	de	ratón	

	

Con	el	fin	de	obtener	una	mayor	cantidad	de	oocitos,	se	estimularon	hormonalmente	

ratones	hembra	CF-1	de	8	 semanas	de	edad	 con	una	primera	 inyección	de	10	UI	de	

PMSG	seguida	de	una	segunda	inyección	de	10	UI	de	hCG,	48	horas	más	tarde.	A	las	16	

-17	 horas	 post	 hCG,	 los	 animales	 se	 sacrificaron	 mediante	 dislocación	 cervical,	 se	
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recuperaron	 los	 oviductos	 y	 cada	 uno	 de	 ellos	 se	 colocó	 en	 una	 gota	 de	 100	 μL	 de	

medio	 A+B.	 Se	 recuperó	 el	 complejo	 cumulus-oocito	 (CCO)	 de	 cada	 oviducto		

pinchando	con	aguja	de	jeringa	tipo	tuberculina	en	la	región	de	la	ampolla	(Figura	30).	

Una	vez	recuperados	los	CCOs,	se	descartaron	los	oviductos	y	se	colocó	cada	CCO	en	

una	gota	de	90	µL	de	medio	A+B	en	la	cual	posteriormente	se	realizaría	la	FIV.		

	

	

	
	
Figura	30.	Esquema	de	la	técnica	de	obtención	de	oocitos	de	ratón.	A:	se	estimuló	hormonalmente	a	la	
hembra	 y	 se	 sacrificó.	B:	 para	 realizar	 la	 disección	 del	 animal,	 se	 realizó	 un	 corte	 longitudinal	 por	 el	
vientre	 y	 se	 expusieron	 los	 ovarios	 (C).	D:	 entre	 el	 extremo	 de	 cada	 ovario	 y	 el	 útero	 se	 encuentra	 el	
oviducto	con	forma	de	ampolla	pequeña.	Se	retiró	la	grasa	que	rodea	el	oviducto	y	se	cortó	para	poder	
separarlo	del	ovario.	Cada	oviducto	se	colocó	en	una	gota	de	medio	A+B,	se	pinchó	y	se	extrajeron	de	
esta	manera	los	complejos	cumulus-oocito.	Los	complejos	recuperados	se	colocaron	en	la	gota	de	FIV	en	
medio	A	+	B	donde	 se	 realizaría	 la	 coincubación	 con	 los	espermatozoides	de	animales	alcoholizados	o	
control.		

	

6.6.3	FIV	con	espermatozoides	provenientes	de	animales	intoxicados	con	etanol	

	
En	cada	gota	de	FIV	conteniendo	los	correspondientes	CCOs,	tal	como	se	detallara	en	

el	 punto	 anterior,	 se	 colocó	 una	 alícuota	 de	 10	 µL	 de	 espermatozoides	 murinos	

capacitados	 (1-5	 x	 105	 espermatozoides/mL),	 obtenidos	 de	 animales	 intoxicados	 con	

etanol	tal	como	se	indicara	en	el	punto	6.1,	o	control.	Las	gotas	se	colocaron	a	37°C	en	

una	atmósfera	de	5%	de	CO2	en	aire.	Con	el	fin	de	analizar	la	cinética	posterior	a	la	FIV,	

se	 interrumpió	 la	 coincubación	de	 las	gametas	en	distintas	gotas	a	distintos	 tiempos	

(2,5-	3,5	y	4,5	h),	se	fijaron	los	oocitos	en	paraformaldehído	al	2%	en	PBS,	se	lavaron	

10	min	 en	 gota	 de	 PBS,	 se	 colorearon	 con	 Hoechst	 33342	 durante	 10	minutos	 y	 se	

lavaron	 nuevamente	 en	 gota	 de	 PBS	 durante	 10	 minutos.	 Luego,	 los	 oocitos	

provenientes	 de	 cada	 condición	 se	 montaron	 en	 portaobjetos	 multipocillo	

(“multiwell”)	con	medio	de	montaje	Vectashield	para	ser	observados	al	microscopio	de	

fluorescencia	(Excitación	350	nm/Emisión	461	nm).	Los	oocitos	se	clasificaron	en	tres	

categorías	distintas:	(i)	oocitos	en	metafase	II	sin	signos	de	haber	sido	fecundados	(Me	

II),	 (ii)	 oocitos	 con	 segundo	 cuerpo	 polar	 extrudido	 más	 pronúcleo	 femenino	 y	 con	

cabeza	descondensada	de	un	espermatozoide	en	su	citoplasma	(II	CP	+	PNf	+	CD),	y	(iii)	

oocitos	con	segundo	cuerpo	polar	extrudido	en	los	que	ya	se	podían	ver	los	pronúcleos	
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femenino	y	masculino	(II	CP	+	PNf	+	PNm).	El	total	de	oocitos	fecundados	correspondió	

a	la	suma	de	las	últimas	dos	categorías	definidas.		

	

6.7	Evaluación	del	efecto	del	etanol	sobre	el	estado	redox	de	los	espermatozoides	

Se	evaluó	la	actividad	de	las	enzimas	GST	y	SOD,	el	contenido	de	GSH	y	la	peroxidación	

lipídica	(TBARs)	en	espermatozoides	capacitados	provenientes	de	animales	intoxicados	

tal	como	se	describiera	en	la	sección	5.10.		

	
	
7.			ANÁLISIS	ESTADÍSTICO	

Los	 efectos	 de	 los	 distintos	 tratamientos	 realizados	 (diferentes	 glicosaminoglicanos,	

sinergismo,	 cooperatividad,	 pretratamiento	 con	 endosulfán,	 intoxicación	 in	 vivo	 con	

etanol)	 sobre	 la	 descondensación	espermática	 se	 evaluaron	por	ANOVA,	 seguida	del	

test	de	Tukey.		

El	 efecto	 del	 endosulfán	 sobre	 la	 tiorreducción	 de	 las	 protaminas	 en	 condiciones	

descondensantes	 se	 evaluó	 mediante	 análisis	 de	 varianza	 de	 mediciones	 repetidas	

(Repeated	 Measures	 ANOVA)	 seguida	 por	 el	 test	 de	 comparaciones	 múltiples	 de	

Bonferroni.		

	

El	efecto	del	etanol	sobre	la	morfología	espermática,	la	motilidad,	la	hiperactivación	y	

la	reacción	espontánea	fueron	evaluados	mediante	el	test	de	Student.		

	

El	efecto	del	consumo	de	etanol	sobre	la	dinámica	de	FIV	se	evaluó	mediante	el	Test	

de	Fisher.	

	

Las	 actividades	 enzimáticas	 (GST	 y	 SOD),	 contenido	 de	 GSH	 y	 TBARs	 se	 evaluaron	

mediante	el	test	de	ANOVA,	seguida	del	test	de	Tukey.		

En	todos	los	casos,	los	resultados	corresponden	a	la	media	±	EE	y	las	diferencias	fueron	

consideradas	significativas	con	un	valor	de	p<0.05.	
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Capítulo	 I:	 Estudio	 del	 proceso	 de	 descondensación	 de	 la	 cromatina	 en	

espermatozoides	murinos	

	

1.	DESCONDENSACIÓN	DE	ESPERMATOZOIDES	MURINOS		

	

1.1	Descondensación	estándar	con	heparina	y	GSH	

Con	 el	 fin	 de	 evaluar	 si	 la	 descondensación	 in	 vitro	 de	 espermatozoides	murinos	 en	

presencia	 de	 H	 y	 GSH	 responde	 de	 la	 misma	 manera	 que	 en	 espermatozoides	

humanos,	 se	 tomó	 como	 base	 el	 mismo	 protocolo	 puesto	 a	 punto	 previamente	 en	

nuestro	 laboratorio	 tal	 como	 se	 detallara	 en	Materiales	 y	Métodos	 (sección	 4.1).	 En	

primer	 lugar,	 se	 descondensaron	 espermatozoides	 capacitados	 en	 presencia	 de	 H	 y	

GSH	 y	 se	 fijaron	 alícuotas	 a	 distintos	 tiempos	 para	 analizar	 si	 se	 producía	 la	

descondensación.	Se	definieron	los	distintos	estadios	de	descondensación	(S,	M	y	G),	y	

se	determinó	el	porcentaje	alcanzado	de	cada	uno	(Figura	32),	tal	como	se	muestra	en	

la	 figura	 X.	 Para	 lograr	 una	 correcta	 visualización	 de	 la	 morfología	 y	 tamaño	 de	 la	

cabeza,	el	ADN	espermático	se	tiñó	con	Hoechst	33342	y	se	observó	al	microscopio	de	

fluorescencia	(figura	31).			

	
	

Figura	31.	Morfología	de	espermatozoides	murinos	descondensados.	La	descondensación	del	núcleo	se	
visualizó	mediante	la	coloración	con	Hoechst	33342	en	microscopio	de	fluorescencia	(Hoescht).	La	figura	
muestra,	 además,	 la	 misma	 imagen	 en	 contraste	 de	 fase	 (Contraste),	 y	 la	 mezcla	 de	 ambas	
(Superposición).	El	panel	A	corresponde	a	espermatozoides	S	(sin	cambios	en	su	cromatina);	el	panel	B	a	
los	 espermatozoides	 M	 (moderadamente	 descondensados)	 y	 el	 panel	 C	 a	 los	 espermatozoides	 G	
(groseramente	descondensados).	El	porcentaje	de	descondensación	máxima	alcanzado	se	calculó	como	
la	suma	de	los	porcentajes	de	las	formas	M	y	G	y	se	expresa	como	%(M+G).	Magnificación	original:	400x.	
Barra	de	escala:	5	μm.	
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Tal	como	se	observó	en	el	caso	de	los	espermatozoides	humanos,	los	espermatozoides	

murinos	 descondensaron	 en	 presencia	 de	 H	 y	 GSH.	 Se	 pudieron	 distinguir	 distintas	

morfologías	 en	 cada	 tiempo	 de	 descondensación.	 A	 los	 15	 minutos	 las	 morfologías	

mayormente	 observadas	 fueron	 S	 y	M	 (46,5	 ±	 10,9	 y	 48,2	 ±	 7,2,	 respectivamente),	

mientras	que	el	porcentaje	de	espermatozoides	en	estadio	G	fue	muy	bajo.	En	cambio,	

a	 los	30	minutos	de	descondensación	 la	mayoría	de	 los	espermatozoides	eran	M	o	G	

(39,6	±	12,	8	M	y	51,5	±	13,0	G).	A	los	45	minutos,	el	porcentaje	de	espermatozoides	M	

disminuye	considerablemente,	con	el	consecuente	aumento	de	morfologías	G	(77,8	±	

3,4),	 lo	 que	 es	 esperado	 conforme	 la	 descondensación	 avanza.	 Finalmente,	 a	 los	 60	

minutos	se	observa	que	la	forma	G	es	la	morfología	predominante	(84,3	±	2,2).		Por	lo	

tanto,	 como	 primera	 aproximación	 se	 pudo	 confirmar	 que	 los	 espermatozoides	

murinos	descondensan	en	presencia	de	H	y	GSH	y,	además,	que	se	pueden	distinguir	

los	mismos	estadios	que	en	los	espermatozoides	humanos	descondensados.		
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Figura	32.	Descondensación	in	vitro	de	espermatozoides	murinos.	Se	descondensaron	espermatozoides	
capacitados	 en	 presencia	 de	 H	 (46	 uM)	 y	 GSH	 (10	 mM)	 durante	 15,	 30,	 45	 y	 60	 minutos.	 Luego,	 se	
determinó	 el	 porcentaje	 de	 espermatozoides	 en	 cada	 estadio	 según	 la	 morfología	 de	 los	 mismos	
observada	en	el	microscopio	de	 contraste	de	 fases.	 Los	porcentajes	de	 los	estadios	alcanzados	por	 los	
espermatozoides	se	graficaron	en	función	del	tiempo.		
 
 
 

1.2	 Evaluación	 de	 la	 capacidad	 descondensante	 de	 diferentes	 GAGs	 sobre	 la	

cromatina	de	espermatozoides	murinos	

Para	 evaluar	 la	 capacidad	descondensante	 in	 vitro	 de	diferentes	GAGs,	 se	 incubaron	

espermatozoides	murinos	capacitados	en	presencia	de	GSH	y	de	los	diferentes	GAGs,	

tal	 como	se	detallara	en	Materiales	y	Métodos	 (MM,	sección	4.2).	En	 la	 figura	33	 se	

muestra	 el	 porcentaje	 de	 descondensación	 total	 alcanzado,	 luego	 de	 60	minutos	 de	

incubación,	 para	 cada	 una	 de	 las	 condiciones	 evaluadas.	 Sorpresivamente	 y,	 a	
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diferencia	de	lo	observado	previamente	en	espermatozoides	humanos,	el	DS	presentó	

actividad	descondensante	comparable	a	 la	de	 la	heparina,	aunque	significativamente	

menor	(H/GSH:	87	±	2	%	vs.	DS/GSH:	67	±	2	%,	***p	<	0,001,	ANOVA	+	Tukey-Kramer	

Multiple	 Comparison	 Test,	 n	 =3).	 Por	 otra	 parte,	 los	 restantes	 GAGs	 ensayados	 no	

presentaron	 actividad	 descondensante	 alguna,	 tal	 como	 se	 había	 observado	 en	

espermatozoides	humanos		(ANOVA	+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	Test,	NS,	vs.	

GSH	o	H,	n	=	3).		
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Figura	 33.	 Evaluación	 de	 la	 capacidad	 descondensante	 in	 vitro	 de	 los	 glicosaminoglicanos	 (GAGs)	
sobre	la	cromatina	de	ratón.	Espermatozoides	murinos	capacitados,	se	descondensaron	en	presencia	de	
GSH	y	cada	uno	de	los	siguientes	GAGs	heparina	46	µM	(H	+GSH),	dermatán	sulfato	46	µM	(DS	+GSH),	
condroitín	sulfato	46	µM	(CS	+	GSH),	o	ácido	hialurónico	2mg/mL	(AH	+	GSH).	La	descondensación	total	
máxima	alcanzada	 está	 expresada	 como	%(M+G)	 y	 los	 resultados	 corresponden	a	 la	media	 ±	 EE	 de	 3	
experimentos	independientes	(***	p	<	0,001,	ANOVA	+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	Test,	n	=	3).		

	
	
1.3	Evaluación	del	posible	efecto	cooperativo	entre	 tiorreductor	 (GSH)	y	aceptor	de	

protaminas	(GAG)	en	la	descondensación	in	vitro	de	espermatozoides	murinos	

Con	el	 fin	de	evaluar	 la	existencia	de	un	efecto	cooperativo	entre	el	GSH	y	 los	GAGs	

durante	 la	 descondensación	 in	 vitro	 de	 espermatozoides	 murinos,	 tal	 como	 la	 ya	

descripta	por	nuestro	laboratorio	en	espermatozoides	humanos,	se	comparó	el	efecto	

del	agregado	simultáneo	y	secuencial	de	los	reactivos.		Como	puede	observarse	en	la	

figura	34,	 la	 incubación	secuencial	con	GSH	y	H	produjo	una	disminución	significativa	

de	 la	descondensación,	 con	 respecto	a	 los	 controles,	 independientemente	del	orden	

en	que	se	utilizaran	los	reactivos	(H/GSH:	7	±	3	y	GSH/H:	10	±	2	vs.	GSH+H:	58	±	9;	***p	

<0,0001;	 ANOVA+	 Tukey-Kramer	 Multiple	 Comparison	 Test,	 n=3).	 Lo	 mismo	 ocurrió	

cuando	 se	 realizaron	 incubaciones	 secuenciales	de	espermatozoides	en	presencia	de	

GSH	y	dermatán	sulfato	(DS/GSH:	0,3	±	0,3	y	GSH/DS:	4,0	±	1,0	vs.	GSH+DS:	41,0	±	9,0;	

***p	<0,0001,	ANOVA+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	Test,	n=3).	
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Figura	34.	Efecto	del	agregado	de	GSH	y	GAG	de	manera	secuencial	sobre	la	descondensación	in	vitro	
de	 la	 cromatina	 de	 espermatozoides	 murinos.	 Panel	 A:	 GSH	 y	 Heparina.	 Panel	 B:	 GSH	 y	 Dermatán	
sulfato.	 Espermatozoides	 incubados	 en	 presencia	 de	 GSH	 y	 H	 (GSH+H)	 o	 DS	 (GSH	 +	 DS)	 durante	 45	
minutos.	Espermatozoides	incubados	en	presencia	de	GSH	y	H	o	DS	durante	15	minutos,	centrifugados	y	
luego	 incubados	 nuevamente	 en	 presencia	 de	 ambas	 moléculas	 durante	 30	 minutos	 más	 (GSH+Hlav;	
GSH+DSlav).	Espermatozoides	incubados	en	presencia	de	GSH	15	minutos,	lavados	e	incubados	luego	con	
H	o	DS	durante	30	minutos	adicionales	(GSH/H;	GSH/DS).	Espermatozoides	que	sufrieron	el	tratamiento	
inverso:	 primero	 GAG	 15	 minutos	 y	 luego	 GSH	 30	 minutos	 más	 (H/GSH;	 DS/GSH).	 (***p	 <0,0001,	
ANOVA+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	Test,	n=3).	

	
1.4	Cinética	de	descondensación	en	presencia	de	heparina	o	dermatán	sulfato,	y	GSH		

Dado	 que	 la	 actividad	 descondensante	 de	 H	 y	 DS	 fue	 semejante	 al	 cabo	 de	 los	 60	

minutos	 de	 incubación,	 tal	 como	 se	 pusiera	 de	 manifiesto	 en	 la	 sección	 anterior,	

resultó	de	interés	evaluar	la	cinética	de	descondensación	para	cada	uno	de	estos	GAGs	

(figura	 35).	 Las	 curvas	 obtenidas	 muestran	 claramente	 que	 la	 velocidad	 de	

descondensación	 fue	mayor	en	presencia	de	H	que	de	DS,	dado	que	 se	alcanzó	más	

rápidamente	 el	 nivel	 de	 descondensación	 máximo	 (t0,5	 =	 8,79	 ±	 0,16	 minutos),	 al	

incubar	con	este	GAG	que	con	DS	(t0,5	=	20,34	±	2,35	minutos).	Ambas	curvas	ajustaron	

a	un	modelo	sigmoideo.	Aunque	a	primera	vista	la	curva	A	aparezca	como	hiperbólica,	

en	realidad	no	lo	es	y	puede	observarse	que	es	sigmoidea	al	comienzo	de	la	misma.	El	

análisis	de	correlación	de	Pearson,	para	cada	curva	por	separado,	dio	una	significancia	

estadística	de	p	=	0,029	para	el	gráfico	de	heparina	y	de	p	=	0,0038	para	el	dermatán	

sulfato.	La	comparación	simultánea	de	ambas	curvas	utilizando	el	programa	Sigma	Plot	

indicó	 que	 ambas	 curvas	 son	 significativamente	 diferentes	 tanto	 para	 su	 t0,	 5	como	

también	para	el	valor	máximo	alcanzado	(p	<	0,05;	R2	=	0,9927).	
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Figura	 35.	 Cinética	 de	 descondensación	 de	 espermatozoides	 murinos.	 Se	 representa	 el	 nivel	 de	
descondensación	máximo	alcanzado,	en	presencia	de	GSH	(10	mM)	y	H	(46	µM)	o	DS	(46	µM),	%(M+G),	a	
lo	largo	del	tiempo	(15,	30,	45	y	60	minutos).	A:	H+GSH	y	B:	DS+GSH.	(Análisis	de	correlación	de	Pearson)	
	

1.5	 Curvas	 dosis-respuesta	 de	 heparina	 y	 dermatán	 sulfato	 como	 agentes	

descondensantes	in	vitro	de	espermatozoides	murinos	

Con	el	objeto	de	evaluar	la	existencia	de	un	posible	efecto	aditivo	o	sinérgico	entre	H	y	

DS,	 se	 realizaron	 las	 correspondientes	 curvas	 dosis	 respuesta	 para	 cada	 GAG,	 para	

luego	 elegir	 la	 mejor	 combinación	 de	 concentraciones	 que	 permitiera	 poner	 en	

evidencia	tal	efecto.	La	Figura	36	muestra,	entonces,	el	%	de	espermatozoides	murinos	

descondensados	 luego	 de	 ser	 incubados	 durante	 15	minutos	 en	 presencia	 de	GSH	 y	

diferentes	concentraciones	de	heparina	(Panel	A)	o	dermatán	sulfato	(Panel	B).	Dado	

que	 la	 curva	 de	 descondensación	 en	 función	 del	 tiempo	 (Figura	 35)	 indicó	 que	 la	

descondensación	máxima	 ocurría	 entre	 los	 45	 y	 60	minutos,	 para	 evaluar	 la	 posible	

existencia	 de	 un	 efecto	 cooperativo	 entre	 la	 heparina	 y	 el	 dermatán	 sulfato,	 se	

realizaron	 las	 curvas	 dosis	 respuesta	 para	 cada	GAG	 incubando	 los	 espermatozoides	

murinos	durante	quince	minutos.	En	la	figura	36	se	muestran	las	curvas	obtenidas	para	

espermatozoides	capacitados	y	no	capacitados.	El	porcentaje	de	descondensación	fue	

significativamente	mayor	que	en	el	control	(GSH	solo,	no	mostrado	en	el	gráfico)	con	

todas	 las	 concentraciones	 de	 heparina	 evaluadas	 (Panel	 A),	 tanto	 para	

espermatozoides	 capacitados	 como	no	 capacitados	 (ANOVA+	 Tukey-Kramer	Multiple	

Comparison	Test,	p	<	0,01,	n	=	4).	Sin	embargo,	como	se	puede	ver	en	el	panel	B,	 la	

descondensación	 en	 presencia	 de	 dermatán	 sulfato	 a	 este	 tiempo	 recién	 se	 hizo	

evidente	en	espermatozoides	capacitados	y	con	la	concentración	más	alta	del	GAG	(46	

µM,	p	<	0.01	comparado	con	GSH	solo),	y	no	se	observó	descondensación	alguna	en	

espermatozoides	 no	 capacitados.	 Considerando	 estos	 resultados,	 se	 eligieron	 como	

condiciones	óptimas	de	descondensación,	para	evaluar	un	posible	efecto	sinérgico,	las	

concentraciones	de	0,46	µM	de	heparina	y	46	µM	de	dermatán	sulfato	y	utilizar	para	

los	ensayos	tanto	espermatozoides	murinos	capacitados	como	no	capacitados.	
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Figura	 36.	 Curvas	 de	 dosis	 respuesta	 en	 presencia	 de	 heparina	 o	 dermatán	 sulfato.	 Se	 evaluó	 la	
descondensación	alcanzada	por	espermatozoides	murinos	(			)	capacitados	y		(		)		no	capacitados	después	
de	15	minutos	de	incubación	con	distintas	concentraciones	de	heparina	o	dermatán	sulfato	(0,46-	1,15-	
2,3-	 4,6-	 9,2	 ó	 46	 µM)	 y	 	 GSH	 (10	mM).	A:	 espermatozoides	 incubados	 en	 presencia	 de	 heparina.	B:	
espermatozoides	 incubados	 en	 presencia	 de	 dermatán	 sulfato	 (ANOVA+	 Tukey-Kramer	 Multiple	
Comparison	Test,	p	<	0,01,	n	=	4).		

	
	
1.6	Efecto	sinérgico	entre	heparina	y	dermatán	sulfato	sobre	 la	descondensación	 in	

vitro	de	espermatozoides	murinos.	

Habiendo	 seleccionado	 las	 concentraciones	 adecuadas	 para	 analizar	 la	 existencia	 de	

posibles	 efectos	 aditivos	 o	 potenciados	 entre	 ambos	 GAGs	 como	 agentes	

descondensantes,	 se	 comparó	 la	 descondensación	 in	 vitro	 de	 espermatozoides	

murinos	en	presencia	de	una	combinación	de	los	mismos	con	la	obtenida	con	cada	uno	

de	 ellos	 por	 separado.	 El	 efecto	 se	 evaluó	 a	 distintos	 tiempos,	 tanto	 en	

espermatozoides	 capacitados	 (figura	 37,	 Panel	 A)	 como	 no	 capacitados	 (Figura	 37,	

Panel	B).		

Como	 puede	 observarse	 en	 la	 figura	 37,	 los	 espermatozoides	 incubados	 tanto	 con	

heparina	como	con	DS	presentaron	una	cinética	de	descondensación	sigmoidea	pero	

los	 t0,	 5	 fueron	 diferentes.	 La	 heparina	 descondensó	 más	 rápidamente	 a	 los	

espermatozoides	capacitados	(panel	A)	(t0,	5	=	35,45	±	2,17	minutos)	que	el	dermatán	

sulfato	(t0,	5	=	43,55	±	2,19	minutos),	pero	la	combinación	de	ambos	redujo	el	tiempo	

de	descondensación	a	casi	la	mitad	(t0,	5	=	17,96	±	1,20	minutos).	De	todas	maneras,	las	

tres	curvas	alcanzaron	el	mismo	grado	de	descondensación	máxima	(Sigmoidal	dose-

response	curve	fit,	R2=	0,8585,	modelo	preferido,	diferente	EC50).	La	misma	reducción	

en	el	tiempo	se	observó	en	espermatozoides	no	capacitados,	aunque	la	diferencia	fue	

menos	 marcada	 y	 se	 alcanzó	 un	 grado	 menor	 de	 descondensación	 que	 con	 los	

capacitados.	
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Figura	37.	Cinética	de	descondensación	in	vitro	de	espermatozoides	murinos	en	presencia	de		GSH,		H	y		
DS.	 Se	 analizó	 la	 existencia	 de	 efecto	 sinérgico	 de	 ambos	 GAGs,	 incubando	 los	 espermatozoides	 en	
presencia	de	(				)			heparina	(0,	46	µM),		(				)	dermatán	sulfato	(46	µM)	o		(				)		ambas	moléculas	juntas;		
en	presencia	de	10	mM	de	GSH.	A:	espermatozoides	capacitados.	B:	espermatozoides	no	capacitados.	El	
porcentaje	 de	 descondensación	 está	 expresado	 como	 la	 suma	 de	 los	 porcentajes	 de	 espermatozoides	
medianamente	 descondensados	 más	 los	 groseramente	 descondensados	 %(M+G).	 Los	 resultados	
corresponden	a	la	media	±	EE	de	5	experimentos	distintos	(Sigma	Plot:	Sigmoidal	dose-response	curve	fit,	
modelo	preferido,	diferente	EC50).	
 

	

La	 combinación	 de	 la	 menor	 concentración	 de	 heparina	 (0,46	 µM)	 con	 la	 mayor	

concentración	de	dermatán	sulfato	(46	µM)	produjo	(siempre	en	presencia	de	GSH)	un	

aumento	significativo	en	el	porcentaje	de	descondensación	alcanzado	al	 cabo	de	 	15	

minutos	 de	 incubación,	 con	 respecto	 a	 cada	 GAG	 por	 separado,	 tanto	 en	

espermatozoides	capacitados	(H+DS:	33	±	9	vs	H:	5	±	2	ó	DS:	4	±	2,	ANOVA	+	Tukey-

Kramer	Multiple	Comparison	Test,	**p	<	0,01;	n	=	5)	como	en	no	capacitados	(H+DS:	

18,0	±	4,0	vs.	H:	6,0	±	2,0;	(a)	p	<	0,05,	H+DS:	18,0	±	4,0	vs	DS:	0,8	±	0,4;	(b)	p<0,001;	n	

=	3,	ANOVA	+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	Test)	(Figura	38,	Panel	A).		Asimismo,	

al	 comparar	 el	 efecto	 de	 ambas	moléculas	 utilizadas	 simultáneamente	 con	 la	 suma	

algebraica	de	los	valores	de	cada	una	de	ellas	por	separado,	se	evidenció	claramente	la	

existencia	de	un	efecto	sinérgico,	tanto	en	espermatozoides	capacitados	(H+DS:	33	±	9	

vs	 Suma	H+DS:	 9	 ±	4,	 *p	<	0,05,	 n=	4,	ANOVA	+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	

Test)	como	en	espermatozoides	no	capacitados	(H+DS:	18	±	4	vs	Suma	H+DS:	7	±	2,	(c)	

p	 <	 0,05;	 n=	 3).	 Tal	 como	 era	 de	 esperar,	 esta	 diferencia	 se	 hizo	 cada	 vez	 menos	

evidente	 a	 medida	 que	 aumentó	 el	 tiempo	 de	 incubación,	 conforme	 el	 grado	 de	

descondensación	se	acercaba	al	máximo.	(Figura	38,	panel	B).	
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Figura	38.	Efecto	sinérgico	entre	heparina	y	dermatán	sulfato	sobre	la	descondensación	in	vitro	de	la	
cromatina.	Espermatozoides	capacitados	y	no	capacitados	se	incubaron	en	presencia	de	H	(0,46	µM),	DS	
(46	 µM)	 o	 una	 combinación	 de	 ambos,	 siempre	 en	 presencia	 de	 GSH	 (10	 mM).	 A:	 15	 minutos	 de	
incubación.	B:	60	minutos	de	incubación.	La	última	columna	en	cada	gráfico	indica	la	suma	algebraica	de	
los	 valores	 de	 heparina	 y	 dermatán	 sulfato	 por	 separado.	 En	 ambos	 casos,	 la	 combinación	 de	 ambas	
moléculas	(H	+	DS)	resultó	en	un	aumento	significativo	comparado	con	los	efectos	individuales	(*p	<	0,	
05,	**P	<	0,01,	a:	H+DS	vs.	H,	p	<	0,05,	b:	H+DS	vs	DS,	p<0,001,	c:	H+DS	vs	Suma	H+DS;	ANOVA	+	Tukey-
Kramer	Multiple	Comparison	Test,	n	de	cada	grupo	=	ver	texto).  

	
	
1.7	 Análisis	 in	 silico	 de	 las	 características	 estructurales	 de	 las	 protaminas	 y	 los	

glicosaminoglicanos	(heparina	y	dermatán	sulfato)	

Con	 el	 objeto	 de	 tratar	 de	 explicar	 el	 comportamiento	 disímil	 de	 los	 dos	

glicosaminoglicanos	 utilizados,	 se	 comenzó	 a	 estudiar	 las	 características	moleculares	

de	las	moléculas	potencialmente	involucradas	en	el	proceso	de	descondensación.	

A	tal	fin,	lo	primero	que	se	hizo	fue	obtener	de	la	base	de	datos	Uniprot	la	secuencia	

aminoacídica	de	las	protaminas	murinas	P1	(http://www.uniprot.org/uniprot/P02319)	

y	P2	(http://www.uniprot.org/uniprot/P07978),	que	se	muestran	en	la	figura	39.	

	

	

A 

Capacitados	 No	capacitados	

Capacitados	 No	capacitados	
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Figura	 39:	 Secuencia	 aminoacídica	 de	 las	 protaminas	 murinas	 P1	 y	 P2.	 Se	 indican	 los	 aminoácidos	
fuertemente	 básicos	 (R=	 arginina,	 K=	 lisina),	 considerados	 levemente	 básicos	 (H=	 histidina,	
fundamentalmente	por	 la	 presencia	de	nitrógeno	protonable,	 aunque	no	debería	 ser	 por	 el	 pKa	de	 su	
grupo	imidazol)	y	el	aminoácido	ácido	glutámico	(E).	También	se	muestra	el	punto	isoeléctrico	de	cada	
uno	(pI)	y	el	peso	molecular.	En	la	protamina	P2,	se	ha	colocado	en	celeste	la	porción	que	se	escinde	para	
dejar	la	forma	procesada.	

	
Este	 dato	 permitió	 poner	 en	 evidencia	 que	 entre	 ambas	 moléculas	 no	 existe	 una	

diferencia	sustancial	en	la	carga	neta,	aunque	sí	en	el	peso	molecular.	

Con	el	objeto	de	estudiar	un	poco	mejor	la	disposición	espacial	de	las	dos	protaminas	

involucradas	 en	 la	 interacción	 con	 el	 ADN,	 se	 utilizó	 el	 servidor	 Swiss-Model	 y,	 de	

bibliografía	se	obtuvo	el	modelo	tridimensional	de	dos	moléculas	que	aparecen	como	

ligadoras	de	heparina	 (Sección	4.6	de	MM).	Usando	el	modelado	por	homología	y	 con	

estas	 dos	moléculas	 como	 templado	 para	 las	 protaminas	 P1	 y	 P2,	 se	 consiguió	 una	

aproximación	a	la	disposición	espacial	tal	como	se	muestra	en	las	figuras	40	y	41.	

El	análisis	preliminar	del	modelado	especial	de	ambas	protaminas,	indica	que	podrían	

tener	una	conformación	similar	a	otras	proteínas	que	ligan	heparina.	Al	comparar	P1	y	

P2,	se	puede	observar	que	la	segunda,	con	un	peso	molecular	mayor,	deja	“colgando”	

un	extremo	hacia	el	amino	terminal,	que	hace	recordar	a	la	cola	de	las	histonas	en	el	

nucleosoma.	

	

Protamina	P1	ratón	(pI/PM:	12,07	/	6958,41) 
MARYRCCRSKSRSRCRRRRRRCRRRRRRCCRRRRRRCCRRRRSYTIRCKKY 

Protamina	P2	ratón		

VRYRMRSPSEGPHQGPGQDHEREEQGQGQGLSPERVEDYGRTHRGHHHHRHR

RCSRKRLHRIHKRRRSCRRRRRHSCRHRRRHRRGCRRSRRRRRCRCRKCRRHHH		

Protamina	P2	procesada	(pI/	PM:	12,48	/	8594,	08)		

RGHHHHRHRRCSRKRLHRIHKRRRSCRRRRRHSCRHRRRHRRGCRRSRRRRRCRC

RKCRRHHH		
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Figura	 40.	 Modelado	 por	 homología	 de	 la	 protamina	 P1.	 El	 molde	 (templado)	 para	 la	 estructura	
modelada	 es	 el	 dominio	 de	 reconocimiento	 de	 heparina	 en	 una	 isoforma	 alternativa	 del	 VEGF-A	 (el	
VEGF55)(Zhao	et	al.	2012).		

	

Figura	41.	Modelado	por	homología	de	la	protamina	P2.	En	esta	figura	se	muestra	la	similitud	de	la	
disposición	espacial	de	esta	secuencia	procesada	con	el“RING	domain	de	la	synaptotagmin-like	protein	

4”	(Tarantini	et	al.	1998).		
	
Al	 analizar	 la	 carga	 total	 de	 cada	 una	 de	 estas	 moléculas	 utilizando	 el	 programa	

HyperChem,	 pudo	 observarse	 (Figura	 42	 y	 Figura	 43),	 que	 las	 dos	 protaminas	

presentan	una	distribución	muy	similar,	volviendo	a	quedar	en	evidencia	la	“cola”	de	

P2	hacia	el	extremo	amino	terminal.	
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Figura	 42.	 Carga	 total	 presente	 en	 la	 molécula	 de	 P1.	 Las	 zonas	 verdes	 indican	 la	 isosuperficie	
electrostática	de	la	molécula.	

	

	

Figura	 43.	 Carga	 total	 presente	 en	 la	 molécula	 de	 P2.	 Las	 zonas	 verdes	 indican	 la	 isosuperficie	
electrostática	de	 la	molécula,	mostrando	que	hay	una	distribución	similar	de	carga	a	P1,	a	excepción	
del	extremo	que	cuelga	hacia	el	extremo	amino	terminal	de	P2.	

Cuando	se	hizo	un	análisis	similar	para	los	GAGs	involucrados	en	la	descondensación	

de	 la	 cromatina,	 la	 heparina	 y	 el	 dermatán	 sulfato,	 se	 contó	 con	 el	 análisis	

cristalográfico	 de	 estas	 moléculas	 en	 la	 base	 de	 datos	 PolySac3DB,	 tal	 como	 se	

describiera	en	la	sección	4.6	de	MM.		

Usando	 las	 coordenadas	 espaciales	 para	 una	 molécula	 constituida	 por	 6	 unidades	

disacarídicas	 en	 cada	 caso,	 el	 análisis	 con	 el	 programa	 HyperChem	 mostró	 las	

siguientes	características	(Figura	44	y	Figura	45).	
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Figura	 44.	 Representación	 espacial	 de	 la	 distribución	 de	 los	 átomos	 en	 un	 hexadisacárido	 de	
heparina.	En	el	panel	superior,	A:	conformación	espacial	adoptada	por	la	molécula	de	H	en	la	que	se	
distinguen	las	cargas	negativas	(sulfatos	en	amarillo)	en	cuatro	puntos	muy	característicos.	En	el	panel	
inferior,	 B:	 la	misma	disposición	espacial	mostrada	en	A,	pero	poniendo	en	evidencia	 la	 isosuperficie	
electrostática,	 en	 verde,	 y	 mostrando	 la	 localización	 hacia	 donde	 se	 encuentran	 los	 grupos	 sulfato	
mediante	el	programa	HyperCHem.		

	

Figura	 45.	 Representación	 espacial	 de	 la	 distribución	 de	 los	 átomos	 en	 un	 hexadisacárido	 de	
dermatán-4-sulfato.	A:	conformación	espacial	adoptada	por	la	molécula	de	DS:	un	eje	central	con	una	
disposición	de	 las	cargas	negativas	 (sulfatos	en	amarillo)	muy	ordenada	y	asemejándose	a	 lo	que	se	
conoce	como	la	distribución	de	cargas	en	el	ADN.	B:	la	misma	disposición	espacial	mostrada	en	A,	pero	
poniendo	en	evidencia	la	isosuperficie	electrostática,	en	verde,	y	mostrando	la	localización	hacia	donde	
se	encuentran	los	grupos	sulfato	mediante	el	programa	Hyperchem.	
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Comparando	 ambas	 figuras	 para	 los	GAGs,	 puede	 observarse	 una	 distribución	más	

homogénea	de	cargas	en	el	caso	del	dermatán	sulfato,	mientras	que	para	la	heparina	

estarían	 un	 poco	más	 localizadas.	 Si	 bien	 lo	 realizado	 hasta	 el	momento	 con	 estas	

simulaciones	no	alcanza	para	conformar	un	modelo	de	 interacción	ADN-protamina-

GAG,	permite	hipotetizar	que	cada	GAG	puede	interaccionar	con	el	ADN	en	puntos	de	

compactación	cromatínica	diferentes.	Por	ejemplo,	 la	molécula	de	P2,	que	remite	a	

un	parecido	a	las	histonas	por	la	“cola”	colgante,	podría	interaccionar	con	el	ADN	en	

forma	similar	y	generar	puntos	de	compactación	más	 laxos,	permitiendo	una	mejor	

entrada	 del	 dermatán	 sulfato,	 con	 una	 disposición	 espacial	 de	 las	 cargas	 más	

parecida	 a	 la	 del	 ADN.	 Por	 el	 contrario,	 la	 protamina	 P1,	 más	 compacta	 en	 su	

estructura,	podría	generar	una	condensación	mayor	en	la	cromatina	y,	por	lo	tanto,	

dificultar	el	ingreso	de	la	molécula	descondensante.	En	esta	situación,	la	heparina	con	

mayor	carga	negativa	por	la	presencia	de	más	grupos	sulfato	que	en	el	dermatán	y	la	

ubicación	espacial	más	precisa,	podría	ser	la	molécula	indicada	para	tal	fin.	

Si	 consideramos	 que	 la	 presencia	 de	 histonas	 remanentes	 es	 mínima	 y,	

probablemente	 también	 lo	 sea	 el	 porcentaje	 de	 cromatina	 con	 condensación	más	

laxa,	 podría	 explicarse	 la	diferencia	 temporal	 y	de	efectividad	en	 la	 acción	de	 cada	

molécula	de	GAG.	

	

1.8	 Efecto	 de	 los	 agentes	 descondensantes	 sobre	 la	 integridad	 de	 la	 membrana	

plasmática	y	el	núcleo	del	espermatozoide	murino.		

Una	vez	caracterizado	el	sistema	de	descondensación	in	vitro	en	presencia	de	GAGs	y	

GSH	en	espermatozoides	murinos,	resultó	de	 interés	evaluar	el	efecto	de	 los	agentes	

descondensantes	 sobre	 la	 ultraestructura	 del	 espermatozoide	 durante	 este	 proceso	

por	medio	de	microscopía	 electrónica	 de	 transmisión.	 En	primer	 lugar,	 se	 incubaron	

espermatozoides	 capacitados	 en	 presencia	 de	 GSH	 sólo,	 GSH+H,	 GSH+DS,	 o	 la	

combinación	 de	 estos	 dos	 últimos	 (GSH+H+DS).	 Luego	 de	 la	 descondensación,	 las	

muestras	 se	 enviaron	 al	 centro	 de	 Estudios	 en	 Ginecología	 y	 Reproducción	 (CEGYR)	

donde	 fueron	 procesadas	 por	 el	 Dr.	 Cristian	 Alvarez	 Sedó	 para	 su	 observación	 al	

microscopio	electrónico	de	transmisión		(figura	46).	
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Figura	46.	Microscopia	electrónica	de	transmisión	de	espermatozoides	capacitados	y	descondensados	
con	 heparina,	 dermatán	 sulfato	 o	 ambos.	 	 A:	 GSH,	 B:	 GSH	 +	 H,	 C:	 GSH	 +	 DS	 y	 D:	 GSH+H+DS.	 Los	
espermatozoides	 tratados	 con	 GSH	 (A)	 presentaron	 su	 núcleo	 completamente	 condensado,	 con	 la	
envoltura	nuclear	y	las	membranas	externas	intactas.	Luego	de	la	incubación	con	heparina	+	GSH	(B)	se	
observó	 que	 la	 descondensación	 comienza	 desde	 la	 región	 caudal	 de	 la	 cabeza	 del	 espermatozoide	
(Flecha	 negra),	 y	 se	 hizo	 evidente	 el	 desarreglo	 en	 la	 membrana.	 Las	 incubaciones	 con	 DS	 +GSH	 (C)	
también	produjeron	 la	 descondensación	desde	 la	 zona	 caudal	 (Flecha),	 pero	 la	 cromatina	 se	mantuvo	
más	 condensada	 que	 cuando	 los	 espermatozoides	 se	 incubaron	 en	 presencia	 de	 heparina.	 Cuando	 se	
utilizaron	 ambos	 GAGs	 simultáneamente	 (D)	 se	 observó	 un	 mayor	 grado	 de	 descondensación	 (con	
presencia	 de	 áreas	 gránulo-fibrilares	 y	 “lacunares”,	 indicadas	 con	 flechas),	 con	 las	 membranas	
totalmente	 desorganizadas,	 incluyendo	 las	 membranas	 acrosomales	 (flecha	 pequeña).	 En	 la	 región	
cefálica,	 se	 puede	 ver	 que	 permanecen	 los	 residuos	 de	 cromatina	 todavía	 empaquetada.	 Barras	 de	
escala=	A:	0,2;	B-D:	0,5	µm. 

	
	

Tal	 como	 se	 esperaba,	 los	 núcleos	 de	 los	 espermatozoides	 tratados	 con	 GSH	 sólo,	

permanecieron	 condensados	 y	 conservaron	 la	 envoltura	 nuclear	 y	 el	 resto	 de	 las	

membranas	intactas	(Figura	46,	panel	A).	Cuando	los	espermatozoides	se	incubaron	en	

presencia	 de	 GSH+H,	 se	 pudo	 ver	 claramente	 que	 la	 descondensación	 comenzaba	

desde	la	zona	caudal	de	la	cabeza	del	espermatozoide,	en	donde	se	insertaba	la	cola,	y	

las	 membranas	 se	 desorganizaban	 (figura	 46,	 panel	 B).	 Los	 espermatozoides	

descondensados	en	presencia	de	GSH+DS,	mantuvieron	las	características	observadas	

en	 el	 panel	 B	 pero	 manifestando	 un	 grado	 de	 descondensación	 menor	 que	 el	
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observado	en	presencia	de	GSH+H	(Figura	46,	panel	C).	Finalmente,	y	confirmando	la	

existencia	 de	 un	 efecto	 sinérgico	 entre	 la	 heparina	 y	 el	 dermatán	 sulfato	 sobre	 la	

descondensación	cromatínica	 in	vitro,	al	 combinar	ambos	GAGs	se	pudo	observar	un	

mayor	 grado	 de	 descondensación	 que	 el	 correspondiente	 a	 cada	GAG	 por	 separado	

(figura	46,	panel	D).		
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Capítulo	 II	 -Estudio	 del	 efecto	 de	 tóxicos	 sobre	 diversos	 parámetros	 de	 la	

funcionalidad	espermática,	con	especial	énfasis	en	la	descondensación	cromatínica.	

Una	 vez	 caracterizado	 el	 sistema	 de	 descondensación	 in	 vitro	 en	 espermatozoides	

murinos,	se	planteó	la	posibilidad	de	evaluar	el	uso	del	mismo	para	analizar	el	efecto	in	

vitro	del	endosulfán	e	in	vivo	del	etanol.		

	

2.	ENDOSULFÁN	

	

Se	 evaluó	 el	 efecto	 del	 endosulfán	 sobre	 distintos	 aspectos	 de	 la	 cromatina	 de	

espermatozoides	 recuperados	 de	 ratones	 F1	 resultante	 del	 apareo	 de	 las	 cepas	

endocriadas	Balb/C	(♂)	x	C57	(♀)	y	sobre	espermatozoides	humanos.	

	

	

Efecto	del	endosulfán	sobre	los	espermatozoides	murinos	

	
	

2.1	Efecto	del	endosulfán	in	vitro	sobre	la	motilidad	de	espermatozoides	murinos.	

Se	 evaluó	 el	 efecto	 del	 endosulfán,	 tanto	 del	 compuesto	 puro	 como	 de	 dos	

formulaciones	comerciales	(Master®	y	Zebra	Ciagro®),	sobre	la	motilidad	espermática,	

incubando	 espermatozoides	 en	 presencia	 del	 plaguicida,	 tal	 como	 se	 describiera	 en	

MM	(sección	5.1)	 	 Los	controles	 incluyeron	espermatozoides	 incubados	en	medio	de	

cultivo	A+B	(MC)	o	DMSO.	En	la	figura	47,	se	puede	ver	claramente	el	efecto	negativo	

del	endosulfán	(100	µM),	sobre	la	motilidad	de	los	espermatozoides	murinos	(AI:	6,0	±	

3,0	 Master®:	 10,0	 ±	 5,0	 Zebra	 Ciagro®:	 1,0	 ±	 0,3	 vs	 MC:	 50,0	 ±	 4,0	 ***p<	 0,001;	

ANOVA+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	Test,	n	=	5).		
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Figura	47.	Efecto	in	vitro	del	endosulfán	sobre	la	motilidad	de	espermatozoides	murinos.	Se	incubaron	
espermatozoides	 capacitados	 en	medio	 A+B	 (MC),	 en	 DMSO,	 en	 presencia	 de	 principio	 activo	 (AI),	 de	
endosulfán	 formulado	 Master®,	 y	 del	 endosulfán	 formulado	 Zebra	 Ciagro®	 durante	 15	 minutos	 La	
motilidad	 se	 evaluó	 sobre	 un	 total	 de	 200	 células	 (***p	 <	 0,001,	 ANOVA+	 Tukey-Kramer	 Multiple	
Comparison	Test;	n	=	7).		
 
 

2.2	 Efecto	 del	 endosulfán	 sobre	 la	 descondensación	 in	 vitro	 de	 espermatozoides	

murinos	capacitados		

Para	evaluar	el	 efecto	de	este	 tóxico	 sobre	 la	descondensación	 in	 vitro	 se	 incubaron	

espermatozoides	 en	 medio	 de	 cultivo	 A+B,	 DMSO	 o	 diferentes	 concentraciones	 de	

endosulfán	 durante	 15	 minutos,	 e	 inmediatamente	 después	 se	 descondensaron	 en	

presencia	de	GSH	+H,	en	las	condiciones	descriptas	anteriormente	(MM,	Sección	5.2).	

La	exposición	de	los	espermatozoides,	tanto	a	endosulfán	puro	(Figura	48)	como	a	las	

dos	 formulaciones	 comerciales	 (Figura	 49)	 en	 su	 mayor	 concentración	 (100	 µM),	

produjo	 un	 aumento	 significativo	 sobre	 la	 descondensación	 in	 vitro	 (AI:	 78	 ±	 4	 vs.	

DMSO:	45,5	±	4,7,	***p<	0,001;	n=6;		Master®:	82	±	4	vs.	DMSO:	47,4	±	6,7,	**p<	0,01;	

n=5;	Zebra	Ciagro®:	90	±	3	vs.	DMSO:	49,6	±	6,3,	***p<	0,001;	n=5;	ANOVA	+	Tukey-

Kramer	 Multiple	 Comparison	 Test)	 (Figura	 48),	 mientras	 que	 el	 resto	 de	 las	

concentraciones	 no	 parecieron	 modificar	 la	 tasa	 de	 descondensación	 cromatínica.	

Como	consecuencia	de	esto,	para	realizar	 los	siguientes	experimentos	y	con	el	 fin	de	

evaluar	 los	mecanismos	mediante	 los	 cuales	 estaría	 actuando	el	 plaguicida,	 se	 eligió	

una	concentración	de	endosulfán	igual	a	100	µM.		
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Figura	48.	Curva	dosis	-	respuesta	de	endosulfán	puro	con	respecto	a	la	descondensación	cromatínica	
in	 vitro	 de	 espermatozoides	 murinos	 capacitados.	 Los	 espermatozoides	 se	 expusieron	 durante	 15	
minutos	a	distintas	concentraciones	de	endosulfán	puro	(100	pM,	10	nM,	1	µM,	100	µM),	antes	de	ser	
descondensados	en	presencia	de	H	y	GSH	durante	30	minutos.	MC:	espermatozoides	incubados	en	medio	
de	 cultivo	 A+B	 (control),	 DMSO:	 espermatozoides	 incubados	 con	 DMSO	 (control	 de	 solvente).	 (AI	 vs	
DMSO:	***p	<	0,001,	ANOVA	+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	Test;	n	=	6).		
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Figura	 49.	 Curvas	 dosis	 –	 respuesta	 de	 endosulfán	 formulado	 con	 respecto	 a	 la	 descondensación	
cromatínica	 in	 vitro	 de	 espermatozoides	 murinos	 capacitados.	 	 Los	 espermatozoides	 se	 expusieron	
durante	15	minutos	a	distintas	concentraciones	del	plaguicida	formulado	Master®	o	Zebra	Ciagro®	(100	
pM,	10	nM,	1	µM,	100	µM)		 	antes	de	ser	descondensados	en	presencia	de	H	(4,6	µM)	y	GSH	(10	mM)	
durante	 30	 minutos.	 MC:	 espermatozoides	 incubados	 en	 medio	 de	 cultivo	 (control),	 DMSO:	
espermatozoides	 incubados	 con	 DMSO	 (control	 de	 solvente)	 (Master®	 vs	 DMSO:	 *
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formulaciones	comerciales	tal	como	se	describiera	anteriormente,	se	descondensaron	

luego	en	presencia	de	H	 (2,3	µM)	y	GSH	 (10	mM)	de	 la	 forma	habitual	 (MM	Sección	

4.1),	y	se	evaluó	el	grado	de	fragmentación	del	ADN	espermático	mediante	la	técnica	

de	 TUNEL	 (MM	 Sección	 5.4).	 Los	 espermatozoides	 positivos	 para	 TUNEL	 mostraron	

marca	 intensa	 fluorescente	 mientras	 que	 los	 espermatozoides	 negativos	 tuvieron	

marca	tenue	o	nula,	tal	como	se	puede	observar	en	la	Figura	50.		La	figura	51	(C	y	E),	

muestra	 que	 el	 porcentaje	 de	 TUNEL	 fue	 significativamente	 mayor	 que	 el	 control,	

luego	 de	 la	 incubación	 de	 los	 espermatozoides	 capacitados	 en	 presencia	 tanto	 de	

endosulfan	Master®	 (Master®:	 47	 ±	 12	 vs.	 DMSO:	 19	 ±	 5,	 *p<	 0,05;	 n=5)	 como	 de	

endosulfán	Zebra	Ciagro®	(Zebra	Ciagro®:	35	±	7	vs.	DMSO:	17	±	5,	*p<	0,05;	n=5).	En	el	

caso	 en	 que	 los	 espermatozoides	 fueron	 incubados	 con	 el	 principio	 activo	 no	 se	

encontraron	 diferencias	 significativas	 entre	 el	 %	 de	 TUNEL	 de	 estos	 y	 el	 control	 de	

DMSO	(Figura	51A)	 (ANOVA	+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	Test).	En	 la	 figura,	

además,	se	pone	de	manifiesto	(Figura	51	B,	D	y	F),	que	el	nivel	de	descondensación	

fue	 significativamente	 mayor	 al	 de	 los	 controles	 en	 espermatozoides	 incubados	 en	

presencia	de	endosulfán	puro	(AI:	56		±	5	vs.	DMSO:	41	±	3,	*p<	0,05;	n=5)	(Figura	51	B)	

o	de	Zebra	Ciagro®	(Zebra	Ciagro®:	85		±	5	vs.	DMSO:	41	±	3,	***p<	0,001;	n=5)		(Figura	

51	F).	Si	bien,	en	presencia	de	endosulfán	Master®	se	observó	un	posible	aumento	en	

el	 nivel	 de	 descondensación	 en	 las	 condiciones	 realizadas	 (Figura	 51	D),	 éste	 no	 fue	

significativo	comparado	con	el	 control	 (ANOVA	+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	

Test).		
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Figura	 50.	 Ensayo	de	 TUNEL	 sobre	 espermatozoides	murinos	 previamente	 expuestos	 al	 plaguicida	 y	
descondensados.	 Espermatozoides	 murinos	 capacitados	 se	 preincubaron	 15	 minutos	 en	 presencia	 de	
medio	A+B	(A),	DMSO	(B)	o	endosulfán	(C)	puro	o	sus	formulaciones	comerciales	y	se	descondensaron	en	
presencia	 de	 heparina	 (2,3	 µM)	 y	 GSH	 (10	mM)	 durante	 30	minutos.	 Luego,	 se	 realizó	 un	 ensayo	 de	
TUNEL	sobre	las	muestras	y	se	determinó	el	porcentaje	del	mismo	en	el	microscopio	de	fluorescencia.	Las	
flechas	indican	la	tinción	positiva	en	espermatozoides	intactos	o	descondensados	(Magnificación	original	
400X).		
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Figura	51.	Grado	de	 fragmentación	del	ADN	de	espermatozoides	murinos	 expuestos	a	 endosulfán	 y	
luego	descondensados	en	presencia	de	H	y	GSH.	Espermatozoides	murinos	capacitados	se	preincubaron	
con	endosulfán	puro	(AI)	o	sus	dos	formulaciones	comerciales	y	se	descondensaron	luego,	en	presencia	
de	H	(2,3	µM)	y	GSH	(10	mM).	Se	evaluó	la	fragmentación	del	ADN	espermático	mediante	la	técnica	de	
TUNEL	 (A,	 C	 y	 E)	 	 y	 el	 %	 descondensación	 (B,	 D	 y	 F)	 de	 la	manera	 habitual.	A	 y	 B:	 espermatozoides	
preincubados	 con	 endosulfán	 puro,	 C	 y	 D:	 espermatozoides	 preincubados	 con	 	 Master®,	 E	 y	 F:	
espermatozoides	preincubados	con	Zebra	Ciagro®	MC:	medio	de	cultivo,	H:	heparina.	(*P<	0,	05,	***p<0,	
001,	ANOVA+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	Test,	n	=	5).	
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2.4	 Correlación	 entre	 la	 descondensación	 de	 la	 cromatina	 espermática	 y	 la	

fragmentación	del	ADN	

Dado	que	la	fragmentación	del	ADN	se	evaluó	en	espermatozoides	murinos	incubados	

en	 condiciones	 descondensantes,	 fue	necesario	 descartar	 que	 la	 descondensación	 in	

vitro	per	 se	 fuera	 la	 responsable	del	 aumento	en	el	porcentaje	de	TUNEL	observado	

luego	de	la	preincubación	con	endosulfán.	Para	ello	se	evaluó	la	posible	existencia	de	

una	 correlación	 entre	 el	 porcentaje	 de	 descondensación	 total	 de	 la	 cromatina	 y	 la	

fragmentación	del	ADN	espermático.	

Tal	 como	 se	 muestra	 en	 la	 figura	 52,	 en	 todas	 las	 condiciones	 experimentales	 los	

porcentajes	 de	 espermatozoides	 con	 TUNEL	 positivo	 fueron	 independientes	 del	

porcentaje	de	descondensación	de	la	cromatina	(Endosulfán	puro	(B):	r2	=	-0,08824	p	=	

0,9194:	Endosulfán	Master®	(C):	r2	=	0,6000	p	=	0,3500;	Endosulfán	Zebra	Ciagro®	(D):	

r2	 =	 -0,1000	 p	 =	 0.9500);	 correlación	 de	 Spearman).	 En	 la	 figura,	 panel	 A,	 si	 bien	 la	

correlación	parece	alta	no	resultó	significativo,	probablemente	por	un	n	pequeño,		r2	=	

0,7000	(Spearman)	p=0,2333).	Este	resultado	es	interesante	y	merece	ser	investigado	

más	 en	 detalle	 porque	 podría	 indicar	 una	 diferencia	 debida	 a	 la	 presencia	 de	 las	

sustancias	que	acompañan	al	principio	activo.	
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A	 	 	 	 	 	 B	

	
	

C	 	 	 	 	 	 D	

	
	
Figura	52.	Correlación	entre	la	descondensación	in	vitro	de	la	cromatina	y	la	fragmentación	del	ADN	
de	espermatozoides	murinos	capacitados,	preincubados	con	endosulfán	e	incubados	en	presencia	de	H	
y	GSH.	Se	evaluó	la	posible	correlación	entre	el	grado	de	descondensación	de	la	cromatina	y	el	nivel	de	
fragmentación	 del	 ADN	 en	 espermatozoides	 murinos	 capacitados	 que	 fueron	 preincubados	 con		
endosulfán	 y,	 luego,	 descondensados	 en	 presencia	 de	 GSH+H.	 A:	 espermatozoides	 preincubados	 en	
medio	de	cultivo,	B:	espermatozoides	preincubados	con	endosulfán	puro	C:	espermatozoides	incubados	
con		Master®	y	D:	espermatozoides	incubados	con		Zebra	Ciagro®	(Correlación	de	Spearman,	n=5).		
 

	
2.5	 Evaluación	 del	 estado	 redox	 de	 los	 grupos	 tiol	 de	 los	 espermatozoides	 en	

presencia	de	endosulfán	puro	por	marcación	con	monobromobimane.		

Dado	que	el	endosulfán	incrementó	la	descondensación	cromatínica	en	respuesta	a	H	

y	 GSH,	 se	 evaluó	 la	 posibilidad	 de	 que	 este	 efecto	 se	 llevara	 a	 cabo	 a	 través	 del	

incremento	de	la	cantidad	de	tioles	libres	en	las	protaminas,	a	través	de	la	tinción	con	

el	 reactivo	 tiólico	 fluorescente	 monobromobimane	 (mBBr),	 como	 se	 describiera	 en	

MM	(Sección	5.4)	(Figura	53).	Se	cuantificó	la	intensidad	de	fluorescencia	en	unidades	

arbitrarias	 (UA)	 para	 cada	 espermatozoide	 y	 se	 calculó	 la	 media	 de	 intensidad	 de	

fluorescencia	en	cada	condición	experimental.	Tal	como	puede	verse	en	 la	 figura	54,	

no	 se	 observaron	 diferencias	 significativas	 en	 la	 intensidad	 de	 la	marca	 en	 aquellos	

espermatozoides	incubados	en	presencia	del	plaguicida,	comparado	con	los	controles	

(Medio	A+B/GSH	(A):	53	±	16;	Medio	A+B/GSH+H	(B):	148	±	7,	DMSO/GSH+H	(C):	166	±	
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6,	AI/GSH+H	(D):	140	±	18).		ANOVA	con	medidas	repetidas	+	Prueba	de	comparaciones	

múltiples	de	Bonferroni,	NS,	n=3).	Tampoco	se	modificó	el	 tamaño	de	 las	cabezas	de	

los	espermatozoides	a	los	5	minutos	de	incubación,		sugiriendo	que,	a	la	concentración	

utilizada,	el	plaguicida	no	presenta	actividad	redox	sobre	los	grupos	tiol	libres	o	sobre	

los	puentes	disulfuro	de	las	protaminas.		

En	cuanto	a	la	descondensación,	a	pesar	de	que	la	incubación	con	endosulfán	mostró	

niveles	mayores	con	respecto	a	los	controles,	los	mismos	no	fueron	significativos	en	las	

condiciones	analizadas.		

Hay	que	considerar	que	estos	resultados	se	refieren	al	estado	redox	de	los	tioles	de	los	

espermatozoides	en	general	y	no	solamente	de	las	protaminas	en	el	núcleo,	dado	que	

no	se	utilizaron	núcleos	aislados	(Seligman	et	al.	1994).	

	

	
	

 

Figura	53.	Efecto	del	endosulfán	puro	sobre	el	estado	redox	de	los	tioles	en	espermatozoides	murinos.	
Espermatozoides	preincubados	con	endosulfán	y	luego	descondensados	en	presencia	de	H	y	GSH	durante	
5	 minutos	 se	 marcaron	 con	 monobromobimane	 y	 se	 observaron	 al	 microscopio	 de	 fluorescencia.	 A:	
medio	A+B	y	GSH	5	min,	B:	medio	A+B	y	GSH+H	5	min,	C:	DMSO	y	GSH+H	5	min,	D:	endosulfán	puro	y	
GSH+H	 5	 min.	 Al	 menos	 200	 espermatozoides	 fueron	 analizados	 en	 cada	 condición	 experimental.	
(Magnificación	original	400X)	
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Figura	54.	Estado	redox	de	los	tioles	en	espermatozoides	en	presencia	de	endosulfán,	comparado	con	
el	 porcentaje	 de	 descondensación.	 A:	 intensidad	 de	 fluorescencia	 media	 (medida	 en	 Unidades	
Arbitrarias,	 UA)	 de	 espermatozoides	 luego	 de	 ser	 tratados	 con	 endosulfán	 durante	 15	 minutos,	
descondensados	con	GSH	y	heparina	durante	5	minutos	y	teñidos	con	monobromobimane.	MC:	medio	de	
cultivo,	E:	Endosulfán.	Al	menos	200	espermatozoides	fueron	analizados	en	cada	condición	experimental.	
B:	controles	de	descondensación	para	cada	condición.	Los	resultados	están	expresados	como	la	media	±	
EE	para	n=3,	*p<	0,05,	ANOVA	+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	Test.	Aumento	400X.	
 
 
 

2.6		Estrés	oxidativo	

Se	evaluó	el	 efecto	 in	 vitro	 del	 endosulfán	puro	y	 las	dos	 formulaciones	 comerciales	

sobre	 la	 actividad	 de	 GST	 y	 SOD,	 el	 contenido	 de	 GSH	 y	 la	 peroxidación	 lipídica	

mediante	TBARs.	Tal	como	se	muestra	en	 la	 figura	55,	no	se	encontraron	diferencias	

significativas	entre	las	condiciones	evaluadas	al	realizar	las	distintas	determinaciones.				
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Figura	55.	 Efecto	del	 endosulfán	 sobre	el	 estrés	oxidativo	en	espermatozoides	murinos	 capacitados.	
Espermatozoides	capacitados	fueron	incubados	en	medio	A+B		(MC),	DMSO,	y	endosulfán	puro	(AI)	o	sus	
formulaciones	comerciales	durante	15	minutos.		Las	muestras	se	congelaron	y	sonicaron	3	veces	durante	
5	segundos	antes	de	hacer	las	distintas	mediciones.	A	y	B:	actividad	de	GST	y	SOD,	C:	contenido	de	GSH	y	
D:	malondialdehído.		

	
	

Efecto	del	endosulfán	sobre	los	espermatozoides	humanos	

	
	
Habiendo	observado	un	efecto	in	vitro	del	endosulfán	sobre	espermatozoides	murinos	

y	con	miras	a	evaluar	la	posibilidad	de	extender	los	hallazgos	a	otras	especies,	resultó	

interesante	 evaluar	 el	 efecto	 del	 endosulfán	 en	 su	 forma	 pura	 o	 a	 través	 de	 sus	

formulaciones,	 sobre	 espermatozoides	 humanos	 provenientes	 de	 donantes	

normospérmicos	con	descondensación	cromatínica	normal	comprobada	previamente.		

	
	
	

A	 B	

C	 D	
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2.7		Efecto	in	vitro	del	endosulfán	de	sobre	la	viabilidad	y	motilidad	

La	 figura	 56	muestra	 los	 resultados	 obtenidos	 al	 evaluar	 la	motilidad	 y	 viabilidad	de	

espermatozoides	 humanos	 capacitados	 incubados	 en	 presencia	 de	 distintas	

concentraciones	 de	 endosulfán	 Zebra	 Ciagro®	 durante	 30	 minutos.	 Puede	 verse	

claramente	que	la	viabilidad	no	se	vio	afectada	(Panel	A),	mientras	que	se	observó	una	

disminución	 significativa	 de	 la	 motilidad	 (Panel	 B)	 con	 la	 mayor	 concentración	 del	

plaguicida	(100	µM:	40	±	6	vs.	MC:	66	±	3,	*p	<	0,05;	ANOVA	+	Tukey-Kramer	Multiple	

Comparison	Test,	n	=	4).	
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Figura	56.	Efecto	del	endosulfán	sobre	 la	viabilidad	y	 la	motilidad	de	espermatozoides	humanos.	Se	
incubaron	 espermatozoides	 capacitados	 en	 medio	 HTF	 (MC),	 en	 DMSO,	 o	 en	 presencia	 de	 distintas	
concentraciones	 de	 endosulfán	 Zebra	 Ciagro®	 durante	 30	 minutos.	 Posteriormente,	 se	 determinó	 el	
porcentaje	 de	 espermatozoides	 vivos	 (Panel	 A)	 y	 mótiles	 (Panel	 B),	 sobre	 un	 total	 de	 200	 células	
evaluadas	(*p	<	0,05,	ANOVA	+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	Test;	n	=	4).		

	
	
2.8	Efecto	del	endosulfán	sobre	la	descondensación	in	vitro	de	espermatozoides	

Se	evaluó	el	efecto	de	 la	preincubación	con	endosulfán	puro	y	 las	dos	 formulaciones	

comerciales	 sobre	 la	 descondensación	 in	 vitro	 de	 espermatozoides	 humanos	

capacitados,	 como	 se	 detallara	 en	 MM	 (Sección	 5.9).	 La	 exposición	 de	 los	

espermatozoides	 al	 plaguicida	 produjo	 un	 aumento	 significativo	 en	 el	 porcentaje	 de	

descondensación	de	los	espermatozoides		preincubados	en	presencia	de	Zebra	Ciagro®	

(Zebra	Ciagro®:	63	±	14	vs	MC:	23	±	5	*p<	0,05;	n=5;		ANOVA+	Tukey-Kramer	Multiple	

Comparison	 Test),	 mientras	 que	 no	 se	 encontraron	 diferencias	 significativas	 en	 el	

porcentaje	de	descondensación	para	el		Master®	o	el	endosulfán	puro	(Master®:	20	±	

5,	AI:	39	±	12	vs	MC:	23	±	5;	n=5;	ANOVA+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	Test)	

(Figura	57).	

A	 B	
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Figura	57.	Efecto	del		endosulfán	sobre	la	descondensación	cromatínica	de	espermatozoides	humanos	
capacitados.	Espermatozoides	capacitados	se	preincubaron	en	presencia	de	endosulfán	(100	µM)	o	sus	
respectivos	 controles	para	 luego	 ser	descondensados	en	presencia	de	GSH	 (10	mM)	+	H	 (46	µM).	MC:	
espermatozoides	 preincubados	 en	 medio	 de	 cultivo	 HTF,	 DMSO:	 espermatozoides	 preincubados	 con	
DMSO;	las	3	columnas	restantes	corresponden	a	espermatozoides	incubados	en	presencia	de	endosulfán	
puro	(AI),	Master®	o		Zebra	Ciagro®.	(ANOVA+	Tukey-Kramer	Multiple	Comparison	Test,	*p	<	0,05;	n	=	5).	

	
	
3.	ETANOL	

	
Con	el	fin	de	evaluar	el	efecto	del	etanol	sobre	algunos	parámetros	espermáticos	y	los	

eventos	postfusión	del	espermatozoide	murino	en	cuanto	a	la	formación	del	pronúcleo	

masculino	(descondensación	nuclear),	se	expusieron	al	etanol	mediante	 la	 ingesta	en	

el	 agua	 de	 bebida	 ratones	 macho	 CF-1	 provenientes	 del	 bioterio	 de	 la	 Facultad	 de	

Ciencias	Exactas	y	Naturales	de	la	UBA	tal	como	se	describió	en	la	sección	6.1	de	MM,	y	

se	realizaron	los	experimentos	que	se	detallan	a	continuación.	

	
3.1	 Efecto	 del	 consumo	 de	 etanol	 sobre	 los	 parámetros	 seminales	 de	

espermatozoides	murinos	

Se	 determinaron,	 durante	 la	 capacitación	 in	 vitro,	 la	 morfología	 espermática,	

motilidad,	hiperactivación	y	 reacción	acrosomal	en	espermatozoides	provenientes	de	

ratones	intoxicados	y	control.	

En	 primer	 lugar,	 se	 evaluó	 la	 morfología	 espermática,	 tal	 como	 se	 puede	 ver	 en	 la	

figura	58.	Se	encontraron	principalmente,	anormalidades	en	la	morfología	de	la	cabeza	

y	 el	 flagelo	 cuando	 se	 compararon	 los	 espermatozoides	 tratados	 con	 los	 controles	

(Figura	58,	1a	y	1b).	Las	cabezas	anormales	tenían	el	acrosoma	anormal	(pequeños	o	

ausentes),	menor	tamaño	en	la	cabeza	y	formas	alteradas	(Figura	58,	2a	y	3a).	También	

se	observaron	anormalidades	de	flagelo	(Figura	58,	2b	y	3b).	Las	gotas	citoplasmáticas,	

un	 signo	 de	 inmadurez,	 también	 fueron	 consideradas	 como	 anomalías	 del	 flagelo	

(Figura	3b).	La	cuantificación		de	las	distintas	morfologías	observadas	(Tabla	2)	resultó	
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en	 un	 porcentaje	 significativamente	 mayor	 de	 espermatozoides	 anormales	 en	 los	

animales	 intoxicados	 comparado	 con	 los	 control,	 tanto	 cuando	 se	 evaluaron	 las	

anormalidades	de	cabeza	(Alcoholizados:	10,5	±	1,52	vs.	Control:	6,9	±	0,07;*p<	0,05;	

n=9;	test	de	Student),	como	de	flagelo	(Alcoholizados:	16,8	±	2,1	vs.	Control:	8,9	±	0,8;	

**p<	0,01;	n=9;	test	t	de	Student).	

	
	

	
	

	
Figura	 58.	 Distintas	 morfologías	 observadas	 al	 analizar	 espermatozoides	 recuperados	 de	 animales	
control	e	intoxicados	con	etanol	(Coloración	de	Spermac).	1a:	espermatozoide	con	morfología	normal,	
con	 acrosoma	 intacto	 (banda	 azul,).	 1b:	 Espermatozoide	 con	 morfología	 normal	 reaccionado	 (sin	
acrosoma,	cabeza	rosa).	2a:	espermatozoide	normal	y	con	morfología	anormal	de	cabeza	(intacto	o	no	
reaccionado).	2b:	espermatozoide	con	morfología	anormal	de	cabeza	y	cuello.	3a:	espermatozoide	con	
morfología	anormal	de	cabeza.	3b:	espermatozoide	con	morfología	anormal	de	 flagelo:	quebrado,	con	
gota	 citoplasmática	 (signo	 de	 inmadurez).	 Las	 características	 descriptas	 se	 indicaron	 con	 flechas.	
(Magnificación	original	1000X)	 	

	
	

	

Tabla	2.	Efecto	del	etanol	sobre	la	morfología	de	espermatozoides	murinos.	Se	evaluó	y	cuantificó,	en	
cada	grupo	experimental,	mediante	microscopía	óptica	la	cantidad	de	espermatozoides	con	morfología	
normal,	 espermatozoides	 que	 presentaban	 anormalidades	 en	 su	 cabeza	 o	 en	 la	 cola	 (**p<	 0,	 01,	
*p<0,05;	test	t	de	Student,	n	=	9).	
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Tal	como	se	muestra	en	la	figura	59,	si	bien	el	porcentaje	de	espermatozoides	mótiles	

determinado	 inmediatamente	 después	 del	 “swim	 out”	 (tiempo	 0),	 a	 los	 60	 y	 120	

minutos,	 aparenta	 ser	 mayor	 en	 el	 caso	 de	 los	 espermatozoides	 provenientes	 de	

animales	alcoholizados	con	respecto	a	los	controles,	esta	diferencia	no	fue	significativa	

en	ninguno	de	los	tiempos	evaluados.			

	

	
 

	
Figura	59.	Efecto	del	consumo	de	etanol	sobre	la	motilidad	de	espermatozoides	murinos.	Se	evaluó	la	
motilidad	de	espermatozoides	tanto	de	ratones	control	como	de	animales	intoxicados	con	etanol	al	15%	
en	el	agua	de	bebida	durante	15	días.			

	
	
También	 se	 evaluó	 el	 efecto	 in	 vivo	 del	 etanol	 sobre	 la	 hiperactivación	 de	 los	

espermatozoides	 a	 tiempos	 0,	 60	 y	 120	 minutos	 y	 se	 observó	 que	 la	 misma	 fue	

significativamente	 menor	 en	 los	 espermatozoides	 provenientes	 de	 animales	

alcoholizados	 comparándolos	 con	 los	 controles	 tanto	 a	 los	 60	 (Alcoholizados:	 10,6	 ±	

2,2	vs.	Control:	19,4	±	2,8;	*p<	0,05;	n=6;	test	t	de	Student)	como	a	 los	120	minutos	

(Alcoholizados:	 14,1	 ±	 2,5	 vs.	 Control:	 23,7	 ±	 2,6;	 *p<	 0,05;	 n=6;	 test	 t	 de	 Student)	

luego	del	“swim	out”	(Figura	60).	

	
	
Figura	 60.	 Efecto	 del	 consumo	 de	 etanol	 sobre	 la	 hiperactivación	 de	 espermatozoides	 murinos.	 Se	
evaluó	 la	hiperactivación	de	espermatozoides	 recuperados	 tanto	de	 ratones	control	 como	de	animales	
alcoholizados	durante	15	días	con	etanol	al	15%	en	el	agua	de	bebida	(*p<0,	05;	n	=	6;	test	t	de	Student).	
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Finalmente,	 se	 evaluó	 el	 efecto	 in	 vivo	 del	 etanol	 sobre	 la	 reacción	 acrosomal	 en	

espermatozoides	 capacitados	 in	 vitro.	 Los	 resultados	 se	 muestran	 en	 la	 figura	 61,	

donde	se	puede	observar	que	la	reacción	acrosomal	espontánea	fue	significativamente	

menor	 a	 los	 120	 minutos	 en	 las	 espermatozoides	 provenientes	 de	 animales	

alcoholizados	que	en	 los	espermatozoides	de	animales	control	 (Alcoholizados:	17,9	±	

2,5	vs	32,9	±	6,1,	*p<0,05;	n=6;	test	t	de	Student).	Nuevamente,	al	inducir	la	reacción	

acrosomal	 incubando	 espermatozoides	 de	 ambos	 grupos	 con	 P4	durante	 30	minutos	

adicionales	 (150	+	P4),	 se	alcanzaron	valores	de	 reacción	 significativamente	menores	

en	el	grupo	de	animales	intoxicados	con	respecto	al	grupo	control	(Alcoholizados:	43,3	

±	4,5	vs	Control:	73,1	±	1,1		**p<	0,01;	n=6;	test	t	de	Student).		

	

	
	
	
Figura	61.	Efecto	del	etanol	sobre	la	reacción	acrosomal	de	espermatozoides	murinos.	Se	recuperaron	
espermatozoides	de	ratones	control	y	alcoholizados	a	los	cuales	se	les	determinó	la	reacción	acrosomal	
espontánea	a	 los	60	y	120	minutos	posteriores	al	“swim	out”.	En	este	último	tiempo	(120	minutos),	se	
incubaron	los	espermatozoides	con	progesterona	(P4)	para	determinar	la	reacción	acrosomal	inducida	a	
los	150	minutos	luego	del	“swim	out”	(*p<0,	05,	**p<0,	01;	n	=	6;	test	t	de	Student).	

	
3.2	Efecto	del	consumo	de	etanol	sobre	la	descondensación	in	vitro	de	la	cromatina	

de	espermatozoides	murinos	

Habiendo	 observado	 un	 efecto	 significativo	 del	 etanol	 sobre	 la	 morfología,	 la	

motilidad,	la	hiperactivación	y	la	reacción	acrosomal	de	los	espermatozoides	murinos,	

se	buscó	evaluar	el	efecto	de	la	exposición	in	vivo	de	etanol	sobre	la	descondensación	

de	la	cromatina.	Para	llevar	a	cabo	estos	experimentos,	se	administró	etanol	al	15%	en	

el	agua	de	bebida,	a	ratones	macho	de	sesenta	días	de	edad	durante	15	días	y,	luego,	

se	 realizó	 la	 descondensación	 de	 los	 espermatozoides	 de	 manera	 estándar,	 en	

presencia	 de	 GSH	 y	 heparina.	 Si	 bien	 se	 observó	 una	 aparentemente	 mayor	

descondensación	en	 los	espermatozoides	provenientes	de	animales	 intoxicados	a	 los	

30	minutos,	la	diferencia	no	fue	significativa	comparada	con	los	controles	(Figura	62),	

mientras	que	sí	se	observaron	diferencias	significativas	a	los	60	minutos	(Etanol:	59,09	

±	2,40	vs	Control:	50,22	±	2,30;	*p<0,05;	n=	7;	test	t	de	Student)	(Figura	62	B).	
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Figura	62.	Efecto	del	etanol	sobre	la	descondensación	de	espermatozoides	murinos.	 	Espermatozoides	
provenientes	de	animales	control	o	alcoholizados,	incubados	en	presencia	de	GSH	y	heparina	durante	A:	
30	minutos	y	B:	60	minutos.	(*p<0,05,	n	=	7;	test	t	de	Student).	
 
 

	
3.3	Efecto	del	consumo	del	etanol	sobre	 la	dinámica	de	 la	descondensación	nuclear	

post-fertilización	in	vitro	

Como	 consecuencia	 de	 los	 distintos	 efectos	 encontrados	 al	 intoxicar	 ratones	macho	

con	etanol	al	15%	en	el	agua	de	bebida,	se	quiso	investigar	cuál	sería	el	resultado	de	

este	 consumo	 sobre	 la	 fertilización	 in	 vitro.	 Para	 ello,	 se	 determinó	 la	 cinética	 de	

descondensación	a	las	2,5	(T1);	3,5	(T2)	y	4,5	horas	(T3)	posteriores	a	la	FIV	y	se	analizó	

el	porcentaje	de	descondensación,	formación	de	pronúcleos	y	tasa	de	fecundación	en	

los	oocitos	coincubados	con	espermatozoides	provenientes	de	animales	intoxicados	o	

animales	 control.	 Tal	 como	 se	 muestra	 en	 la	 figura	 63,	 se	 clasificaron	 3	 categorías	

distintas:	 oocitos	 en	 MII	 sin	 fecundar	 (Me	 II);	 oocitos	 fecundados,	 con	 cabeza	

descondensada	en	el	ooplasma	(II	CP	+	PNf	+	CD)	y	oocitos	fecundados,	con	pronúcleo	

materno	y	paterno	(II	CP	+	PNf	+	PNm).	El	resultado	de	fecundación	se	calculó	como	la	

suma	de	las	dos	últimas	categorías,	sobre	el	total	de	oocitos	recuperados	luego	de	la	

FIV.	

	

	

A	 B	



Resultados	

 

122 

 

	

Figura	63.	Caracterización	de	los	oocitos	posterior	a	la	FIV.	Microscopía	de	fluorescencia	de	los	oocitos	
observados	con	Hoechst	o	mediante	contraste	de	fase	(Campo	claro)	a	distintos	tiempos	luego	de	la	FIV.	
A:	 Me	 II	 (oocitos	 en	 Me	 II,	 sin	 fecundar),	 B:	 II	 CP	 +	 PNf	 +	 CD	 (oocitos	 fecundados,	 con	 cabeza	
descondensada	en	el	ooplasma)	y	C:	 II	CP	+	PNf	+	PNm	(oocitos	 fecundados,	 con	pronúcleo	materno	y	
paterno).	 Los	 oocitos	 fecundados	 se	 tomaron	 como	 la	 suma	 de	 B	 +	 C	 sobre	 el	 total	 de	 oocitos	
recuperados	luego	de	la	FIV.	

	
	

El	 porcentaje	 de	 oocitos	 con	 una	 cabeza	 de	 espermatozoide	 descondensada	 en	 su	

citoplasma	fue	mayor	en	los	animales	intoxicados	respecto	a	los	animales	control,	en	

T1	(Figura	64),	(*p<	0,05,	Control:	46	±	1	vs.	Etanol:	67	±	6,	test	de	Fisher,	n	=	2).	Esta	

diferencia	se	invirtió	a	las	3,5	horas	posteriores	a	la	FIV	(*p<	0,05,	Control:	14	±	13	vs.	

Etanol:	 1	 ±	 0,	 test	 de	 Fisher,	 n	 =	 2).	 Tal	 como	 se	 esperaba,	 el	 porcentaje	 de	

descondensación	in	vivo	fue	disminuyendo	a	medida	que	avanzaron	las	horas	luego	de	

la	FIV.		
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Figura	 64.	 Efecto	 del	 consumo	 de	 etanol	 sobre	 la	 descondensación	 del	 núcleo	 espermático	 in	 vivo.	
Cinética	 de	 descondensación	 posterior	 a	 la	 FIV	 de	 oocitos	 de	 ratones	 control	 coincubados	 con	
espermatozoides	provenientes	de	ratones	 intoxicados	con	etanol	al	15%	en	el	agua	de	bebida,	durante	
quince	 días.	T1:	 2,5	 horas,	T2:	 3,5	 horas	 y	T3:	4,5	 horas	 posteriores	 a	 la	 FIV.	 Se	 evaluó	 el	 número	 de	
oocitos	con	una	cabeza	de	espermatozoide	descondensada	en	su	citoplasma	(*p<	0,05,	test	de	Fisher,	n	=	
2).	
	

	

En	cuanto	a	 la	 formación	de	pronúcleos	 luego	de	 la	FIV	 (Figura	65),	 tal	 como	era	de	

esperar,	no	 se	observó	prácticamente	 formación	de	 los	mismos	en	T1.	 Sin	embargo,	

tanto	 en	 T2	 como	 en	 T3,	 la	 formación	 de	 pronúcleos	 se	 hizo	 evidente	 y	 fue	

significativamente	mayor	en	el	caso	del	grupo	de	animales	 intoxicados	comparado	al	

control	 (*p<0,05,	 Etanol:	 81	 ±	 2	 vs.	 Control:	 61	 ±	 3;	 test	 de	 Fisher,	 n=2	 para	 ambos	

tiempos).	Este	dato	explica	 la	 caída	en	presencia	de	cabezas	descondensadas,	 con	el	

paso	del	tiempo,	observada	en	la	figura	anterior.	

	

T
1

T
2

T
3

0

20

40

60

80

100
Control

Alcohol
* *

%
 I

I 
C

P
 +

 P
N

f 
+

 P
N

m

	
Figura	 65.	 Efecto	 del	 consumo	 de	 etanol	 sobre	 la	 formación	 de	 pronúcleos	 in	 vivo.	 Cinética	 de	 la	
formación	de	pronúcleos	posterior	 a	 la	 fertilización	 in	 vitro	de	oocitos	de	 ratones	 control	 coincubados	
con	 espermatozoides	 provenientes	 de	 ratones	 intoxicados	 con	 etanol	 al	 15%	 en	 el	 agua	 de	 bebida,	
durante	quince	días.	T1:	2,5	horas,	T2:	3,5	horas	y	T3:	4,5	horas	posteriores	a	la	FIV.	Se	evaluó	el	número	
de	oocitos	con	un	pronúcleo	materno	y	un	pronúcleo	paterno	en	su	citoplasma	(*p<	0,05;	test	de	Fisher,	
n	=	2).		
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Por	último,	cuando	se	cuantificaron	 los	porcentajes	de	 fecundación	obtenidos	con	el	

fin	 de	 evaluar	 si	 existía	 diferencia	 entre	 ambos	 grupos,	 los	 porcentajes	 de	 oocitos	

fecundados	fueron	siempre	mayores	en	el	grupo	de	animales	 intoxicados	comparado	

al	control,	siendo	significativamente	mayores	tanto	en	T1	como	en	T3	(T1	Control:	49	±	

4	vs.	T1	Etanol:	73;	T3	Control:	62	±	6	vs.	T3	Etanol:	77	±	6;	*p<0,05,	test	de	Fisher,	n	=	

2)	(figura	66).		
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Figura	66.	Efecto	del	consumo	de	etanol	sobre	la	fecundación	in	vitro.	Se	fecundaron	oocitos	de	ratones	
control	 con	 espermatozoides	 provenientes	 de	 ratones	 a	 los	 que	 se	 les	 administro	 etanol	 al	 15%	 en	 el	
agua	de	bebida.	T1:	2,5	horas,	T2:	3,5	horas	y	T3:	4,5	horas	posteriores	a	la	FIV	(*p<	0,05,	test	de	Fisher,	
n	=	2).		
 

	
	
3.4	Estrés	oxidativo	

Se	evaluó	el	efecto	in	vivo	del	etanol	sobre	la	actividad	de	GST	y	SOD,	el	contenido	de	

GSH	 y	 la	 peroxidación	 lipídica	 mediante	 TBARs	 (Figura	 67).	 En	 ninguna	 de	 las	

condiciones	evaluadas	se	encontró	una	diferencia	significativa.		
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Figura	 67.	 Efecto	 del	 etanol	 sobre	 el	 estado	 redox	 de	 espermatozoides	 murinos	 capacitados.	 Se	
recuperaron	espermatozoides	provenientes	de	animales	control	o	intoxicados	con	etanol,	se	capacitaron	
y,	posteriormente,	las	muestras	se	congelaron	y	sonicaron	3	veces	durante	5	segundos	antes	de	hacer	las	
distintas	mediciones.	A	y	B:	actividad	de	GST	y	SOD,	C:	contenido	de	GSH	y	D:	malondialdehído.		
	

A	

D	

B	

C	



 

 

126 

 

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

DISCUSIÓN



Discusión	

 

127 

 

Una	vez	puesto	en	marcha	el	proceso	evolutivo,	con	la	aparición	de	la	primera	célula,	

el	mantenimiento	de	las	especies	resultó	una	finalidad	primordial	en	sí	misma.	Es	por	

esto	 que	 los	 individuos	 debían	 lograr	 reproducirse	 en	 forma	 eficaz	 y	 con	 la	 menor	

incidencia	de	mutaciones	genéticas.	Con	los	errores	propios	de	la	duplicación	del	ADN	

y	la	posterior	transcripción	y	traducción	del	ARN	mensajero	resultante,	la	aparición	de	

la	reproducción	sexual,	una	alternativa	a	la	fisión	binaria	de	los	procariotas,	permitió	la	

recombinación	 del	material	 genético	 de	 ambos	 parentales	 asegurando	 la	 diversidad	

genética	 y	 dando	 respuesta	 a	 esa	 finalidad	 de	 permanencia.	 Por	 supuesto,	 la	

diversificación	y	complejidad	de	los	individuos	trajo	consigo	no	solamente	una	mayor	

regulación	 sino,	 también,	un	mayor	número	de	 instancias	en	 las	que	pudiese	ocurrir	

algún	error	que	impidiese	ese	logro	reproductivo.	

La	formación	de	gametas,	con	el	consiguiente	transporte	desde	un	cuerpo	al	otro	en	

aquellos	organismos	que	poseen	reproducción	interna,	implica	necesariamente	que	el	

material	genético	sea	protegido,	para	 impedir	su	modificación	antes	de	producirse	 la	

singamia.	 En	 los	 espermatozoides	 esto	 se	 tradujo	 en	 una	mayor	 condensación	 de	 la	

cromatina,	mediante	 la	 remoción	 de	 las	 histonas	 y	 su	 reemplazo	 por	 proteínas	más	

pequeñas,	 las	protaminas,	 las	 cuales	presentan	una	elevada	 carga	positiva	por	 tener	

una	 mayor	 proporción	 de	 aminoácidos	 básicos	 (lisina	 y	 arginina)	 y	 participan	 en	 la	

formación	 intra	 e	 intercatenaria	 de	 puentes	 disulfuro,	 a	 través	 de	 su	 elevado	

contenido	 de	 cisteínas.	 Este	 reemplazo	 de	 la	 mayoría	 de	 las	 histonas	 espermáticas	

(aproximadamente	en	un	85%	en	el	espermatozoide	humano)	por	protaminas	durante	

la	espermiogénesis	(Ward	&	Coffey	1991)	lleva	a	que	la	cromatina	espermática	esté	6	a	

8	veces	más	condensada	que	la	cromatina	de	las	células	somáticas.	

Luego	de	 la	 fecundación,	 resulta	 indispensable	 que	 esta	 cromatina	 extremadamente	

compactada	se	descondense	para	interactuar	con	el	ADN	del	oocito,	posibilitando	así	

la	singamia.	El	proceso	de	descondensación	espermática	dentro	del	oocito	involucra	la	

reducción	intra	e	intermolecular	de	los	puentes	disulfuro	presentes	en	las	protaminas	

mediante	el	GSH	endógeno	y	la	remoción	de	las	protaminas	reducidas	con	la	ayuda	de	

una	molécula	“aceptora”	(Nota:	el	 término	aceptor/a	se	 indicará	entre	comillas	dado	

que	al	momento	no	se	pudo	demostrar	que	realmente	ocurra	una	interacción	directa	

entre	 las	 protaminas	 y	 el	 glicosaminoglicano,	 aunque	 se	 conoce	 que	 matrices	 de	

heparina-sepharosa	 son	 capaces	 de	 unir	 protaminas	 y,	 de	 hecho,	 es	 un	 método	

utilizado	 para	 la	 purificación	 de	 estas	 proteínas	 básicas)	 (Piepkorn	 et	al.	 1978).	 En	

nuestro	 laboratorio	postulamos	que	esta	molécula	sería	el	heparán	sulfato,	presente	

tanto	en	el	ooplasma	de	oocitos	murinos	como	humanos	(Romanato	et	al.	2008).	Las	

bases	 moleculares	 de	 este	 proceso	 permanecen	 aún	 desconocidas	 en	 muchas	

especies,	incluyendo	ratón	y	humano	(Romanato	et	al.	2008;	Julianelli	et	al.	2012a).	

Estudios	 previos	 de	 nuestro	 laboratorio	 describieron	 el	 papel	 de	 los	

glicosaminoglicanos		en	la	descondensación	de	espermatozoides	humanos	(Romanato	

et	al.	2003).	Este	trabajo	de	tesis	doctoral,	partió	con	la	premisa	de	estudiar	el	efecto	
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de	 tóxicos	 ambientales	 e	 ingeridos	 como	 posibles	 responsables	 de	 la	 alteración	 del	

proceso	reproductivo	en	especies	mamíferas.	

Tal	 como	se	dijera	al	 comienzo	de	esta	 sección,	 la	 capacidad	 reproductiva	y	 su	éxito	

son	 requisitos	necesarios	para	 asegurar	 la	permanencia	de	una	especie;	 y	 este	éxito	

requiere	 de	 la	 participación	 eficaz	 y	 coordinada	 de	 un	 gran	 número	 de	 eventos	

fisiológicos.	 Estos	 eventos	 tienen	 lugar	 a	 escala	 “macroscópica”,	 como	 puede	 ser	 la	

producción	y	transporte	de	las	gametas,	como	también	a	escala	“molecular”,	como	son	

todos	los	procesos	que	llevan	a	la	maduración	y	capacitación	de	los	espermatozoides	y	

su	interacción	con	el	oocito.	En	particular,	nos	propusimos	estudiar	la	acción	de	estos	

tóxicos	sobre	la	descondensación	de	la	cromatina	espermática.	

Teniendo	 en	 cuenta	 la	 importancia	 de	 estudiar	 este	 efecto	 sobre	 la	 reproducción	

humana,	pero	conscientes	de	la	dificultad	que	podría	conllevar	el	desarrollo	de	la	tesis	

basándose	 exclusivamente	 en	 este	modelo,	 aprovechamos	 el	 vacío	 de	 conocimiento	

todavía	imperante	con	respecto	a	la	descondensación	cromatínica	en	espermatozoides	

murinos;	y,	tomando	como	base	de	partida	la	experiencia	adquirida	en	el	humano,	nos	

dedicamos	a	establecer	las	condiciones	óptimas	para	este	modelo.	Esto	nos	permitiría	

contar	con	un	modelo	y	sistema	en	los	que	se	pudiese	estudiar	el	efecto	de	los	tóxicos	

sobre	los	espermatozoides	tanto,	 in	vitro	como	 in	vivo,	sin	tener	los	problemas	éticos	

del	manejo	de	espermatozoides	humanos.	

En	este	punto,	es	importante		aclarar	que	el	estudio	del	proceso	de	descondensación	

de	la	cromatina	en	espermatozoides,	tanto	murinos	como	humanos,	profundizando	los	

mecanismos	 moleculares	 que	 tienen	 lugar,	 representa	 una	 posible	 vinculación	

translacional	con	la	clínica	reproductiva	en	el	manejo	de	la	fertilidad	humana.	Debido	a	

que	las	técnicas	de	reproducción	asistida	han	logrado	pasar	por	alto	una	gran	cantidad	

de	 barreras,	 el	 estudio	 tan	 detallado	 de	 este	 proceso	 podría	 parecer	 sin	 utilidad	

inmediata.	 Sin	 embargo,	 los	 datos	 indican	 que	 de	 todos	 los	 procesos	 que	 fallan	

utilizando	 la	 técnica	 del	 ICSI	 (inyección	 intracitoplasmática	 del	 espermatozoide)	 un	

15%,	aproximadamente,	muestra	un	núcleo	con	la	cromatina	todavía	condensada	en	el	

ooplasma.	Es	por	esto	que	un	estudio	más	detallado	del	proceso	de	descondensación	y	

el	 papel	 que	 el	 heparán	 sulfato/heparina	 tiene	 en	 el	 mismo,	 como	 así	 también	 la	

interacción	 entre	 este	 glicosaminoglicano	 y	 las	 protaminas,	 podría	 resultar	 en	 una	

oferta	 clínica	 para	 un	 estudio	 adicional,	 como	 también	 en	 una	 posible	 acción	

terapéutica	para	aquellos	pacientes	cuyos	espermatozoides	permanecen	condensados	

dentro	del	oocito.	

Tomando	en	cuenta	todo	esto,	dividiremos	la	discusión	en	dos	partes:	1-	Descripción	

del	proceso	de	descondensación	en	espermatozoides	murinos;	2-	Estudio	del	posible	

uso	de	este	proceso	u	otros	vinculados	con	la	fisiología	espermática	como	indicadores	

de	la	acción	de	tóxicos	reproductivos,	en	particular,	endosulfán	y	etanol.	
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Descripción	y	estudio	del	proceso	de	descondensación	en	espermatozoides	murinos.	

	

Tomando	 como	 base	 los	 hallazgos	 de	 nuestro	 laboratorio	 respecto	 de	 la	

descondensación	 de	 la	 cromatina	 de	 espermatozoides	 humanos,	 lo	 primero	 que	 se	

hizo	 fue	analizar	 la	 capacidad	descondensante	de	diversos	GAGs	que,	al	 igual	que	 lo	

que	ocurre	en	humanos,	están	presentes	tanto	en	el	oocito	como	en	el	fluido	folicular.	

Comenzando	 con	 el	 candidato	más	 probable,	 el	 heparán	 sulfato,	 y	 usando	 heparina	

como	análogo	molecular,	se	 logró	descondensar	 la	cromatina	de	espermatozoides	de	

ratón	 en	 las	 mismas	 condiciones	 que	 se	 utilizaron	 para	 espermatozoides	 humanos	

(Figura	 32).	 Cabe	 resaltar	 que	 la	 concentración	 de	 GSH	 utilizada	 en	 todos	 los	

experimentos	 es	 fisiológica	 y	 corresponde	 al	 valor	 encontrado	 en	 el	 oocito	 de	

mamíferos	 en	 el	 momento	 periovulatorio	 (Calvin	 et	al.	 1986).	 Sin	 embargo,	 la	

concentración	de	heparina	no	 se	puede	establecer	en	 forma	 fisiológica	dado	que	no	

sería	el	componente	natural	a	encontrar	en	el	lugar	de	la	fecundación.	La	experiencia	

indica	 que	 posee	 efectos	 similares	 al	 heparán	 sulfato	 en	 los	 distintos	 sistemas	

estudiados	 (a	 excepción	 de	 su	 capacidad	 anticoagulatoria	 que	 el	 heparán	 sulfato	 no	

posee)	y	se	encuentra	dentro	del	rango	que	ha	sido	determinado	experimentalmente	

para	el	heparán	sulfato	en	el	fluido	folicular	de	oocitos	humanos	obtenidos	de	mujeres	

que	llevan	a	cabo	tratamientos	de	fecundación	asistida	(Bellin	et	al.	1986).	

Como	resultado	de	la	descondensación	de	la	cromatina	y	de	los	cambios	morfológicos	

producidos	 en	 la	 cabeza	 del	 espermatozoide	 murino,	 se	 observaron	 los	 mismos	

estadios	ya	descriptos	por	Bedford	en	el	año	1973	(Bedford	et	al.	1973),	por	lo	que	los	

resultados	pudieron	ser	expresados	de	la	misma	manera	que	para	humanos,	como	la	

suma	de	las	formas	M	y	G,	(M+G),	en	forma	porcentual.			

El	 análisis	 del	 efecto	 de	 los	 diferentes	 GAGs	 en	 la	 descondensación	 in	 vitro	 de	

espermatozoides	 murinos	 resultó	 ser	 un	 hallazgo	 importante.	 Contrariamente	 a	 lo	

observado	 previamente	 en	 la	 descondensación	 de	 espermatozoides	 humanos	

(Romanato	 et	al.	 2003),	 el	 DS	 resultó	 ser	 tan	 activo	 como	 la	 H	 bajo	 las	 condiciones	

estándar	 de	 descondensación	 de	 46	 μM,	 GSH	 10	 mM	 y	 60	 minutos	 de	 incubación	

(Figura	 32).	 Como	 consecuencia	 de	 esto,	 de	 todos	 los	 GAGs	 utilizados	 en	 este	

experimento,	 las	 	moléculas	que	tendrían	potencial	para	actuar	como	“aceptoras”	de	

protaminas	 en	 la	 especie	murina,	 serían	 la	 heparina/heparán	 sulfato	 y	 el	 dermatán	

sulfato.	Esto	lleva	a	la	pregunta	de	si	esta	respuesta	diferencial	entre	ambas	especies	

podría	 estar	 relacionada	 al	 porcentaje	 de	 histonas	 y/o	 a	 la	 cantidad	 relativa	 de	

protamina	 1	 y	 protamina	 2	 presentes	 en	 los	 espermatozoides	 maduros	 de	 ambas	

especies.	Los	espermatozoides	murinos	organizan	alrededor	de	1-2%	de	su	genoma	en	

nucleosomas	 (Balhorn	 et	al.	 1977;	 Brykczynska	 et	al.	 2010),	 mientras	 que	 en	 los	

espermatozoides	humanos	más	del	15%	del	ADN	esta	empaquetado	de	esta	manera	

(Gatewood	et	al.	1990;	Johnson	et	al.	2011;	Tanphaichitr	et	al.	1978).		

La	 capacidad	 descondensante	 diferencial	 del	 DS	 y	 la	 H	 en	 ratón	 y	 humano	 podría	

explicarse	 en	 términos	 de	 las	 características	moleculares	 de	 las	 protaminas	 P1	 y	 P2,	
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además	 de	 la	 proporción	 P1/P2	 en	 ambas	 especies.	 Las	 protaminas	 de	 ratón	 y	

humanos	 tienen	 características	 fisicoquímicas	 similares,	 tales	 como	el	porcentaje	del	

aminoácido	 arginina,	 el	 punto	 isoeléctrico	 y	 el	 número	 total	 de	 residuos	 (están	

conservados	en	el	humano	y	el	ratón	a	pesar	de	que	difieren	en	secuencia),	con	P2	que	

incluye	a	la	histidina	en	su	estructura	primaria.	La	mayor	diferencia	entre	las	especies	

es	 la	proporción	de	P1/P2	encontrada	en	el	núcleo	de	 los	espermatozoides	humanos	

comparado	 con	 la	 proporción	 de	 P1/P2	del	 núcleo	 de	 espermatozoides	 de	 ratón.	 La	

proporción	relativa	de	P2:P1	en	el	espermatozoide	de	ratón	y	humano	varía	de	2:1	a	

1:1,	respectivamente	(Corzett	et	al.	2002a).	Anteriormente,	mencionamos	que	P2	tiene	

un	menor	 contenido	 de	 residuos	 de	 cisteína	 que	 P1,	 con	 una	menor	 posibilidad	 de	

formación	de	puentes	disulfuro.	Además,	el	precursor	de	P2	tiene	una	cantidad	mayor	

del	 aminoácido	 glutamato,	 que	 incorpora	 una	 carga	 negativa	 a	 su	 estructura	 y,	

entonces,	 podría	 disminuir	 su	 interacción	 con	 la	 molécula	 del	 ADN	 cargada	

negativamente.	Como	todo	esto	hasta	el	momento	es	meramente	especulativo,	dado	

que	no	se	conoce	exactamente	cómo	es	la	estructura	de	la	cromatina	condensada	o	la	

interacción	de	 las	protaminas	 con	 los	glicosaminoglicanos,	 se	 comenzó	un	estudio	 in	

silico	de	las	proteínas	y	del	dermatán	y	heparán	sulfato/heparina.	

Al	no	contar	con	un	modelo	para	las	protaminas	(independientemente	de	la	especie),	

se	 realizó	 una	 búsqueda	 bibliográfica	 de	 moléculas	 que	 interactúan	 con	 heparán	

sulfato	y,	luego,	se	las	utilizó	como	templado	para	hacer	un	modelado	por	homología,	

utilizando	 la	 plataforma	 Swiss-Model	 (es	 un	 servidor	 para	 realizar	 modelado	 por	

homología,	 completamente	 automatizado,	 accesible	 a	 través	 del	 servidor	 Web	

Expasy.org)	(Arnold	et	al.	2006;	Biasini	et	al.	2014;	Guex	et	al.	2009;	Kiefer	et	al.	2009).	

Utilizando	 esta	metodología,	 se	 logró	modelar	 la	 protamina	 P1	 con	 el	 templado	 del	

dominio	 de	 reconocimiento	 de	 heparina	 en	 una	 isoforma	 alternativa	 del	 VEGF-A	 (el	

VEGF55)	 (Zhao	 et	al.	 2012)	 y	 la	 protamina	 P2	 con	 similitud	 al	 “RING	 domain”	 de	 la	

synaptotagmin-like	protein	4	(Tarantini	et	al.	1998)	donde	se	indica:	“…el	análisis	de	la	

secuencia	proteica	reveló	que	esta	proteína	que	une	heparina	corresponde	al	dominio	

extravesicular	de	la	synaptotagmin	(Syn)-1	bovina,	un	componente	transmembrana	de	

vesículas	sinápticas	involucrado	en	la	regulación	del	tráfico	de	organelas…”.	Cuando	se	

analizó	 ambas	proteínas	 con	el	 programa	HyperChem	 (HyperChem	8.0.8,	HyperCube	

Inc.)	se	pudo	observar	que	tanto	P1	como	P2	presentan	una	isosuperficie	de	potencial	

electrostático	similar,	con	la	única	diferencia	de	la	“cola”	que	cuelga	en	la	molécula	de	

P2	 (Figura	 43),	 lo	 que	 podría	 significar	 un	 impedimento	 estérico	 al	 momento	 de	

interaccionar	con	el	ADN	que,	por	lo	tanto,	obligue	a	P2	a	hacerlo	de	una	manera	más	

selectiva	 y	 probablemente	 menos	 fuerte	 que	 P1	 (Figura	 42).	 Muy	 posiblemente,	 el	

hecho	que	ambas	moléculas	proteicas	posean	el	mismo	punto	isoeléctrico,	sumado	a	

la	distribución	similar	de	cargas	en	su	superficie,	permiten	suponer	que	 la	estructura	

más	 larga	 de	 P2	 con	 respecto	 a	 P1	 jugaría	 un	 papel	 importante	 en	 cuanto	 a	 la	

interacción	con	el	ADN	y,	posiblemente	también	con	los	GAGs.	Más	aún,	si	se	observa	

la	estructura	de	P2,	puede	verse	la	“cola”	que	extiende	la	conformación	más	que	P1	y,	
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en	 cierto	 modo,	 hace	 pensar	 en	 la	 “cola”	 de	 las	 histonas	 que	 colaboran	 en	 el	

ensamblado	 de	 los	 nucleosomas.	 Especulando	 con	 esta	 idea,	 P2	 podría	 ser	 también	

responsable	de	una	conformación	un	poco	más	laxa	en	su	unión	con	el	ADN	y	entre	las	

protaminas	 entre	 sí,	 explicando	 los	 puntos	 de	 menor	 condensación	 donde	 está	

presente.	Analizando	la	bibliografía,	el	grupo	de	Sanchez-Vazquez	(Sánchez-Vázquez,	R.	

Reyes,	et	al.	1996),	definió	distintas	especies	de	 roedores	como	Clase	 I	 (conteniendo	

exclusivamente	 P1,	 rata)	 o	 Clase	 II	 (conteniendo	 tanto	 P1	 como	 P2,	 ratón).	 Estos	

investigadores	 demostraron	 que	 la	 descondensación	 de	 la	 cromatina	 en	 los	

espermatozoides	de	animales	Clase	 I	 necesitaba	mucho	más	 tiempo	 (del	orden	de	6	

horas)	que	los	de	los	animales	Clase	II,	dado	que,	en	estos	últimos,	la	descondensación	

máxima	se	obtenía	a	los	60	minutos.	Estos	resultados,	que	coinciden	con	lo	observado	

en	 nuestro	 laboratorio	 y	 en	 la	 realización	 de	 este	 trabajo	 de	 tesis	 doctoral	 (los	

resultados	 en	 rata	 no	 se	muestran,	 pero	 la	 descondensación	 ocurrió	 luego	 de	 las	 6	

horas	 de	 incubación	 con	 GSH	 y	 heparina),	 parecen	 indicar	 con	 claridad	 que	 la	

protamina	P1	participaría	en	una	unión	más	fuerte,	o	por	lo	menos	responsable	de	una	

condensación	 mayor	 de	 la	 cromatina,	 que	 la	 protamina	 P2	 (Sánchez-Vázquez,	 ;	 R	

Reyes,	et	al.	1996).	

Utilizando	la	técnica	de	microscopía	de	fuerza	atómica,	el	grupo	de	Allen	(Allen	et	al.	

1993),	demostró	que	la	cromatina	espermática	en	diversas	especies	está	organizada	en	

largos	 “loops”,	 sugiriendo	 que	 se	 mantienen	 las	 características	 estructurales	

importantes	de	 la	organización	cromatínica	de	 las	células	 somáticas,	aunque	se	haya	

reorganizado	 y	 empaquetado	 completamente	 durante	 la	 espermiogénesis.	 Esto	

permite	 pensar	 en	 la	 existencia	 de	 una	 cromatina	 diferencialmente	 condensada	 y	

organizada,	 con	 lugares	 más	 accesibles	 (posiblemente	 donde	 se	 encuentre	 P2	 o	

histonas	remanentes)	y	otros	más	compactos,	con	la	presencia	sustancial	de	P1.	Para	

continuar	el	estudio	in	silico	de	las	moléculas	involucradas	en	la	descondensación	de	la	

cromatina,	se	analizó	al	dermatán	sulfato	y	a	la	heparina.	Ambas	moléculas	parten	con	

una	 sulfatación	 muy	 diferente,	 siendo	 la	 heparina	 mucho	 más	 sulfatada	 que	 el	

dermatán	sulfato	y,	por	consiguiente,	con	mayor	carga	neta	negativa	por	igualdad	de	

unidades	disacarídicas.	Utilizando	modelos	encontrados	en	bases	de	datos	de	la	Web,	

el	 análisis	 espacial	 de	 estas	 moléculas	 de	 glicosaminoglicanos	 mostró	 una	 clara	

distribución	 diferencial	 de	 las	 cargas	 negativas.	 El	 dermatán	 sulfato	 dispone	 estas	

cargas	negativas	en	una	forma	homogénea	que	se	asemeja	mucho	a	la	de	las	del	ADN,	

formando	 un	 anillo	 alrededor	 de	 una	 hélice	 central	 (Figura	 45).	 Por	 el	 contrario,	 la	

heparina	 concentra	 las	 cargas	 negativas	 en	 cuatro	 puntos	 muy	 bien	 definidos	

alrededor	 del	 eje	 central	 de	 la	 molécula	 (Figura	 44).	 Esto	 permitiría,	 en	 principio,	

localizar	mucho	mejor	 la	 interacción	de	 la	heparina,	haciendo	que	 la	misma	sea	más	

específica	 que	 la	 del	 dermatán	 sulfato.	 Como	 consecuencia,	 la	 heparina	 podría	

interaccionar	con	zonas	más	ocluidas	dentro	de	la	cromatina	por	la	presencia	de	P1	o	

ausencia	de	histonas.	Por	el	contrario,	el	dermatán	sulfato	entraría	más	fácilmente	en	

aquellos	lugares	más	accesibles	(nucleosomas	remanentes	y	con	P2	presente),	aunque	
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no	 se	 visualice	 tan	 rápidamente	 por	 la	 poca	 cantidad	 presente	 en	 la	 cromatina	

condensada.	 Las	 evidencias	 experimentales	 de	 nuestro	 laboratorio	 muestran	 que	 el	

dermatán	sulfato	es	capaz	de	descondensar	más	eficientemente	 la	cromatina	murina	

que	 la	 humana,	 mientras	 que	 la	 heparina	 no	 parecería	 mostrar	 diferencia	 alguna.	

Considerando	 todas	 estas	 características,	 nuestros	 resultados	 parecerían	 ser	

coherentes	 con	 que	 el	 DS,	 un	 glicosaminoglicano	 menos	 sulfatado,	 mostrara	 una	

mayor	 capacidad	 descondensante	 que	 la	 heparina	 con	 la	 cromatina	 de	 ratón	 (P2:P1	

2:1)	 que	 con	 la	 cromatina	 de	 espermatozoides	 humanos	 (P2:P1	 1:1);	 y	 que	 pudiera	

producirse	un	efecto	sinérgico	entre	ambas	moléculas,	con	DS	actuando	donde	P2	es	

más	 abundante	 y	 heparina/HS	 actuando	 en	 esas	 regiones	 de	 la	 cromatina	 más	

compactada,	 donde	 P1	 está	 presente.	 Una	 vez	 más,	 estas	 indicaciones	 son	

especulativas,	 pero	 están	 sustentadas	 en	 los	 datos	 experimentales	 obtenidos.	

Actualmente,	nuestro	 laboratorio	 tiene	en	marcha	un	proyecto	en	colaboración	para	

profundizar	en	este	análisis	estructural.	

Los	resultados	obtenidos	durante	el	desarrollo	de	esta	tesis,	entonces,	sugerirían	que	

la	descondensación	no	ocurre	de	la	misma	manera	cuando	se	utiliza	la	combinación	de	

heparina	y	DS.	El	sistema	fue	más	sensible	cuando	se	utilizó	H	que	cuando	se	utilizó	DS	

(Figuras	 36),	 el	 máximo	 de	 descondensación	 alcanzado	 con	 heparina	 fue	 mayor	

(Figuras	 37)	 y	 la	 cinética	 del	 proceso	 indicó	 una	 respuesta	 más	 rápida	 a	 este	

glicosaminoglicano	(Figura	35).	Sin	duda,	estas	diferencias	podrían	estar	 relacionadas	

con	 las	 características	 fisicoquímicas	 de	 las	 moléculas,	 tal	 como	 ya	 mencionamos	

anteriormente.	

Otro	 aspecto	 importante	 que	 no	 debe	 descuidarse,	 al	 analizar	 los	 resultados	 de	 la	

descondensación	 in	 vitro,	 es	 que	 las	 moléculas	 utilizadas	 deben	 atravesar	 la/las	

membrana/s	de	 la	 cabeza	del	espermatozoide.	 La	H	y	el	DS	no	solo	 tienen	diferente	

distribución	espacial	de	cargas,	sino	que	el	DS	está	menos	sulfatado	que	la	heparina	y,	

por	lo	tanto,	tiene	menos	carga	neta	negativa.	Como	consecuencia,	se	puede	esperar	

una	 habilidad	 diferencial	 de	 las	moléculas	 para	 atravesar	 la	membrana	 plasmática	 e	

interactuar	con	la	cromatina,	pero	eso	todavía	necesita	ser	estudiado.		

A	 pesar	 de	 que	 la	 descondensación	 de	 la	 cromatina	 ocurre	 de	 alguna	 manera	 más	

rápidamente	en	presencia	de	H	que	en	presencia	de	DS,	 cuando	ambos	 compuestos	

son	utilizados	en	conjunto,	 la	descondensación	prácticamente	 se	duplica	 (Figura	38).	

Esta	observación	nos	motivó	a	estudiar	un	posible	sinergismo	entre	ambas	moléculas.	

Tal	 comportamiento	 sinérgico	 sugeriría	 que	 los	 dos	 GAGs	 podrían	 estar	 actuando	

juntos	en	regiones	vecinas	de	la	cromatina	espermática	en	lugar	de	actuar	de	manera	

independiente	 en	 regiones	 alejadas	 o	 que,	 si	 lo	 hicieran	 en	 regiones	 no	 cercanas,	 la	

descondensación	que	se	origine	en	un	punto	podría	extenderse	a	zonas	vecinas,	con	

un	efecto	permisivo	para	 la	acción	de	 la	otra	molécula.	Si	el	efecto	de	 las	moléculas	

combinadas	ocurriese	de	manera	independiente	y	en	zonas	alejadas,	se	podría	esperar	

un	simple	efecto	aditivo	en	 la	descondensación	cuando	ambas	moléculas	son	usadas	

en	simultáneo.	Aunque	las	concentraciones	de	H	y	DS	utilizadas	en	este	experimento	
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difieren	considerablemente,	las	mismas	fueron	seleccionadas	con	el	objetivo	de	forzar	

el	 sistema	 para	 revelar	 un	 posible	 comportamiento	 sinérgico	 que	 no	 podría	 ser	

observado	de	otra	manera.	

Cuando	 se	 analizó	 el	 efecto	 de	 la	 incubación	 simultánea	 versus	 secuencial	 con	 el	

agente	tiorreductor	y	la	heparina	(Figura	34),	la	adición	de	H	sola	o	GSH	sólo	en	primer	

lugar,	 resultó	 en	 una	 reducción	 significativa	 de	 la	 descondensación	 nuclear,	 con	

respecto	a	 la	observada	cuando	ambas	moléculas	se	agregaron	en	forma	simultánea.	

Cuando	 la	 cromatina	 se	 encuentra	 en	 su	 estado	 original	 (protaminas	 con	 puentes	

disulfuro	formados),	probablemente	está	tan	compacta	aún,	que	no	permite	la	máxima	

remoción	 de	 las	 protaminas	 por	 la	 heparina	 si	 ambas	 moléculas	 descondensantes,	

heparina	y	GSH,	no	están	presentes	al	mismo	tiempo.	Esto	sugiere	la	existencia	de	un	

efecto	 cooperativo	 entre	 la	 heparina	 y	 el	 GSH	 durante	 la	 descondensación	 de	 la	

cromatina	de	espermatozoides	y,	a	su	vez,	habla	a	favor	de	la	ocurrencia	simultánea	en	

lugar	 de	 secuencial	 de	 la	 reducción	 y	 remoción	 de	 las	 protaminas	 durante	 la	

descondensación	nuclear	in	vivo.	Tal	como	lo	describió	Julianelli	(Julianelli	et	al.	2012b)	

en	 espermatozoides	 humanos,	 los	 resultados	 presentados	 en	 esta	 tesis	 apoyan	 la	

hipótesis	 que,	 durante	 la	 descondensación	 del	 espermatozoide	 humano	 in	 vivo,	 el	

heparán	 sulfato	 presente	 en	 el	 oocito	 no	 actúa	 como	 un	 simple	 “aceptor”	 de	 las	

protaminas,	 sino	 que	 también	 coopera	 con	 el	GSH	para	 la	 reducción	 de	 los	 puentes	

disulfuro	 de	 las	 mismas.	 Ambos	 glicosaminoglicanos	 (DS	 y	 HS,	 el	 equivalente	

estructural	 de	 la	 heparina	que	está	 fisiológicamente	presente	 en	oocitos	 humanos	 y	

murinos)	 parecen	 ser	 sintetizados	 por	 las	 células	 de	 la	 granulosa	 en	 respuesta	 a	 la	

hormona	 folículo	estimulante	 (FSH)	 (Lenz	et	al.	1988;	Tirone	et	al.	1993),	pero	 según	

nuestro	 conocimiento,	 no	 hay	 información	 disponible	 de	 la	 cantidad	 presente	 en	 el	

oocito.	 Con	 los	 resultados	 discutidos	 hasta	 aquí,	 se	 puede	 decir	 que	 los	 mismos	

representan	 datos	 originales	 con	 lo	 que	 se	 muestra	 una	 acción	 de	 dos	

glicosaminoglicanos	en	el	proceso	de	descondensación	de	la	cromatina.	Si	bien	fueron	

obtenidos	 para	 un	 modelo	 murino,	 los	 mismos	 abren	 la	 posibilidad	 de	 que	 estas	

evidencias	puedan	extenderse	a	muestras	humanas	de	pacientes	que	 concurren	a	 la	

clínica	 por	 problemas	 en	 su	 capacidad	 fecundante,	 utilizando	 la	 combinación	 de	

dermatán	 sulfato	 y	 heparina	 para	 detectar	 posibles	 anomalías	 en	 la	 condensación	

cromatínica.	La	presencia	de	heparán	sulfato	en	oocitos	murinos	y	humanos	ya	ha	sido	

comprobada	 en	 nuestro	 laboratorio;	 ahora	 queda	 extender	 esos	 estudios	 a	 la	

presencia	de	dermatán	sulfato	en	las	células	germinales	femeninas.		

Hasta	 el	momento,	 los	 resultados	 presentados	 en	 esta	 tesis	 representan	 la	 primera	

evidencia	 de	 una	 posible	 interacción	 entre	 estos	 glicosaminoglicanos	 durante	 el	

proceso	de	descondensación	de	la	cromatina	espermática.	

Considerando	 que	 el	 resultado	 de	 la	 descondensación	 cromatínica	 mostró	 una	

diferencia	 sustancial	 entre	 espermatozoides	 capacitados	 y	 no	 capacitados,	 se	 puede	

pensar	 que	 probablemente	 esto	 sea	 reflejo	 de	 cambios	 en	 la	 composición	 de	 la	

membrana	y	en	la	distribución	de	proteínas	espermáticas	que	se	asocian	al	proceso	de	
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capacitación.	 Los	 espermatozoides	 capacitados	 tienen	 mayores	 niveles	 de	

descondensación	 y	 también	 muestran	 una	 cinética	 de	 descondensación	 más	 rápida	

que	 los	 espermatozoides	 no	 capacitados,	 posiblemente	 como	 reflejo	 del	 papel	 de	 la	

membrana	 plasmática	 en	 la	 regulación	 de	 la	 entrada	 de	 GAGs	 y/o	 GSH	 a	 la	 célula	

(Romanato	et	al.	2003).	Esto	estaría	sugiriendo	que	durante	el	tiempo	de	capacitación	

se	produciría	un	reordenamiento	de	moléculas	en	la	membrana,	necesario	para	que	el	

núcleo	 sea	más	 propenso	 a	 sufrir	 la	 descondensación.	 Otra	 posible	 explicación	 para	

estas	 diferencias	 entre	 la	 descondensación	 de	 espermatozoides	 capacitados	 y	 no	

capacitados,	involucra	la	teca	perinuclear,	una	estructura	del	citoesqueleto	intercalada	

entre	 la	 membrana	 acrosomal	 interna	 y	 la	 envoltura	 nuclear	 de	 la	 cabeza	 del	

espermatozoide	de	mamíferos	(Sutovsky	&	Schatten	1997;	Oko	&	Sutovsky	2009).	Esta	

estructura	es	rica	en	puentes	disulfuro	y	parece	estar	 involucrada	en	la	estabilización	

de	la	cromatina;	su	desaparición	cuando	la	cabeza	del	espermatozoide	se	incorpora	al	

oocito	colaboraría	con	la	descondensación	de	la	cromatina.	La	teca	perinuclear	tendría	

un	papel	en	la	regulación	de	este	proceso,	aunque	todavía	esto	no	se	ha	estudiado	con	

profundidad.	Aunque	 la	 teca	 perinuclear	 parece	 permanecer	 inalterada	hasta	 que	 el	

espermatozoide	 penetra	 en	 el	 oocito	 (Ramalho-Santos	 et	al.	 2000),	 podrían	 estar	

ocurriendo	 modificaciones	 sutiles	 en	 su	 estructura	 durante	 la	 capacitación,	 lo	 cual	

podría	 entonces	 alterar	 la	 sensibilidad	 de	 los	 espermatozoides	 a	 los	 agentes	

descondensantes.	 Esta	 es	 una	 hipótesis	 interesante	 que	 será	 analizada	 en	

experimentos	futuros.		

La	microscopia	electrónica	de	espermatozoides	descondensados	permitió	entender	los	

cambios	 ultraestructurales	 que	 tienen	 lugar	 durante	 la	 descondensación	 nuclear	 de	

espermatozoides	 de	 ratón	 (Figura	 46).	 Los	 resultados	 obtenidos	 revelan	 que	 la	

descondensación	comienza	en	la	región	caudal	de	la	cabeza,	donde	se	inserta	la	cola	y	

continúa	hacia	arriba	hasta	que	toda	la	cromatina	esté	descondensada.	Al	analizar	las	

microfotografías	 electrónicas	 de	 los	 espermatozoides	 enteros	 en	 diferentes	 estadios	

de	descondensación	de	la	cromatina,	resulta	evidente	la	destrucción	y	desaparición	de	

la	membrana	plasmática	ante	la	presencia	de	H/DS	+	GSH	(Figura	46B	y	46C),	mientras	

que	 la	 incubación	 con	 el	 GSH	 solo	 no	 causa	 el	 mismo	 efecto	 (Figura	 46A).	

Acompañando	al	proceso	de	descondensación	cromatínica,	resulta	también	notable	el	

aumento	en	el	volumen	nuclear,	lo	que	puede	relacionarse	con	el	proceso	de	oncosis,	

descrito	por	primera	vez	por	von	Recklinghausen	(von	Recklinghausen,	1910)	y	que	se	

acompaña	de	hinchazón	(“swelling”)	celular	junto	con	un	aumento	de	la	permeabilidad	

(Majno	 &	 Joris	 1995).	 Si	 se	 tiene	 en	 cuenta	 que	 la	 oncosis	 es	 causada	 por	 la	

interrupción	de	las	bombas	iónicas	de	la	membrana	plasmática	(Majno	&	Joris	1995)	y	

que	 la	 H	 está	 relacionada	 con	 diversos	 receptores	 proteicos	 que	 controlan	 la	

homeostasis	del	Ca2+	(Felix	et	al.	2007)	y	que	podría	inhibir	 la	ATPasa	dependiente	de	

este	 catión,	 se	 puede	 especular	 acerca	 de	 un	 mecanismo	 que	 involucre	 estos	 dos	

aspectos.	En	cuanto	al	posible	papel	del	GSH	en	este	proceso,	se	ha	demostrado	que	la	

suplementación	con	GSH	mejora	la	calidad	de	la	criopreservación	de	espermatozoides	
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cuando	 se	 utiliza	 hasta	 una	 concentración	 de	 2	 mM,	 previniendo	 la	 peroxidación	

lipídica	 como	 efecto	 de	 su	 carácter	 antioxidante	 (Ansari	 et	al.	 2012).	 Entonces,	 se	

podría	argüir	que	la	combinación	de	H	y	GSH	tendría	un	efecto	permeabilizante	sobre	

la	membrana,	 con	 el	 consiguiente	 incremento	 en	 el	 volumen	 nuclear	 y	 celular,	 y	 la	

ruptura	de	las	membranas	junto	con	la	descondensación	de	la	cromatina.	En	este	caso,	

el	 proceso	 podría	 permitir	 la	 liberación	 del	 material	 genético,	 retenido	 por	 las	

protaminas,	ayudado	por	las	características	fisicoquímicas	del	ADN	que	le	otorgan	una	

viscosidad	 semejante	 a	 la	 de	 los	 complejos	 de	 proteoglicanos	 en	 las	 articulaciones.	

Estos	 complejos	 responden	 al	 estrés	 compresivo	 incorporando	 o	 liberando	 iones	 y	

agua,	 debido	 a	 los	 grupos	 altamente	 cargados	 y	 fuertemente	 empaquetados	 que	

generan	repulsión	electrostática.	Si	bien	esto	es	altamente	especulativo,	no	deja	de	ser	

una	posible	explicación	a	 las	 imágenes	de	microscopía	electrónica	que	muestran	una	

destrucción	 de	 las	 membranas,	 formando	 posibles	 “ampollas”	 ante	 el	 aumento	

significativo	del	volumen	nuclear	que	acompaña	al	proceso	de	descondensación	de	la	

cromatina,	por	un	 incremento	en	 la	permeabilidad	de	 las	membranas	con	 ingreso	de	

agua.	 Resulta	 llamativo,	 por	 otra	 parte,	 que	 a	 pesar	 de	 carecer	 de	 membrana	

plasmática	 y	 de	 protaminas	 que	 favorezcan	 el	 empaquetamiento,	 el	 ADN	 del	

espermatozoide	 descondensado,	 no	 se	 disperse	 desordenadamente	 por	 el	 resto	 del	

preparado.	Esto	puede	relacionarse	con	que	 los	espermatozoides	murinos	conservan	

alrededor	 de	 un	 1-2%	 de	 histonas	 en	 su	 cromatina	 que,	 junto	 con	 el	 citoesqueleto,	

serían	las	responsables	de	evitar	la	total	desestabilización	y	desintegración	del	núcleo	

durante	 la	 descondensación	 in	 vitro.	 En	 coincidencia	 con	 los	 resultados	 observados	

para	 la	 cinética	 de	 descondensación,	 utilizar	 DS	 +	 GSH	 provoca	 un	menor	 grado	 de	

descondensación	de	la	cromatina	que	la	mezcla	heparina	+	GSH;	y	la	suma	de	ambos	

GAGs	 +	 GSH	 resulta	 en	 una	 cromatina	 completamente	 descondensada	 (Figura	 46D).	

Estos	resultados	nuevamente	permitirían	suponer	 la	existencia	de	zonas	de	diferente	

grado	de	condensación	dentro	de	la	cromatina	y	distinto	acceso	a	las	moléculas,	que	se	

harían	 evidentes	 cuando	 se	 utiliza	 la	 combinación	 de	 estos	 dos	 glicosaminoglicanos	

para	descondensar	la	cromatina	de	espermatozoides	murinos.	Ha	sido	bien	establecido	

que	en	células	somáticas	que	están	sufriendo	la	división	meiótica,	los	diferentes	grados	

de	 condensación	 a	 lo	 largo	 de	 la	 cromatina	 son	 responsables	 de	 una	 sincronización	

desigual	cuando	 los	cromosomas	se	duplican;	nuestros	hallazgos	podrían	reflejar	una	

situación	similar	para	la	cromatina	espermática.		

La	 microscopia	 electrónica,	 también	 reveló	 que	 a	 medida	 que	 avanza	 la	

descondensación,	 las	 membranas	 se	 desorganizan	 y	 eventualmente	 desaparecen,	

dejando	 altas	 concentraciones	de	 cromatina	 condensada	 en	 la	 periferia	 de	 la	 célula.	

Esta	 observación	 es	 consistente	 con	 los	 descubrimientos	 realizados	 por	 el	 grupo	 de	

Sánchez-Vázquez	 (Sánchez-Vázquez,	 R.	 Reyes,	 et	al.	 1996),	 	 quienes	 mostraron	

resultados	 similares	 con	 H	 y	 GSH	 en	 espermatozoides	 de	 ratón.	 El	 hecho	 que	 el	

proceso	 de	 descondensación	 comience	 en	 la	 zona	 caudal	 de	 la	 cabeza	 del	

espermatozoide,	probablemente	 refleja	 la	 falta	de	 teca	perinuclear	 	en	esta	 región	y	
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apoya	los	hallazgos	de	Ramalho-Santos	(Ramalho-Santos	et	al.	2000)	quien	demostró,	

usando	el	modelo	del	mono	Rhesus,	que	 la	persistencia	de	 la	 teca	perinuclear	 luego	

del	 ICSI	previene	 la	descondensación	de	 la	cromatina.	Una	vez	más,	estos	 resultados	

podrían	 indicar	 que	 la	 teca	 perinuclear	 está	 involucrada	 en	 el	 proceso	 de	

descondensación	de	la	cromatina.		

Nuestros	resultados	apoyan	la	idea	de	la	existencia	de	diferencias	en	la	condensación	

de	la	cromatina	en	el	núcleo	del	espermatozoide	murino	y	humano	y,	probablemente,	

no	solamente	debido	a	la	diferencia	en	la	proporción	de	las	protaminas,	sino	también	

al	porcentaje	de	histonas	que	quedan	ancladas	al	ADN	en	cada	especie.	Esto,	sin	duda,	

confiere	 características	 particulares	 y	 específicas	 a	 la	 cromatina,	 con	 efectos	

importantes	en	la	epigenética	y	el	desarrollo	embrionario	(Arpanahi	et	al.	2009;	Miller	

et	al.	 2010;	 Pittoggi	 et	al.	 1999).	 Considerando	 que	 la	 epigenética	 se	 refiere	 a	 todos	

aquellos	cambios	en	la	cromatina	que,	sin	modificar	la	secuencia	nucleotídica,	inciden	

en	la	expresión	de	los	genes,	tanto	una	alteración	en	la	proporción	de	las	protaminas	

P1:P2,	como	también	una	alteración	en	su	estado	redox,	podrían	tener	una	incidencia	

deletérea	en	el	proceso	reproductivo	de	los	mamíferos.	

En	 conclusión,	 estos	 resultados	 presentan	 por	 primera	 vez	 evidencia	 de	 que	 dos	

moléculas	 que	 están	 normalmente	 presentes	 en	 el	 fluido	 folicular	 y	 el	 CCO	 y	 que	

comparten	 ciertas	 características	 fisicoquímicas,	 actúan	 de	 manera	 sinérgica	 en	 la	

descondensación	in	vitro	del	espermatozoide	murino.	La	presencia	del	DS	adentro	del	

oocito	no	ha	sido	demostrada	todavía,	por	lo	que,	hasta	ahora,	no	es	posible	conocer	

la	 relevancia	 biológica	 de	 este	 efecto	 sinérgico	 in	 vivo.	 De	 todas	maneras,	 se	 puede	

especular	que	este	comportamiento	cooperativo,	en	un	evento	tan	 importante	como	

es	la	descondensación,	está	posiblemente	reflejando	distintos	grados	de	condensación	

cromatínica	 y	 por	 qué	 no	 así	 la	 posibilidad	 de	 introducir	 un	 punto	 regulatorio	 en	 el	

proceso,	lo	que	podría	ser	de	vital	relevancia	para	el	embrión.	

	

Posible	 utilización	 del	 análisis	 de	 la	 descondensación	 de	 la	 cromatina	 espermática	

murina	u	otros	parámetros	de	la	fisiología	espermática,	como	indicadores	del	efecto	

de	tóxicos	reproductivos	ambientales	o	ingeridos.	

	

De	lo	expuesto	en	la	primera	parte	de	esta	discusión,	debe	haber	quedado	en	claro	la	

importancia	 que	 tiene	 la	 condensación	 de	 la	 cromatina	 espermática	 y	 su	 posterior	

descondensación,	 una	 vez	 ocurrida	 la	 fecundación,	 para	 la	 generación	 y	

mantenimiento	del	embrión	y,	también,	cómo	podría	resultar	alterada	ante	pequeños	

cambios	 en	 la	 proporción	 de	 protaminas,	 histonas	 y/o	 posible	 estado	 redox	 de	 las	

mismas	o	el	material	genético	en	sí	mismo.	

Se	 demostró	 ampliamente	 que	 los	 plaguicidas	 (organoclorados	 y	 organofosforados)	

pueden	dañar	la	línea	germinal	y	las	células	somáticas	del	testículo,	y	que	sus	efectos	

son	 genotóxicos	 y	 teratogénicos	 (Bonde	 &	 Storgaard	 2002).	 Los	 plaguicidas	

organoclorados	 alteran	 la	 calidad	 de	 los	 espermatozoides,	 así	 como	 también	 la	
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estructura	 de	 la	 cromatina	 y	 del	 ADN	 en	 diferentes	 etapas	 de	 la	 espermatogénesis	

(Salazar-Arredondo	 et	al.	 2008).	 El	 endosulfán	 es	 un	 insecticida	 y	 acaricida	

organoclorado	 utilizado	 mundialmente.	 Debido	 a	 su	 alta	 toxicidad	 y	 poder	 de	

bioacumulación,	 su	 utilización	 ha	 sido	 prohibida	 en	 numerosos	 países,	 incluida	 la	

Argentina.	 Si	 bien	 en	 nuestro	 país	 debió	 dejar	 de	 utilizarse	 a	 partir	 del	 2013,	 no	 se	

descartan	efectos	residuales,	no	se	sabe	qué	se	hará	con	el	material	remanente	que	ya	se	

ha	 acumulado	 y,	 dado	 que	 tampoco	 se	 conoce	 en	 mamíferos	 el	 efecto	 sobre	 la	

reproducción,	 es	 un	 punto	 interesante	 a	 estudiar.	 El	 espermatozoide,	 una	 célula	

altamente	diferenciada,	posee	una	cromatina	muy	condensada,	transcripcionalmente	

inactiva	y	un	compartimiento	citoplasmático	metabólicamente	poco	activo.	Debido	a	

que	el	espermatozoide	tiene	una	proporción	superficie/volumen	muy	grande	(más	de	

50:1)	 es,	 posiblemente,	 propenso	 a	 sufrir	 los	 efectos	 de	 los	 plaguicidas,	 pudiendo	

afectar	 el	 resultado	 de	 la	 fecundación	 debido	 a	 sus	 efectos	 secundarios	 sobre	 la	

función	celular	(Selvaraju	et	al.	2011).	

Para	esta	parte	del	trabajo	de	tesis	doctoral,	 la	idea	original	fue	estudiar	el	efecto	de	

dos	 tipos	 de	 tóxicos	 reproductivos,	 uno	 normalmente	 encontrado	 en	 el	 ambiente	

como	resultado	de	su	utilización	para	fumigación	(endosulfán)	y	otro,	encontrado	en	el	

organismo	 como	 resultado	 de	 su	 ingesta	 (etanol)	 como	 bebida.	 Sin	 embargo,	 por	

razones	que	tuvieron	que	ver	con	la	utilización	del	endosulfán	en	el	bioterio,	el	comité	

de	 ética	 del	 IBYME	 no	 autorizó	 la	 realización	 de	 experimentos	 in	 vivo	 intoxicando	

animales	 por	 vía	 intraperitoneal.	 Fue	 por	 ello,	 que	 nos	 vimos	 obligados	 a	 realizar	

experimentos	 in	 vitro	 únicamente.	 Si	 bien	esto	puede	parecer,	 en	primera	 instancia,	

una	 falla	 en	 el	 estudio,	 permitió	 centrar	 la	 atención	 en	 la	 posible	 utilización	 de	

espermatozoides	murinos	y	humanos	como	centinelas,	indicadores	de	la	presencia	de	

este	 tóxico	 en	 el	 ambiente,	 analizando	 distintos	 aspectos	 de	 su	 funcionamiento:	

viabilidad,	motilidad	y	descondensación	cromatínica.	

Cabe	 destacar	 que,	 aprovechando	 la	 existencia	 del	 grupo	 de	 trabajo	 del	Dr.	 Enrique	

Luque	en	la	Universidad	del	Litoral,	que	trabaja	sobre	los	efectos	in	vivo	del	endosulfán	

pero	 en	 el	 modelo	 de	 rata,	 concurrimos	 a	 su	 laboratorio	 para	 estudiar	 la	

descondensación	 de	 la	 cromatina	 de	 espermatozoide	 de	 rata,	 en	 condiciones	 de	

intoxicación	 leve	 con	 este	 compuesto.	 La	 necesidad	 de	 compatibilización	 de	 los	

experimentos	 del	 grupo	 del	 Dr.	 Luque,	 sumada	 a	 la	 ya	mencionada	 diferencia	 en	 el	

tiempo	 de	 descondensación	 de	 los	 espermatozoides	 de	 rata	 comparados	 con	 los	 de	

ratón,	hizo	que	los	resultados	obtenidos	no	pudiesen	ser	analizados	estadísticamente	

por	el	bajo	número	de	puntos	y,	por	lo	tanto,	no	forman	parte	de	este	manuscrito.	Por	

el	contrario,	el	estudio	del	efecto	del	etanol	sobre	el	organismo,	ingerido	en	el	agua	de	

bebida,	o	directamente	 sobre	 los	espermatozoides	en	experimentos	 in	 vitro,	 sí	 pudo	

realizarse	 con	 la	 colaboración	 de	 la	 Dra.	 Elisa	 Cebral	 y	 permitió	 evaluar	 diversos	

parámetros	 de	 la	 función	 espermática,	 tales	 como	 viabilidad,	 motilidad,	 reacción	

acrosomal,	hiperactivación,	descondensación	cromatínica	y,	además,	continuar	con	la	

evaluación	de	su	efecto	sobre	la	fecundación	in	vitro	de	oocitos	murinos.	
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Endosulfán	

Cuando	se	utilizan	herbicidas	o	plaguicidas,	no	es	frecuente	que	se	emplee	el	principio	

activo	 en	 forma	 pura,	 porque	 generalmente	 sus	 características	 fisicoquímicas	 hacen	

que	no	atraviesen	libremente	o	fácilmente	las	membranas	celulares,	sino	que	se	utiliza	

una	 formulación	 con	 diversos	 excipientes	 (no	 siempre	 conocidos)	 para	 facilitar	 el	

acceso	a	los	organismos	para	los	que	están	destinados.	Por	lo	tanto,	muchas	veces	el	

efecto	 observado	 de	 estos	 compuestos	 radica	 más	 en	 la	 combinación	 del	 principio	

activo	 con	 otros	 compuestos	 que	 en	 el	 principio	 activo,	 siendo	 los	 resultados	

engañosos	al	mostrar	una	toxicidad	disminuida	o	nula,	por	 la	simple	razón	de	que	el	

compuesto	puro	no	penetró	los	lugares	destinados	para	su	acción.	

Por	esto,	en	 la	medida	de	 lo	posible,	utilizamos	no	solamente	el	principio	activo	sino	

también	 formulaciones	 comerciales	 que,	 normalmente,	 son	 las	 encontradas	 en	 el	

mercado	 y	 utilizadas	 en	 el	 tratamiento	 de	 los	 cultivos.	 Asimismo,	 se	 utilizaron	 las	

concentraciones	que	es	esperable	encontrar	en	el	 ambiente	o	para	 las	que	 se	 contó	

con	referencia	bibliográfica	adecuada.	

	

Espermatozoides	murinos	

	

Las	 evidencias	 que	 apuntan	 a	 un	 efecto	 deletéreo	 del	 endosulfán	 sobre	 la	 función	

espermática,	 son	 consistentes	 con	 nuestros	 hallazgos	 in	 vitro	 cuando	 se	 incubaron	

espermatozoides	con	endosulfán	en	distintas	formulaciones,	en	los	que	se	observó	que	

el	porcentaje	de	motilidad	disminuyó	drásticamente	en	presencia	del	plaguicida.	

La	motilidad	del	espermatozoide	depende,	fundamentalmente,	de	dos	factores:	uno	es	

la	 generación	 de	 energía	 por	 las	 mitocondrias	 y	 el	 otro	 es	 la	 posibilidad	 de	 las	

proteínas	 del	 flagelo	 de	 formar	 y	 romper	 puentes	 disulfuro.	 El	 trabajo	 de	 Cabrillana	

(Cabrillana	et	al.	2011),	indica	claramente	que	durante	la	maduración	epididimaria,	se	

modifican	 las	 uniones	 puentes	 disulfuro,	 involucradas	 no	 solamente	 en	 la	

condensación	de	la	cromatina	sino	también	en	la	estabilización	de	las	organelas	de	la	

cola.	La	proteína	ODF-1	(outer	dense	fiber	1)	fue	relacionada,	particularmente,	con	la	

motilidad	espermática.	Como	todo	cambio	macroscópico	puede,	muy	probablemente,	

ser	 reflejo	 de	 una	modificación	molecular	 que	 obedece	 a	 un	 cambio	 genético,	 debe	

tenerse	en	cuenta	que,	dependiendo	de	la	naturaleza	del	plaguicida,	éste	puede	actuar	

directamente	sobre	el	ADN,	inducir	estrés	oxidativo	o	modificar	la	epigenética.		

Se	cree	que	las	sustancias	con	características	estrogénicas,	generadas	como	resultado	

del	 metabolismo	 endógeno	 de	 los	 andrógenos	 dentro	 del	 tracto	 reproductor	

masculino	o	como	consecuencia	de	la	exposición	ambiental,	están	relacionadas	con	la	

producción	de	ROS	y	el	daño	en	el	ADN	(Bennetts	et	al.	2008).	Algunos	grupos	afirman	

que	 el	 endosulfán	 produce	 estrés	 oxidativo	 afectando	 de	 esta	 manera	 al	 ADN	

espermático	y	que	el	tratamiento	con	vitamina	E	revierte	efectivamente	la	disminución	

en	cantidad	y	calidad	de	los	espermatozoides	producida	por	el	plaguicida,	protegiendo	
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la	estructura	testicular	de	los	daños	causados	por	el	endosulfán.	Estos	efectos	podrían	

deberse	al	poder	antioxidante	de	la	vitamina	E	que	actuaría	disminuyendo	los	efectos	

negativos	del	endosulfán	sobre	el	sistema	reproductivo	(Wang	et	al.	2012b).	Debido	a	

la	naturaleza	liposoluble	de	la	vitamina	E,	todo	esto	apunta	a	peroxidación	de	lípidos	

de	 membrana.	 Sin	 embargo,	 todavía	 no	 se	 conocen	 los	 efectos	 de	 este	 plaguicida	

sobre	 la	 descondensación	 de	 la	 cromatina.	 Los	 resultados	 encontrados	 en	 los	

experimentos	 realizados	 en	 esta	 tesis	 indicarían	 que	 el	 endosulfán,	 in	 vitro,	 actúa	

favoreciendo	 la	misma	 (Figura	48	y	Figura	49).	Por	 lo	que	mencionaré	más	adelante,	

muy	 probablemente	 este	 incremento	 en	 la	 descondensación	 sería	 el	 resultado	 de	

modificaciones	a	nivel	de	la	membrana	del	espermatozoide	que	permitirían	un	mejor	

ingreso	de	los	agentes	descondensantes	a	la	célula.	

Un	aumento	en	la	descondensación	de	la	cromatina,	dejaría	al	ADN	más	expuesto	a	ser	

atacado	por	especies	reactivas	de	oxígeno,	en	el	caso	que	este	compuesto	las	hubiese	

generado.	 Un	 ADN	 más	 expuesto,	 podría	 ser	 susceptible	 a	 ver	 incrementada	 su	

fragmentación	y,	por	 lo	 tanto,	se	decidió	evaluar	el	efecto	del	endosulfán	sobre	este	

parámetro	 y	 los	 resultados	 demostraron	 que	 hay	 un	 aumento	 significativo	 del	

porcentaje	de	espermatozoides	con	TUNEL	positivo,	sugiriendo	que	existe	un	aumento	

de	la	fragmentación	del	ADN	en	presencia	del	plaguicida	(Figura	51).	Hay	evidencias	en	

la	 bibliografía	 que	 indican	 que	 el	 endosulfán	 provocaría	 la	 apoptosis	 de	 células	

germinales	de	ratón	mediante	la	desregulación	de	los	canales	de	Ca2+	(Ren	et	al.	2008)	

así	como	también	de	células	mononucleares.	Si	bien	la	técnica	de	TUNEL	es	un	método	

estandarizado	 en	 células	 intactas	 y	 su	 efectividad	 es	 bien	 conocida,	 en	 el	 año	 2010,	

Mitchell	 (Mitchell	 et	al.	 2011)	 publicó	 resultados	 que	 indicarían	 que	 el	 ensayo	

convencional	de	TUNEL	no	es	un	método	sensible	para	analizar	 la	 fragmentación	del	

ADN	 espermático	 debido	 a	 que	 la	 alta	 compactación	 de	 la	 cromatina	 de	 los	

espermatozoides	impide	el	correcto	acceso	de	la	enzima	TdT	a	los	sitios	donde	el	ADN	

está	 clivado.	 En	 sus	 experimentos,	 Mitchell	 demostró	 que	 el	 pretratamiento	 de	 los	

espermatozoides	 con	 DTT	 incrementaba	 significativamente	 los	 niveles	 de	 daño	

detectados	 en	 el	 ADN	 mediante	 el	 ensayo	 de	 TUNEL.	 Teniendo	 en	 cuenta	 estos	

antecedentes,	 para	 evaluar	 los	 efectos	 del	 endosulfán	 sobre	 la	 cromatina	 de	 los	

espermatozoides	 murinos,	 la	 técnica	 se	 realizó	 sobre	 espermatozoides	 previamente	

descondensados.	 Debido	 a	 esta	 variante	 en	 la	 técnica,	 es	 que	 decidimos	 analizar	 si	

existía	 alguna	 correlación	 entre	 el	 grado	 de	 descondensación	 de	 la	 cromatina	 y	 la	

fragmentación	 del	 ADN	 (Figura	 52).	 En	 ninguno	 de	 los	 casos,	 tanto	 en	 los	

espermatozoides	que	fueron	expuestos	al	plaguicida	como	en	 los	que	no,	se	observó	

correlación	alguna	entre	el	grado	de	descondensación	cromatínica	y	la	fragmentación	

de	ADN,	expresada	como	TUNEL	positivo.	Esto	parecería	sugerir	que	la	fragmentación	

del	ADN	no	estaría	aumentada	como	consecuencia	de	 la	descondensación,	 sino	que,	

tal	vez,	la	fragmentación	sea	una	consecuencia	de	la	presencia	directa	del	endosulfán	o	

de	 especies	 reactivas	 generadas	 por	 esta	 molécula,	 sobre	 un	 ADN	 más	 libre	 y	

susceptible	 de	 ser	 atacado.	 Por	 lo	 tanto,	 el	 aumento	 en	 la	 descondensación	 tal	 vez	



Discusión	

 

140 

 

haya	 sido	producto	de	un	mayor	 y	mejor	 ingreso	de	 las	 sustancias	descondensantes	

debido	 al	 efecto	 del	 tóxico	 de	 endosulfán	 sobre	 la	 membrana	 del	 espermatozoide.	

Lamentablemente,	 por	 problemas	 ajenos	 al	 laboratorio,	 no	 fue	 posible	 cerrar	 este	

trabajo	 de	 tesis	 doctoral	 con	 el	 análisis	 del	 estado	 de	 las	 membranas	 de	 los	

espermatozoides	tratados	con	endosulfán	y	sus	formulaciones,	mediante	microscopía	

electrónica	de	transmisión	y/o	barrido.	

De	haber	podido	realizar	los	estudios	in	vivo,	tal	vez	se	hubiese	podido	demostrar	que	

la	 fragmentación	 del	 ADN	 no	 ocurriría	 como	 un	 efecto	 directo	 del	 endosulfán	 sino	

como	producto	de	los	efectos	negativos	que	el	plaguicida	produce	directamente	sobre	

las	células	germinales,	o	a	través	de	la	muerte	celular	de	las	células	de	Sertoli,	debido	a	

un	 aumento	 del	 daño	 oxidativo	 y	 la	 consecuente	 activación	 de	 la	 vía	 apoptótica	

intrínseca	afectando,	eventualmente,	la	producción	de	gametas	(Rastogi	et	al.	2014).	

Habiendo	 encontrado	 un	 efecto	 sobre	 la	 motilidad	 espermática	 y	 sobre	 la	

descondensación,	 como	 paso	 previo	 al	 estudio	 del	 estado	 redox	 de	 las	 células,	 se	

decidió	utilizar	la	técnica	de	mBBr	para	evaluar	la	presencia	de	grupos	tiol	libres	en	los	

espermatozoides.	Los	resultados	no	mostraron	diferencias	entre	 los	espermatozoides	

control	 y	 tratados	 con	 el	 endosulfán,	 aún	 cuando	el	 endosulfán	había	 incrementado	

significativamente	la	descondensación	cromatínica	(Figura	54).	

Para	 continuar	 con	 el	 estudio	 de	 los	 efectos	 del	 endosulfán	 in	 vitro	 sobre	 el	 estado	

redox	 celular,	 partimos	 de	 la	 base	 que	 datos	 bibliográficos	 recientes	 indican	 que	 el	

endosulfán	es	capaz	de	incrementar	la	producción	de	ROS	como	resultado	de	la	acción	

de	 la	 NADPH-oxidasa,	 así	 como	 también	 de	 la	 familia	 de	 oxidasas	 NOX.	 Además,	

estimularía	la	vía	de	señalización	Akt/MAPK	y	la	expresión	de	COX-2	en	macrófagos	de	

ratón	 (Kim	 et	al.	 2015).	 Otros	 investigadores	 demostraron	 que	 el	 endosulfán	 genera	

rupturas	en	la	doble	hebra	de	ADN	por	un	mecanismo	dependiente	de	ROS	en	células	

HaCat	(Antherieu	et	al.	2007).	Por	otro	lado,	cuando	se	estudió	su	efecto	in	vitro	sobre	

células	Jurkat	T	en	concentraciones	entre	0	y	100	µM,	el	endosulfán	actuó	inhibiendo	

la	enzima	SOD	y	el	GSH.	La	generación	de	ROS	resultó	ser	dependiente	de	 la	dosis	y	

tiempo	de	incubación	(Kannan	&	Jain	2003).	Estudios	realizados	en	el	cerebro	de	ratas	

demostraron	que	el	endosulfán	induce	la	formación	de	ROS	y	peroxidación	lipídica.	Lo	

mismo	 ocurrió	 cuando	 se	 investigó	 su	 efecto	 en	 S.	 cerevisiae	 y	 líneas	 celulares	

humanas	(Sohn	et	al.	2004).		

En	 el	 presente	 trabajo	 de	 tesis,	 al	 estudiar	 la	 posibilidad	 que	 el	 endosulfán	 fuera	

responsable	de	generar	estrés	oxidativo	en	los	espermatozoides	murinos,	midiendo	la	

actividad	de	sistemas	enzimáticos	relacionados	con	la	regulación	del	estado	redox	de	

la	 célula,	 así	 como	 también	 la	 generación	 de	 GSH	 y	 la	 peroxidación	 lipídica,	 no	 fue	

posible	 observar	 diferencias	 significativas	 entre	 los	 espermatozoides	 incubados	 con	

endosulfán	y	los	controles	(Figura	55).	La	inspección	de	esta	Figura	pone	de	manifiesto	

que	 los	 errores	 son	 bastante	 elevados,	 lo	 cual	 hace	 pensar	 que	 ameritaría,	 en	 un	

futuro,	incrementar	el	n	de	estos	experimentos	o	encontrar	una	manera	de	mejorar	la	

técnica	para	disminuir	su	variabilidad.	
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Espermatozoides	humanos	

	

Teniendo	 en	 cuenta	 que,	 si	 bien	 el	 modelo	 murino	 resulta	 de	 gran	 utilidad	 para	

implementar	 un	 modelo	 in	 vitro	 que	 permita	 el	 estudio	 de	 los	 efectos	 tóxicos	 de	

plaguicidas	como	el	endosulfán,	debido	a	 la	facilidad	de	obtención	de	las	gametas,	 la	

existencia	 de	 personas	 intoxicadas	 con	 este	 y	 otros	 productos	 similares,	 ameritó	 el	

estudio	 del	 efecto	 del	 plaguicida	 in	 vitro	 sobre	 los	 parámetros	 espermáticos	 de	

muestras	humanas.	

El	análisis	de	la	viabilidad	y	motilidad	de	los	espermatozoides	humanos,	obtenidos	de	

dadores	 voluntarios	 sanos,	 mostró	 resistencia	 a	 la	 muerte	 y	 una	 alteración	 de	 la	

motilidad	 solamente	 a	 la	 concentración	 más	 elevada	 utilizada	 de	 endosulfán	 Zebra	

Ciagro®	(Figura	56).		

Al	 analizar	 la	 descondensación	 de	 la	 cromatina	 espermática	 en	 espermatozoides	

humanos,	 la	única	formulación	de	endosulfán	capaz	de	afectarla	fue	el	Zebra	Ciagro®	

resultando	en	un	incremento	de	la	misma	(Figura	57).	Queda	analizar	la	fragmentación	

del	ADN	y	la	presencia	de	especies	reactivas	de	oxígeno	que,	probablemente	y	a	la	luz	

de	 los	 resultados	 obtenidos	 en	 el	 modelo	 murino,	 tampoco	 resulten	 en	 datos	

concretos,	 teniendo	 en	 cuenta	 la	 mayor	 estabilidad	 y	 resistencia	 de	 los	

espermatozoides	humanos	en	comparación	con	los	de	ratón.	

Tomando	todos	 los	resultados	en	su	conjunto,	el	efecto	del	plaguicida	endosulfán	en	

sus	 diversas	 formulaciones,	 parece	 afectar	 la	motilidad	 de	 los	 espermatozoides	 y	 la	

descondensación	de	la	cromatina,	incrementándola,	sin	modificar	el	estado	redox	de	la	

célula,	 pero	posiblemente,	 afectando	 la	 integridad	de	 la	membrana	plasmática	 y,	 de	

este	 modo,	 permitiendo	 un	 mejor	 ingreso	 de	 los	 agentes	 descondensantes.	 Como	

consecuencia	de	una	cromatina	más	laxa,	se	produciría	una	mayor	fragmentación	del	

ADN,	 con	 las	 posibles	 consecuencias	 deletéreas	 en	 la	 fecundación	 y	 posterior	

formación	y	desarrollo	embrionario.	

	

	

Etanol	

Hace	 tiempo	 se	 demostró	 que	 el	 etanol	 podría	 tener	 un	 efecto	 directo	 sobre	 las	

gónadas	 (Van	Thiel	et	al.	1978;	Dees	&	Skelley	1990)	y	el	eje	hipotálamo-	hipofisario	

(Cicero	&	Badger	1977;	Dees	et	al.;	Välimäki	et	al.	1990).	En	 los	humanos,	 se	mostró	

que	las	consecuencias	clínicas	del	etanol	desencadenan	retraso	en	la	madurez	sexual	y	

afectan	 tanto	 la	 fertilidad	 como	 el	 desarrollo	 de	 las	 características	 sexuales	

secundarias	 (Anderson	 et	al.	 1987).	 Sin	 embargo,	 a	 pesar	 de	 que	 el	 etanol	 es	 una	

sustancia	 ampliamente	 usada,	 sus	 efectos	 sobre	 la	 función	 reproductiva	 masculina	

siguen	 siendo	 controversiales	 (Auger	 et	al.	 2001;	 Martini	 et	al.	 2004;	 Muthusami	 &	

Chinnaswamy	 2005;	 Pajarinen	 et	al.	 1996).	 La	 especie	 murina	 resultó	 ser	

particularmente	útil	para	estudiar	los	efectos	del	etanol	sobre	la	función	reproductiva	

masculina	 (Anderson	 et	al.	 1981;	 Anderson	 et	al.	 1983;	Morton	 et	al.	 2014;	Weston	
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et	al.	 1994;	 Wieczorek	 et	al.	 2015)	 debido	 a	 la	 similitud	 entre	 los	 núcleos	 de	

espermatozoides	murinos	y	humanos.	

Para	los	efectos	de	este	trabajo	de	tesis	doctoral,	se	simuló	un	consumo	semicrónico	

de	etanol,	con	un	15%	V/V	en	el	agua	de	bebida.	Al	analizar	los	parámetros	seminales,	

se	encontró	una	alta	frecuencia	de	cabezas	y	colas	anormales	como	consecuencia	del	

consumo	semicrónico	de	etanol	en	 ratones	CF-1	 (Tabla	2),	 lo	que	es	consistente	con	

hallazgos	previos	en	humanos	(Gaur	et	al.	2010;	Joo	et	al.	2012).	Probablemente	esto	

se	 deba	 a	 los	 efectos	 genotóxicos	 sobre	 las	 células	 somáticas	 y	 a	 las	 anormalidades	

morfológicas	 y	 aberraciones	 morfológicas	 de	 las	 espermatogonias	 y	 la	 metafase	

meiótica	encontradas	en	hombres	alcohólicos	(Lewis-Jones	et	al.	2003).	La	cabeza	del	

espermatozoide	 se	 considera	 normal	 cuando	 la	 membrana	 plasmática,	 la	 envoltura	

nuclear	 y	 la	 cromatina	 tienen	 apariencia	 normal,	 junto	 con	 los	 componentes	 del	

axonema,	las	mitocondrias	y	la	membrana	plasmática	del	flagelo.		

Si	 bien	 el	 consumo	 de	 etanol	 en	 las	 condiciones	 estudiadas	 no	 demostró	 afectar	

significativamente	el	porcentaje	de	motilidad	de	los	espermatozoides	provenientes	de	

animales	alcoholizados,	resulta	 llamativo	que	la	misma	fue	 ligeramente	mayor	que	la	

de	los	espermatozoides	de	ratones	control,	a	todos	los	tiempos	estudiados	(Figura	59).	

Estos	resultados	contrastan	con	aquellos	encontrados	en	 la	bibliografía,	dado	que	en	

general	 diversos	 trabajos	 han	 reportado	 una	 disminución	 en	 la	 motilidad	 de	

espermatozoides	 provenientes	 de	 animales	 intoxicados	 (Condorelli	 et	al.	 2015).	 De	

todas	 maneras,	 como	 ya	 mencionara,	 las	 diferencias	 encontradas	 en	 esta	 tesis	 no	

fueron	significativas.		

Por	el	contrario,	el	porcentaje	de	hiperactivación	fue	significativamente	menor	en	los	

espermatozoides	 que	 se	 obtuvieron	 de	 animales	 tratados,	 con	 respecto	 a	 los	

espermatozoides	 provenientes	 de	 animales	 control	 (Figura	 60).	 Las	 anomalías	 en	 el	

axonema	 y	 el	 periaxonema	 son	 características	 que	 se	 encuentran	 en	 los	 hombres	

infértiles,	 y	 se	 cree	 que	 están	 relacionadas	 con	 la	 pérdida	 de	 motilidad	 de	 los	

espermatozoides	de	estos	pacientes.	Además,	 las	malformaciones	en	ciertas	regiones	

del	 núcleo	 de	 los	 espermatozoides	 se	 han	 asociado	 a	 daño	 en	 el	 ADN	 (Mauri	 et	al.	

2011).	 En	 este	 trabajo	 encontramos	 diferencias	 significativas	 en	 el	 número	 de	

espermatozoides	 con	 núcleo	 y	 flagelo	 morfológicamente	 anormal,	 lo	 que	

probablemente	esté	asociado	con	las	dificultades	de	los	espermatozoides	del	grupo	de	

animales	 intoxicados	 para	 alcanzar	 el	mismo	 nivel	 de	 hiperactivación	 que	 los	 de	 los	

controles.	

La	 reacción	 acrosomal	 es	 requisito	 para	 que	 el	 espermatozoide	 pueda	 fecundar	 al	

oocito.	Al	analizar	este	evento,	se	encontró	un	porcentaje	menor	de	espermatozoides	

provenientes	 de	 ratones	 alcoholizados	 capaz	 de	 sufrir	 reacción	 acrosomal,	 ya	 sea	

espontáneamente	 o	 en	 respuesta	 al	 estímulo	 con	 progesterona	 (Figura	 61).	 Muy	

probablemente	esto	sea	indicativo	de	modificaciones	a	nivel	de	la	membrana,	con	una	

posible	 alteración	 de	 los	 receptores	 para	 progesterona	 o,	 alternativamente,	 alguna	

otra	 alteración	 que	 justifique	 una	mayor	 estabilidad	 de	 la	membrana	 y	 generar	 una	



Discusión	

 

143 

 

mayor	 resistencia	 a	 la	 reacción.	 También	 podría	 relacionarse	 con	 la	 capacidad	 del	

etanol	 de	 interferir	 con	 los	 mecanismos	 de	 transducción	 de	 señales	 que	 disparan	

respuestas	intracelulares	(Hoek	&	Rubin	1990).		

Si	 tomamos	estos	 resultados	en	 conjunto,	 el	 consumo	de	etanol	 parecería	modificar	

dos	eventos	 importantes	previos	a	 la	 fecundación:	1)	 la	hiperactivación,	que	permite	

que	 el	 espermatozoide	 atraviese	 la	 capa	 de	 células	 granulosas	 y	 también	 la	 zona	

pelúcida,	y	2)	la	reacción	acrosomal,	que	facilita	el	ingreso	del	espermatozoide	hacia	la	

zona	 pelúcida	 y	 su	 llegada	 al	 oolema	 y	 que	 a	 su	 vez	 es	 necesaria	 para	 que	 el	

espermatozoide	adquiera	la	capacidad	de	fusionarse	con	el	ooplasma.	A	este	respecto,	

antecedentes	previos	 sostienen	que	el	etanol	 afecta	 la	 fecundación	 in	 vitro	 e	 in	 vivo	

(Anderson	 et	al.	 1981;	 Anderson	 et	al.	 1983)	 mediante	 la	 inhibición	 de	 procesos	

esenciales	 (capacitación	 y	 reacción	 acrosomal)	 que	 preceden	 a	 la	 penetración	 del	

oocito.	

Existe	 evidencia	 en	 la	 literatura,	 que	 sugiere	 que	 el	 etanol	 podría	 inducir	

anormalidades	en	la	integridad	nuclear	de	los	espermatozoides	(Anifandis	et	al.	2014;	

Eid	 et	al.	 2002).	 En	 este	 trabajo	 de	 tesis,	 cuando	 se	 analizó	 la	 descondensación	

cromatínica,	 la	 misma	 se	 vio	 ligeramente	 incrementada	 en	 espermatozoides	 de	

animales	 intoxicados,	 comparada	con	 los	 valores	de	espermatozoides	 control	 (Figura	

62).	Estos	resultados	concuerdan	con	 los	reportados	en	un	trabajo	realizado	en	ratas	

alcoholizadas	en	el	que,	utilizando	técnicas	diferentes	de	las	utilizadas	en	este	trabajo	

de	 tesis,	 se	 concluye	 que	 el	 consumo	 de	 etanol	 genera	 espermatozoides	 con	 la	

cromatina	más	descondensada	(	a	R.	Talebi	et	al.	2011).	

El	 núcleo	 del	 espermatozoide	 murino	 y	 humano	 contiene	 un	 95%	 y	 un	 85%	 de	

protaminas,	 respectivamente	 (Bellvé	 et	al.	 1988;	 Bench	 et	al.	 1996).	 Por	 lo	 tanto,	 la	

cromatina	 de	 los	 espermatozoides	 humanos	 está	 menos	 compactada	 que	 la	 de	 los	

espermatozoides	murinos.	Por	otro	lado,	en	los	espermatozoides	humanos	y	murinos,	

los	 puentes	 disulfuro	 en	 las	 protaminas	 y	 la	 condensación	 de	 la	 cromatina	 están	

disminuidos	con	respecto	a	otras	especies	que	solamente	contiene	P1,	porque	P2	tiene	

menos	residuos	de	cisteína	que	P1	(Corzett	et	al.	2002b;	Jager	1990).	Teniendo	esto	en	

cuenta,	y	considerando	las	diversas	causas	de	daño	en	el	ADN	entre	las	que	se	incluye	

el	 empaquetamiento	 anormal	 de	 la	 cromatina	 durante	 la	 espermiogénesis,	 la	

apoptosis	 y	 la	 producción	 excesiva	 de	 especies	 reactivas	 del	 oxígeno	 (Esfahani	 &	

Hossein	2008),	es	tentador	pensar	en	la	alteración	de	la	cromatina	como	consecuencia	

del	consumo	del	etanol.		

Haber	encontrado	diferencias	significativas	en	el	proceso	de	descondensación	 in	vitro	

de	 espermatozoides	 provenientes	 de	 machos	 intoxicados	 con	 respecto	 a	 los	

espermatozoides	 control,	 permitió	 sospechar	 la	 existencia	 de	 efectos	 adversos	 del	

etanol	 sobre	 la	 fecundación.	 Por	 otra	 parte,	 hay	 suficiente	 evidencia	 en	 la	 literatura	

que	afirma	que	el	etanol	afecta	las	tasas	y	los	parámetros	asociados	a	los	tratamientos	

de	fecundación	in	vitro	(Nicolau	et	al.	2014;	Rossi	et	al.	2011;	Wdowiak	et	al.	2014).	En	

el	año	1983	Anderson	(Anderson	et	al.	1983)	analizó	el	efecto	del	consumo	del	etanol	
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sobre	espermatozoides	de	ratón	y	observó	una	reducción	de	la	fertilidad	en	función	de	

la	 dosis	 de	 etanol	 y	 el	 tiempo	 de	 exposición	 utilizados.	 Sin	 embargo,	 años	 después,	

Cebral	(Cebral	et	al.	2007)	demostró	que	el	consumo	de	etanol	no	disminuía	las	tasas	

de	fecundación	cuando	se	inseminaban	oocitos	provenientes	de	hembras	control	con	

espermatozoides	provenientes	de	ratones	macho	intoxicados.	Al	evaluar	el	efecto	del	

etanol	 in	 vivo	 sobre	 la	 fecundación	 in	 vitro	 en	 este	 trabajo,	 se	 observó	 que	 el	

porcentaje	de	oocitos	con	cabezas	de	espermatozoides	descondensadas	aumentó	en	

el	caso	de	 los	animales	 intoxicados	con	respecto	a	 los	controles	en	el	primer	 tiempo	

analizado	(Figura	64).	Sin	embargo,	a	las	3,5	horas	posteriores	a	la	FIV	este	porcentaje	

disminuyó	 conforme	 la	 fecundación	 avanzó	 y	 los	 núcleos	 descondensados	 se	

transformaron	 en	 pronúcleos.	 Consecuentemente,	 en	 este	 tiempo	 se	 observó	 un	

mayor	 porcentaje	 de	 pronúcleos	 en	 los	 animales	 tratados	 con	 etanol	 que	 en	 los	

controles	(Figura	65).	Lo	mismo	sucedió	a	las	4,5	horas.	Esta	diferencia	en	la	cinética	de	

descondensación	 in	 vivo	 de	 ambos	 grupos	 estaría	 indicando	 una	 aceleración	 del	

proceso	 de	 descondensación	 de	 la	 cromatina	 y	 formación	 de	 pronúcleos	 en	 los	

animales	intoxicados	con	etanol.	De	la	misma	manera,	cuando	se	analizó	el	porcentaje	

de	fecundación	total,	éste	fue	mayor	en	los	animales	intoxicados	que	en	los	animales	

control	 (Figura	 66).	 Los	 resultados	 revelan	 que	 la	 ingestión	 semicrónica	 de	 etanol	

afecta	 la	 dinámica	 de	 la	 fecundación	 in	 vitro	 de	 ratones	macho	 intoxicados,	 y	 sería	

importante	 estudiar	 los	 mecanismos	 por	 los	 cuales	 se	 producen	 estos	 cambios,	

profundizando	en	las	posibles	consecuencias	que	esto	podría	acarrear	en	el	desarrollo	

posterior	del	embrión	horas	o	días	después.	

Un	posible	mecanismo	responsable	del	incremento	del	daño	en	la	cromatina	nuclear	y	

el	ADN	de	 los	espermatozoides	provenientes	de	ratones	 intoxicados	con	etanol	es	el	

estrés	oxidativo.	Evidencias	previas	sugieren	que	bajos	niveles	de	ROS	son	capaces	de	

activar	vías	de	señalización	importantes	responsables	de	la	maduración,	capacitación,	

hiperactivación	y	reacción	acrosomal	de	los	espermatozoides	(Du	Plessis	et	al.	2015).		

Considerando	los	cambios	observados	en	los	parámetros	espermáticos	en	este	trabajo,	

se	 planteó	 analizar	 el	 efecto	 del	 consumo	 de	 etanol	 sobre	 el	 estado	 redox	 de	 las	

células.	Hay	muchos	trabajos	en	los	que	se	ha	reportado	un	aumento	de	los	ROS	y	una	

disminución	de	moléculas	antioxidantes	como	consecuencia	del	consumo	de	etanol.	A	

tal	 efecto,	 estudiamos	 la	 actividad	 de	 las	 enzimas	 GST	 y	 SOD,	 como	 también	 el	

contenido	 en	 GSH	 y	 la	 formación	 de	 malondialdehído	 como	 índice	 general	 de	

formación	de	especies	reactivas	de	oxígeno.	En	nuestras	condiciones	de	trabajo,	no	se	

encontraron	 diferencias	 significativas	 en	 los	 parámetros	 analizados,	 probablemente	

debido	al	bajo	número	de	datos	incluidos	y	a	la	gran	variabilidad	en	los	experimentos	

realizados	(Figura	67).	Es	bien	sabido	que	los	ROS	son	la	causa	principal	de	ruptura	del	

ADN	y	por	lo	tanto,	sería	de	gran	importancia	poder	continuar	estos	experimentos	a	fin	

de	dilucidar	el	mecanismo	y	su	relación	con	la	mayor	descondensación	de	la	cromatina	

de	los	espermatozoides.	
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Este	trabajo	de	tesis	doctoral	permitió	caracterizar	el	proceso	de	descondensación	de	

la	 cromatina	 de	 espermatozoides	 murinos,	 arrojando	 nueva	 luz	 al	 mecanismo	

molecular	 al	 encontrar	 un	 posible	 efecto	 sinérgico	 entre	 dos	 glicosaminoglicanos	

encontrados	en	el	microambiente	donde	ocurre	la	fecundación:	el	dermatán	sulfato	y	

el	 heparán	 sulfato	 (mediante	 el	 uso	 de	 su	 análogo	 estructural,	 la	 heparina).	 Esto	 no	

solamente	 resulta	 un	 dato	 novedoso,	 sino	 que	 sugiere	 una	 descondensación	

diferencial	 en	 distintas	 regiones	 de	 la	 cromatina	 que,	 en	 un	 estudio	 translacional	

podría	ser	aprovechado	para	el	análisis	de	pacientes	que	consultan	por	problemas	de	

fertilidad	 y	 cuyos	 espermatozoides	 permanecen	 condensados,	 aún	 luego	 del	

tratamiento	por	ICSI.	

La	posible	utilización	del	análisis	de	descondensación	cromatínica	como	indicativo	de	

la	 presencia	 y	 efecto	 de	 desorganizadores	 reproductivos	 como	 el	 endosulfán	 y	 el	

etanol,	no	parece	 ser	muy	efectiva	dado	que	 su	 sensibilidad	no	 resultaría	 adecuada.	

Sin	 embargo,	 el	 estudio	 indicó	 que	 la	 exposición	 a	 ambos	 tóxicos	 resultaba	 en	 una	

mayor	 descondensación	 cromatínica.	 Si	 bien	 esto	 podría	 tomarse	 como	 una	 señal	

positiva,	 existen	 antecedentes	 bibliográficos	 que	 indican	 que	 una	 mayor	

descondensación	 no	 necesariamente	 se	 correlaciona	 con	 una	 mejor	 velocidad	 de	

penetración	espermática	(Carrell	et	al.	1998),	sino	que	puede	traer	como	consecuencia	

una	mayor	 inestabilidad	genética	con	mayor	 incidencia	en	 la	fragmentación	del	ADN,	

con	el	consecuente	efecto	deletéreo	para	la	formación	de	un	embrión	viable.	

Considero	 que	 este	 trabajo	 ha	 permitido	 incorporar	 nueva	 información	 al	

conocimiento	 y	 comprensión	del	 complejo	proceso	de	 la	 fecundación	en	mamíferos,	

con	 una	 posible	 aplicación	 a	 la	 salud	 reproductiva	 humana.	 Así	mismo,	 ha	 dado	 los	

primeros	 pasos	 a	 una	 solución	 in	 silico	 del	 todavía	 no	 resuelto	 problema	 de	 la	

interacción	nuclear	entre	ADN,	protaminas	y	 los	GAGs	posiblemente	responsables	de	

la	descondensación	in	vivo,	ese	paso	fundamental	hacia	la	singamia.		
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ANEXO	
	

Receta	medio	de	cultivo	A+B:	

Solución	A	(50	ml):	

Componente	 Cantidad	 PM/Concentración	

NaCl	
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Receta	medio	de	cultivo	HTF:	

Solución	A	(1L):	

Componente	 Cantidad	

NaCl	 53,31g	

KCl	 3,5g	

MgSO47H2O	 0,49g	

KH2PO4	 0,5g	

Lactato	de	Na	 37	ml	

Glucosa		 5g	

CaCl22H2O	 3g	
	

Solución	B	(100	ml):	

Componente	 Cantidad	

NaHCO3	 2,1g	
	

Solución	C	(100	ml):	

Componente	 Cantidad	

Piruvato	 0,37g	
	

Preparación	para	1L	de	medio	HTF:	

Solución	A	 100	ml	

Solución	B	 100	ml	

Solución	C	 10	ml	

H2O	Roux	 790	ml	
	

Receta	de	medio	hipoosmótico	(MHOS):	para	preparar	1L,	con	agua	destilada.	

Componente		 Cantidad	(g)	

Citrato	de	sodio	 7.35	

Fructosa	 13.51	
	

	

Reactivos	utilizados	para	realizar	los	distintos	experimentos	de	esta	tesis:	

Aceite	mineral:	Sigma	Aldrich	Co,	Cat	N°	M5904	
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Alcohol	etílico	(graduación	96°):	PUROCOL.	

BSA	(Albúmina	Sérica	Bovina):	Fracción	V,	SIGMA	Cat	N°	A-7906	

Condroitín	sulfato	90%:	Sigma	Aldrich	Co,	Cat	N°	C-4384	

Dermatán	sulfato:	Syntex	S.A.,	Buenos	Aires,	Argentina.		

DMSO:	Sigma	Aldrich	Co,	Cat	N°	W-387520	

DNAsa:	Sigma	Aldrich	Co,	Cat	N°	D-5025	

Eosina	Y:	Sigma	Aldrich	Co,	Cat	N°	230251	

Glutaraldehído:	Sigma	Aldrich	Co,	Cat	N°	G6257	

GSH	(γ-Glu-Cys-Gly):	Sigma	Aldrich	Co,	Cat	N°	G-4251	

hCG	(Gonadotrofina	coriónica	humana):	Sigma-	Aldrich	Co,	Cat	N°	C-1063	

Heparina	(13500	Da,	170	IU/mg	Grado	I-A:	de	mucosa	intestinal	porcina):	Sigma	Cat	N°	

H-3393	

Hoechst	33342:	Sigma	Aldrich	Co,	Cat	N°	14533	

Metanol:	Merck	&	Co.,	Inc.	

Monobromobimane:	Sigma	Aldrich	Co,	Cat	N°	69898	

Paraformaldehído	37%:	Anedra,	Cat	N°	673925	

PMSG	(Gonadotrofina	sérica	de	yegua	preñada):	Novormon	5000,	Syntex,	Buenos	

Aires,	Argentina.	

Tinción	de	Spermac:	Stain	Enterprises,	Onderstepoort,	Sudáfrica.	

TÚNEL:	Roche	Diagnostics	GmbH,	Mannheim,	Germany	

Vectashield:	Laboratorios	Vector,	U.S.A.	
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